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Resumen 
La clorofila y sus sales de sodio y cobre, llamadas clorofilinas (CFL) han mostrado en 
diferentes sistemas de prueba una gran actividad antimutágena y anticancerígena. 
Aunque la clorofila es el principal pigmento que le da el color verde a los vegetales, 
es más empleada la CFL, debido a que la clorofila es poco estable y poco soluble en 
el agua. Se ha observado que la administración previa de CFL por vía intraperitoneal 
(i.p.) a ratones hembras adultas tratadas con CrO3 disminuye la frecuencia de 
micronúcleos (MN), de ahí que en el presente trabajo se estudio si los mecanismos 
de protección del daño al ADN de la CFL persisten durante la gestación (madres y 
fetos) al ser administrada por diferentes vías, así como sus efectos sobre las 
alteraciones del desarrollo inducidas por CrO3. Se emplearon grupos de hembras 
preñadas de ratón de la cepa CD-1, a las que se les trató con CFL (20mg/kg), CrO3 
(20mg/kg) o CFL y CrO3. La ruta de administración de la CFL fue vía i.p. u oral 
(sonda y acceso libre) mientras que la del CrO3 vía i.p. Todos los tratamientos fueron 
administrados en el día 15 de gestación. Las muestras de sangre fueron obtenidas 
de la vena caudal en las hembras adultas a las 0, 24, 48 y 72 horas después de la 
administración de los tratamientos, y en los fetos en el día 18 de gestación de la vena 
aorta por decapitación, las cuales fueron colocadas en laminillas previamente 
tratadas con naranja de acridina. Para la evaluación del daño al ADN, se consideró la 
frecuencia de MN y para la citotoxicidad se considero la frecuencia de eritrocitos 
policromáticos (EPC) con respecto a los normocromáticos (ENC). El daño en el 
desarrollo fue evaluado mediante la identificación de alteraciones externas y 
esqueléticas. La aplicación del CrO3 en el día 15 de gestación indujo daño 
genotóxico tanto en las hembras como en los fetos, mediante el incremento en la 
frecuencia de MN (incremento de alrededor de 8 MN). La administración de CFL solo 
incrementó de manera marginal la frecuencia de MN (alrededor de 2 MN) en los fetos 
cuando se administró por vía i.p., lo cual puede estar relacionado con la afinidad de 
la CFL hacia las glándulas metriales cuando es administrada por esta vía. Cuando se 
administro previamente la CFL a la aplicación de CrO3, se disminuyeron las 
frecuencias de MN tanto en las hembras como en los fetos, siendo mayor la 
“protección” cuando se administró por sonda y menor cuando se administró por vía 
i.p. En cuanto al efecto citotóxico evaluado mediante la frecuencia de EPC, con 
respecto a los ENC no se observaron efectos estadísticamente significativos en las 
hembras y en los fetos, solo se incremento la frecuencia de EPC en el grupo tratado 
con la dosis baja de CFL (vía acceso libre) y CrO3. Finalmente, la administración de 
CrO3 a hembras preñadas incrementa el número de alteraciones externas y 
esqueléticas en sus fetos; y la administración de CFL previa al tratamiento del CrO3 
reduce selectivamente algunas de las alteraciones externas, dependiendo de la vía 
de administración y la dosis. 
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1. Introducción 

 
La modulación y protección de daño al ADN son temas que han llamado la 

atención debido al riesgo de exposición a diversos agentes inductores de daño 

genético. Durante las primeras pruebas las sustancias que se emplearon como los 

compuestos del selenio resultaron tóxicos, por lo que fueron dejados de lado. 

Tiempo después, Phillips en 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 estudios, se planteo 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 de daño al ADN 

(García-Rodríguez y Altamirano-Lozano, 2007). A partir de este estudio resurgen 

con gran éxito los estudios de la protección y modulación de daño al ADN, para lo 

cual se han probado principalmente extractos de frutas y vegetales, en los que se 

ha observado actividad antimutágena (Kada et al., 1978; Morita et al., 1978; Kada 

et al., 1984; Terwel y Van der Hoeven, 1985). 

 

Posteriormente, se han realizado estudios en los que se identificaron 

particularmente las sustancias componentes de las frutas y vegetales que 

presentaban una mayor actividad antimutagénica, tales como los pigmentos (beta-

carotenos y la clorofila) así como algunas vitaminas (A, C, D y E), siendo esta 

propiedad más marcada para el caso de la clorofila (Cuadro 1) (Lai, 1979; Lai et 

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

Rodríguez y Altamirano-Lozano, 2001; Ferguson et al., 2004; Mendez-Pinto et al., 

2005). 
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Cuadro 1. Principales fuentes alimenticias de algunos constituyentes de la 
dieta descritos como antimutágenos y anticancerígenos (tomado de García-

Rodríguez y Altamirano-Lozano, 2007) 

Sustancia protectora de daño 
mutágeno Principales fuentes alimenticias 

Vitamina A Margarina, hígado 

Beta carotenos Vegetales rojos y amarillos (zanahoria, jitomate, etc) 

Vitamina C Principalmente en cítricos 

Vitamina E Aceites vegetales y harinas 

Selenio Carnes y huevo 

Clorofila y sus sales Vegetales verdes 

Indol-3-carbinol Cruciferáceas 

Capsaicina Chile 

Fibra vegetal Vegetales fibrosos (piña, melón, etc) 

Organosulfuro Ajo 

Antraquinona Sábila 

Flavonoides Uvas rojas, vinos maduros 

 

1.1 Clorofilina 

 

La clorofila (Figura 1a) es un pigmento natural que le da el color verde a las hojas 

de los vegetales. Fue aislada en 1817 por los químicos Pelletier y Caventou de 

Francia. Debido a que es poco estable y poco soluble en agua, en estudios 

experimentales han preferido trabajar con sus sales llamadas clorofilinas (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. Debido a que el 

magnesio del núcleo de la clorofila es muy inestable, es remplazado 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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De todas las clorofilinas la más empleada terapéuticamente y en la investigación 

biológica es la clorofilina cupri-sódica (CFL) (Figura 1b), la cual es una sustancia 

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

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

soluble en agua y alcohol (Kephart, 1955; Oster et al., 1964; Newmark, 1987).  

 

a) 

 
b) 

 
Figura 1. Estructura química de la clorofila (a) y de la clorofilina cupri-sódica (b) 

(tomada de García-Rodríguez y Altamirano, Lozano 2001) 

 

A lo largo del tiempo las clorofilinas han sido estudiadas ampliamente en 

diferentes campos y se le han atribuido diferentes propiedades como lo son: 

tratamiento para la anemia, tratamiento para la hipertensión, acelerador de la 
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coagulación sanguínea, anti-inflamatorio, agente bacteriostático y fungicida, 

tratamiento para la pancreatitis, tratamiento para el control de peso y 

principalmente que es un agente antimutagénico y anticarcinogénico (Kephart, 

1955; Oda et al., 1971; Krasnikova, 1973; Nakeeb y Yousef, 1974; Kojima, 1978; 

Nagai et al., 1983; García-Rodriguez y Altamirano-Lozano, 2007). 

 

La actividad antimutágena tanto de la clorofila como de la CFL, se ha probado en 

diferentes sistemas de prueba in vitro, como el ensayo de Ames con Salmonella y 

activación de microsomas y en líneas celulares de mamíferos, así como en 

estudios in vivo, en donde se ha observado protección del daño al ADN. De igual 

manera, en estudios realizados en salmones jóvenes se ha observado que la 

administración de CFL disminuye la hepatocarcinogenicidad inducida por 

aflatoxinas B1 y B2, así como el desarrollo del cáncer en el colon de ratas (Arimoto 

et al., 1980; Breinholt et al., 1999; Hayashi et al., 1999; Blum et al., 2001; García-

Rodríguez et al., 2001). Por otro lado, se ha observado que la CFL al ser 

combinada con ciclofosfamida disminuye los efectos genotóxicos en los 

organismos sin alterar el efecto antineoplásico (Te et al., 1997).  

 

También, se ha mostrado que la CFL tiene actividad anticlastogénica, ya que se 

ha observado en medula ósea y sangre periférica de ratón, que inhibe la inducción 

de aberraciones cromosómicas (AC) y micronúcleos (MN), causado por sales 

metálicas inorgánicas y por nicotina (Ghosh et al., 1991; Palit et al., 1991; Sen et 

al., 1991; Sarkar et al., 1993). 

 

Otra de las propiedades que se han observado es su capacidad como 

radioprotector, puesto que es capaz de proteger de algunos efectos inducidos por 

radiación gamma en el ratón de la inducción de intercambios entre cromátidas 

hermanas, en células de la medula ósea y en espermatogónias (Morales-Ramírez 

y García-Rodríguez, 1994; Morales-Ramírez y Mendiola-Cruz, 1995; García-

Rodríguez y Altamirano-Lozano, 2001). A partir de los resultados obtenidos con 

respecto a las propiedades de la CFL, se han propuesto diferentes mecanismos 
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de protección, los cuales al parecer están en función del agente, de los sistemas 

de prueba (in vitro, in vivo o in situ) y de la dosis (García-Rodríguez y Altamirano-

Lozano, 2001). 

 

Principales mecanismos de protección de daño al ADN de la CFL: 

 

a) Inhibición de la función enzimática del sistema de activación de metabólica: 

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

microsómicas hepáticas, las cuales forman parte del sistema metabólico de drogas 

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

 

b) Interactúa con el mutágeno y forma complejos: 

Estudios realizados con espectofotometría muestran que la CFL forma 

compuestos moleculares no covalentes con aminas heterocíclicas, con lo cual la 

CFL limita la biohabilidad e carcinógenos y mutágenos (Dashwood y Guo, 1992; 

1993). 

 

c) Impide la formación de enlaces covalentes de los agentes mutagenos 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 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). 

 

d) Captura de radicales libres: 

Hadnagy y Seemayer (1998), obtuvieron las primeras evidencias directas de que 

la CFL inactiva RL y ERO’s. Tomando en consideración algunas de las 

carateristicas físico-químicas de la CFL como lo son su alto grado de resonancia y 

deslocalización de electrones (Simic, 1988; Arimoto et al., 1993). 
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Estudios previos realizados en el Laboratorio de Antimutagénesis, 

Anticarcinogénesis y Antiteratogenesis de la Facultad de Estudios Superiores 

“Zaragoza”, UNAM, han mostrado que la CFL disminuye o inhibe el daño causado 

al ADN inducido por metales pesados como lo son algunos compuestos del Cr(VI) 

en organismos adultos. Por otro lado, también se ha identificado que los 

compuestos de Cr (VI) son sustancias que han sido ampliamente estudiadas por la 

asociación que tienen con la inducción de cáncer y de alteraciones en recién 

nacidos (Hartwig, 1995; García-Rodríguez et al., 2001; O´Brien, et al., 2003; 

García-Rodríguez, 2006). 

 

1.2. Daño Genotóxico 

 

Los agentes químicos son compuestos capaces de modificar el material 

hereditario de las células vivas, como se sabe los cambios genéticos están 

asociados con efectos adversos a la salud humana, estos incluyen mutaciones 

genéticas, reordenamientos y AC (FDA, 2000). La inducción de daño genético por 

exposición a agentes genotóxicos es un proceso que se realiza en varios pasos. 

Durante ellos, 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, o puede ser activado por las enzimas metabólicas, en 

cuyo caso es de acción indirecta. Se da entonces la interacción con el ADN 

produciéndose un daño, que puede ser reparado eficiente o deficientemente 

(Ames, 1989). 

 

El daño genotóxico es un proceso crítico en la inducción del cáncer y también 

puede intervenir en la aparición de defectos de nacimiento y muerte fetal, por ello 

es importante detectar a tiempo los posibles daños ocasionados por algún agente 

genotóxico, y para lograrlo se han generado pruebas como: evaluación de 

mutaciones génicas, alteraciones en la integridad del ADN, AC y MN (Bender, 

1980; Cole y Skopek, 1994; Hemmink et al., 1994). 
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A la inducción de cáncer y daño genotóxico se la ha relacionado con el estrés 

oxidante, ya que la liberación de especies reactivas de oxigeno (ERO’s) y los 

radicales libres (RL) afectan macromoléculas biológicas como los lípidos, los 

carbohidratos y el ADN. Particularmente, las ERO´s pueden producir rupturas en 

el ADN y el daño permanente al ADN puede ocasionar errores en su replicación e 

inestabilidad genómica, las cuales también se observan en la carcinogénesis y 

alteraciones del desarrollo embrionario y fetal (Eriksson y Borg, 1991; Desesso et 

al., 1994; Klauning y Kamendulis, 2004). 

 

Así como en la dieta podemos encontrar sustancias benéficas para nuestro 

organismo, también existen componentes a los que estamos expuestos como el 

tabaco, el alcohol, la contaminación, los químicos industriales y los metales 

pesados etc. que causan daño al ADN (World Cancer Research Fund, 2008). 

Estos agentes pueden ocasionar no solo cáncer sino también enfermedades 

crónicas degenerativas, autoinmunes, inflamatorias, cardiovasculares y 

neurodegenerativas (Surh y Ferguson, 2003). 

 

Particularmente, los metales pesados son sustancias que han sido ampliamente 

estudiadas, debido a que forman parte de una variedad de compuestos utilizados 

en la industria, pero también con la asociación que tienen con la inducción de 

cáncer y de alteraciones en recién nacidos. Dentro de los metales pesados más 

estudiados se encuentran los compuestos de Cr (VI) (IARC, 1990; Hartwig, 1995). 

 

Los compuestos de cromo tienen un papel importante en la vida de los seres vivos 

ya que son elementos esenciales en funciones bioquímicas como por ejemplo 

para el metabolismo de lípidos y glucosa, también se ha demostrado que tiene 

efectos sobre la actividad enzimática, además de que interviene en el crecimiento 

de los seres vivos (Mertz, 1969; Carson et al., 1987; ATSDR, 2000; O`Brien et al., 

2003; García-Rodríguez, 2006). 
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El Cr está de manera ubicua en el ambiente y se encuentra naturalmente en el 

suelo, rocas y organismos vivos. Existe principalmente en dos estados de 

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

principalmente por fuentes antropogénicas. El Cr (III) es un micronutriente 

importante en la actividad biológica de la insulina (Anderson, 1981), y en 

consecuencia puede ser encontrado en suplementos dietéticos (O’Brien et al., 

2003). 

 

El Cr se encuentra en todos los tejidos humanos desde la vida fetal. Se ha 

observado que existe una alta concentración de Cr durante el segundo y séptimo 

mes del desarrollo fetal, esto debido posiblemente a la alta transferencia de este 

metal de la madre al feto, por lo que se cree que el Cr juega un papel importante 

en el desarrollo (Gómez y Villalobos, 1983). 

 

Los efectos biológicos de la 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 capaces de 

atravesar la membrana celular in vivo (Norseth, 1981; Arslan et al.,1987; Lui y 

Dixon, 1996; De Flora 2000; P.H.S., 2000; O’Brien et al., 2003) 

 

El Cr (VI) es bilógicamente activo y sus mecanismos bioquímicos están 

relacionados en el ciclo redox mediante la producción de ERO’s. El Cr (VI) pasa 

fácilmente la membrana celular por los canales de proteínas, en donde, algunos 

componentes pueden ser reducidos intracelularmente por el peróxido de 

hidrogeno (H2O2), la glutatión reductasa, los carbohidratos, el ácido ascórbico, el 

citocromo P-450, el aldehído oxidasa entre otros, produciendo reactivos 

intermedios como el Cr (V), Cr (IV) y finalmente Cr (III), liberando ERO´s las 

cuales inducen daño genotóxico (Figura 2) (Shi y Dadal, 1992; O`Brien et al., 

2003).  
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Figura 2. Principales rutas involucradas en las lesiones genéticas causadas por el 

Cr (VI) (O’Brien et al., 2003 modificada) 
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Se ha estimado que la exposición a elevadas concentraciones de Cr, inducen 

severos daños en la salud, los cuales van desde toxicidad (nefrotoxicidad, 

hepatoxicidad, cardiotoxicidad, genotoxicidad) hasta la inducción de carcinomas 

que pueden ocasionar la muerte. De igual manera, se ha observado una mayor 

frecuencia de malformaciones en recién nacidos, de madres que están 

ocupacional o accidentalemente expuestas a este metal (Trivedi et al., 1989; 

IARC, 1990; Liu y Dixon, 1996; P.H.S., 2000). 

 

Diversos estudios han documentado el daño genotóxico de los compuestos de Cr 

(VI), en diferentes sistemas de prueba mediante el incremento de la frecuencia de 

aberraciones cromosómicas (AC), de MN y de mutaciones puntuales. También se 

ha observado inducción de intercambios de cromátidas hermanas y de 

transformación celular, así como 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 planteo que el Cr (VI) tiene la habilidad 

de atravesar la placenta (EPA, 1984; Trivedi et al., 1989; De Flora et al., 1990; 

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

 

1.3 Evaluación de genotoxicidad 

 

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 c) ensayos in vivo (médula ósea o sangre periférica; frecuencia de MN). 

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 (Mavournin, 1990; 

Müller et al., 1999). 
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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 aneuploidogénesis (Mavournin, 1990; Müller et al., 1999; Krishna y 

Hayashi, 2000). 

 

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 núcleos formados por cromatina cuando fragmentos de 

cromosomas o cromosomas completos se separan durante la anafase y no son 

incorporados al núcleo de la célula hija durante la división celular (FDA, 2000). 

 

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

 

a) Rompimientos cromosómicos que conllevan a la formación de fragmentos 

acéntricos (daño clastógeno). 

 

b) Daño a nivel de proteínas involucradas directa o indirectamente, en la 

segregación de cromosomas (daño aneuploidógeno). 
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1.4. Alteraciones en el Desarrollo 

 

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

riesgo carcinogénico o teratogénico, ya que pueden estar implicados los mismos 

mecanismos de inducción de daño. Un estudio realizado in vitro por Eriksson y 

Borg en 1991, refleja que las alteraciones del desarrollo pueden disminuir en el 

tejido embrionario, si este es capaz de capturar radicales libres, y a partir de esto, 

Desesso et al., en 1994 probaron el D-mannitol en conejos y observaron que 

reducía la toxicidad inducida por hidroxiurea durante el desarrollo embrionario. 

 

Varias organizaciones legisladoras internacionales como la EPA, la FDA y la 

Organización Mundial de la Salud (OMS), han desarrollado y recomendado 

diversos protocolos para evaluar los efectos de los agentes químicos sobre el 

proceso reproductivo, plateando principalmente el uso de la rata y el ratón como 

modelos experimentales. Estos 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) 

 

Debido a que el organismo materno provee el desarrollo embrionario con el 

ambiente físico, los nutrientes y mecanismos para la eliminación de los desechos 

metabólicos, el estado fisiológico de la madre afecta su habilidad para proveer 

estos requerimientos para el desarrollo del embrión (Desesso, 1987). Ciertamente 

las alteraciones en el material genético pueden resultar en muerte celular, pero es 

importante considerar la posibilidad de que estas mutaciones producidas por 

algunos agentes pueden afectar a células vivas tanto de la madre como del 

embrión y en consecuencia al desarrollo embrionario (Scialli, 1992; García-

Rodríguez, 2006). 
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Es importante resaltar que la administración de un agente teratógeno puede 

inducir daño a las crías por dos vías diferentes: 

 

1) Directa; el agente atraviesa la placenta y causa toxicidad en el desarrollo 

del embrión o feto. 

 

2) Indirecta; el agente induce alteraciones en la homeostasis de la madre y por 

tanto estos desordenes alteran el desarrollo embrionario o fetal (García- 

Rodríguez, 2006). 

 

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

en el estado físico y fisiológico, se ha planeado que es necesario medir signos de 

toxicidad y de comportamiento materno en la evaluación del daño en el desarrollo 

embrionario y fetal (Cuadro 2) (Cole et al., 1979; King y Wild, 1979; Khera, 1991; 

Chahoud et al., 1999; Rutledge, 2000).  

 

 

Cuadro 2. Signos de toxicidad (Tomada de García-Rodríguez, 2006). 

Efectos Maternos Efectos en los embriones y/o fetos 

 Reducción en el peso corporal 

 Diarrea, Hipoactividad, etc 

 Falta de apetito 

 Disminución en el número de implantes 

 Aborto 

 Muerte 

 Cambios en el peso de la placenta 

 Reducción del peso corporal 

 Inducción de malformaciones 

 Alteraciones esqueléticas 

 Presencia de hematomas 

 Muerte 

 

 

 

 



14 
 

2. Planteamiento del problema 

 

Los seres humanos estamos expuestos al daño oxidante en procesos como la 

respiración, y en la exposición a agentes químicos que generan ERO’s. 

Particularmente, los compuestos de cromo (VI) han sido ampliamente estudiados 

por estar relacionados con la inducción de daño genotóxico, cáncer y alteraciones 

del desarrollo embrionario y fetal, describiéndose como el principal mecanismo de 

daño la liberación de ERO’s y RL durante la reducción de Cr (VI) a Cr (III). 

 

Por otra parte, el uso de antimutágenos y anticancerígenos se ha planteado como 

una alternativa para prevenir enfermedades relacionadas con daño genético como 

el cáncer debido a la exposición a diversos agentes inductores de daño al ADN. La 

clorofila y sus sales, han mostrado en diferentes sistemas de prueba un gran 

potencial de protección antimutágena y anticancerígena siendo uno de los 

mecanismos de protección descritos la captura de ERO´s y RL.  

 

Se ha sugerido que los mecanismos de daño genotóxico y teratógeno pueden 

estar relacionados, por lo que se han iniciado estudios sobre protección de daño 

teratógeno. De ahí que resulte interesante estudiar el efecto de la CFL 

administrada por diferentes vías sobre el daño inducido al ADN en fetos de 

hembras tratadas con CrO3, así como evaluar si la CFL es capaz de reducir las 

alteraciones del desarrollo embrionario y fetal inducidas por el CrO3. 
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3. Hipótesis 
 
Se ha mostrado que la administración previa de CFL a ratones hembras adultas 

tratadas con CrO3, es capaz de disminuir el daño inducido al ADN. Si el daño 

genotóxico es un indicativo indirecto de riesgo carcinogénico o teratogénico, ya 

que pueden estar relacionados los mecanismos de inducción, entonces si se 

administra previamente CFL a hembras preñadas tratadas con CrO3, se espera 

que la CFL proteja del daño al ADN producido por el CrO3 en los fetos y que 

disminuya la frecuencia de alteraciones del desarrollo embrionario y fetal inducidas 

por el CrO3.  
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4. Objetivos 

 

4.1. General 

 

Comparar los efectos de la CFL administrada por diferentes vías sobre el daño al 

ADN y las alteraciones en el desarrollo embrionario y fetal inducido por el CrO3, 

mediante el análisis de la frecuencia de MN y de alteraciones esqueléticas y 

externas en ratones de la cepa CD-1 obtenidos de hembras tratadas con CrO3, en 

el día 15 de gestación. 

 

4.2. Particulares 

 

• Estudiar el efecto de la CFL administrada por diferentes vías sobre el daño 

al ADN inducido por el CrO3, mediante la evaluación de la frecuencia de MN 

en fetos. 

 

• Evaluar los efectos del CrO3 y de la CFL administrada por diferentes vías 

sobre la citotoxicidad, mediante el análisis de la frecuencia de eritrocitos 

policromáticos (EPC) y eritrocitos normocromáticos (ENC) en sangre 

periférica de fetos. 

 

• Estudiar el efecto de la CFL administrada por diferentes vías sobre el 

desarrollo embrionario y fetal, mediante la evaluación de alteraciones 

externas e internas en los fetos de hembras tratadas con CrO3. 

 

• Comparar los efectos de la CFL administrada vía i.p. y oral (sonda y acceso 

libre), sobre el daño al ADN y a las alteraciones en el desarrollo embrionario 

y fetal, inducidas por la administración del CrO3 en el día 15 de gestación, 

mediante la evaluación de alteraciones externas e internas 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 de agua. Se mantuvieron bajo condiciones 

ambientales de temperatura y circulación de aire controladas, así como periodos 

de luz oscuridad 12-12 horas. 

 

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 copula y como día cero de preñez. Las hembras 

se mantuvieron bajo observación y peso supervisado. El registro del peso de las 

hembras preñadas fue cada tercer día a partir del día cero hasta el día 18 de 

gestación. A las hembras se les mantuvo bajo observación para identificar signos  

de toxicidad materna aparentes como  la reducción en el peso corporal, diarrea y/o 

falta de apetito. 

 

5.2. Reactivos 

 

Se utilizó: CFL [CAS No. 110006-34-1] y CrO3 [CAS No.1333-82-0] obtenidos de 

Sigma Chemicals Co. (St. Louis, MO. USA) 

 

5.3 Tratamientos 

 

La CFL y el CrO3 fueron preparadas en solución mediante su disolución en agua 

destilada estéril. Una vez preparados los reactivos fueron inmediatamente 

administrados en un volumen de alrededor 0.25ml. En el caso de administración 
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por acceso libre, la CFL fue diluida en agua potable y la dilución fue colocada en 

un bebedero obscuro y se medió el consumo cada 24 horas. 

 

Los tratamientos fueron administrados por vía i.p. y oral (sonda y acceso libre). 

Los grupos testigo fueron tratados únicamente con el vehículo. 

 

5.4. Selección de las dosis de CrO3 y CFL 

 

Las dosis de CrO3 y CFL se seleccionaron de acuerdo a los resultados de estudios 

previos, en donde se observó que la administración de cromo por vía i.p. de 

20mg/kg de peso corporal era inductora de daño genotóxico (Chorvatovicová et 

al., 1991; Sarkar et al., 1993; García-Rodríguez et al., 2001), mientras que la dosis 

de 20mg/kg de peso corporal de CFL, administrada por via i.p. no causa efectos 

genotóxicos, embriotóxicos, ni teratógenos (Morales-Ramírez y García-Rodríguez, 

1994; Morales-Ramírez et al. 1996; García-Rodríguez, 2006). 

 

Se realizó un estudio preliminar para medir la cantidad de agua que consumieron 

en promedio al día los ratones para calcular la concentración de la solución de 

CFL que se administró por acceso libre (similar a la administrada por vía i.p. y 

sonda).  

 

5.5. Tiempos de evaluación 
 
Una vez seleccionadas las dosis del CrO3, la CFL y las condiciones de trabajo, a 

grupos de 5 hembras preñadas se les aplicó el tratamiento en el día 15 de 

gestación con base a los lineamientos de la European Centre Ecotoxicology and 

Toxicology of Chemicals (ECETOC) y se tomaron muestras cada 24 h hasta el día 

18 de gestación (ECETOC, 1983). A las hembras de los grupos CFL y CrO3 se les 

administró una dosis de 20mg/kg en un tiempo considerado 0, en el caso del 

grupo combinado la administración de la CFL fue 4 h antes de la administración de 

CrO3 en los grupos i.p. y sonda y para el grupo acceso libre 48 h antes (Figura 3). 
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5.6. Evaluaciones del daño al ADN y citotoxicidad 

 

a) Preparación de laminillas 
Se prepararon laminillas cubiertas de naranja de acridina (NA), las cuales se 

realizaron antes de la toma de muestras. La NA se preparó en una solución de 

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

en portaobjetos precalentados (alrededor de 70ºC), 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 
Las muestras de sangre fueron obtenidas de hembras preñadas y de los fetos. A 

las hembras adultas, se les cortó la punta de la cola con 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 y se sellaron (Hayashi, 1990). 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 aun 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 (Sigma Chemicals Co.). Transcurridos 

algunos minutos los fetos fueron decapitados parcialmente y se obtuvieron de 5 a 

8 µl de sangre (King y Wild, 1979; Cole et al., 1981), las cuales fueron colocadas 

en laminillas cubiertas con NA, inmediatamente se colocó un cubreobjetos y se 

sellaron (Figura 4). 
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Figura 1. Protocolo empleado para la evaluación de daño en hembras preñadas y 

fetos 
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Todas las preparaciones se guardaron en cajas de plástico y en oscuridad, a una 

temperatura aproximada de 4 ºC. El análisis de las preparaciones se realizó 

después de 12 h de haber sido preparadas, procurando no exceder de 5 días. Se 

elaboraron 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. La tinción con NA 

permite diferenciar a los EPC de los ENC, debido a que los primeros se tiñen de 

color rojo debido a la presencia de ARN ribosomal. Además con esta tinción se 

pueden identificar los MN, estos contienen ADN el cual se tiñe de color amarillo 

fluorescente (Figura 4). Para evaluar el daño genotóxico se analizaron 2000 EPC 

en los que se contaron el número de MN por célula (Hayashi et al., 2000). 

 

 
Figura 2. Administración de tratamientos, toma de muestras de MN 

 



22 
 

5.7. Evaluaciones de las alteraciones en el desarrollo fetal 

 

Las hembras fueron sacrificadas 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 fueron identificados por su 

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

sexarlos y pesarlos basados en los lineamientos de la ECETOC, (ECETOC, 1983; 

Taylor, 1986). 

 

a) Evaluación de alteraciones externas 

Una vez extraídos los fetos se examinaron bajo un microscopio de disección para 

identificar el tipo y frecuencia de las alteraciones 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 alteraciones se evaluaron en el cráneo, parpados, labios y 

extremidades (Dawson, 1926; Aliverti et al., 1979). 

 

b) Evaluación de alteraciones esqueléticas 

Para la evaluación de malformaciones esqueléticas, los fetos previamente fijados 

en etanol fueron desvicerados y se colocaron en una solución de hidróxido de 

potasio al 1%, hasta que se pudo distinguir el tejido óseo, se les agregó de dos a 

tres gotas de rojo de alizarina por un tiempo no mayor a 24h. Posteriormente 

fueron colocados en glicerina para quitarles el exceso de colorante y preservarlos 

con glicerina (Staples et al., 1964). 

 

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

identificar las alteraciones esqueléticas y contar los puntos de osificación de las 

extremidades, columna y estenebras. 
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5.8. Análisis estadístico 

 

Los resultados de la inducción de MN y de la frecuencia de EPC se presentan en 

media + desviación estándar y se analizaron mediante una ANOVA seguida por 

una prueba de Tukey o una prueba de Dunett, dependiendo de la homogeneidad 

de las varianzas. 

 

Los resultados obtenidos de peso fetal, número de implantes, fetos vivos, 

reabsorciones y puntos de osificación se presentan en media + desviación 

estándar y se analizaron usando la prueba de “t” de Student, mientras que la 

proporción de sexos se analizó con la prueba de chi-cuadrada. 

 

Para el análisis estadístico se emplearon los programas SPSS v13 y Statistica v6. 
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6. Resultados 
 
La administración por vía oral (sonda; 20mg/kg y acceso libre; 17.4-54.3mg/kg) y 

por vía i.p. (20 mg/kg) de CFL en el día 15 de gestación no indujo daño genotóxico 

en las hembras ni en sus fetos. La aplicación de 20 mg/kg de peso corporal de 

CrO3 por vía i.p. incrementó la frecuencia de MN tanto en las madres como en los 

fetos. Cuando se combinaron los tratamientos de la CFL administrada por 

diferentes vías y del CrO3 se disminuyo el número de MN en comparación con el 

grupo tratado solo con CrO3. En los fetos obtenidos en el día 18 de gestación de 

hembras tratadas con 20 mg/kg de CrO3 en el día 15 de gestación, se observaron 

alteraciones en extremidades anteriores como micromelia, ectrodactilia y falta de 

osificación en cráneo, columna, costillas, cola y estenebras. La administración 

previa por vía i.p. y oral (sonda y acceso libre) de la CFL, a la aplicación de CrO3 

disminuyó algunas de las frecuencias de las alteraciones observadas cuando se 

administró solo el tratamiento de CrO3 como; la micromelia, la ectrodactilia, la falta 

de osificación en cráneo, costillas cortas y/o rudimentarias, estenebras gruesas y 

asimétricas. 

 

6.1. Estudios preliminares 
 

Para la preparación de la solución de CFL que se administró vía acceso libre, se 

midió el consumo aproximado diario de agua. En el cuadro 3 se muestra que el 

promedio del consumo diario es de 9 ml. Este volumen se tomo en cuenta para el 

cálculo de las dosis que se administraron por vía i.p. y sonda.  

 

Cuadro 1. Consumo promedio diario de agua 

 

 

 

 

N Consumo promedio (ml) 
(x±d.e.) 

6 9.08±1.83 
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6.2. Efecto de la CFL administrada por diferentes vías sobre el daño 
genotóxico inducido por CrO3 en hembras preñadas 
 

En el cuadro 4, se muestran los promedios de las frecuencias de MN evaluadas en 

las muestras de sangre de hembras preñadas tomadas a las 0, 24, 48 y 72 horas. 

Se observa que la administración solo de la CFL por vía oral (sonda y acceso 

libre) y por vía i.p. no incremento la frecuencia de MN. Mientras que, la 

administración de 20 mg/kg de CrO3 por vía i.p. incrementa la frecuencia de MN 

de manera estadísticamente significativa en las horas 24, 48 y 72 alrededor de 3, 

9 y 6 MN respectivamente. Cuando se combinaron los tratamientos de CFL y CrO3 

se disminuyó la frecuencia de MN con respecto al grupo tratado solo con CrO3. Sin 

embargo, en el grupo combinado donde la CFL se administró vía i.p. aunque 

también se presentó una disminución en la frecuencia de MN (alrededor de 7) con 

respecto al grupo tratado con CrO3, el incremento resultó estadísticamente 

significativo en la frecuencia de MN en la hora 48 al ser comparado con la hora 0.   

Como se puede observar en el cuadro 4, las frecuencias basales varían entre 

grupos, por lo que se calculó la frecuencia neta de inducción de MN (NIF), 

partiendo de la premisa de que la inducción de MN en la hora 0 de cada grupo es 

su propio testigo, dado que aún no se administraban los tratamientos. El calculo 

consistió en restar la frecuencia de MN de la hora 0 de cada grupo a las siguientes 

evaluaciones del mismo grupo (García-Rodríguez et al., 2001). 

 

NIF= MNa ti – MNa t0 

 

Donde: 

a= grupo 

xi= tiempo de evaluación 

t0= tiempo 0 
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Cuadro 2. Promedios de la frecuencia de MN en hembras preñadas tratadas 
con CrO3 por vía i.p. y CFL administrada por diferentes vías 

a p<0.05 vs CrO3 hora 0; b p<0.05 vs CFL-CrO3 i.p. hora 0; c p<0.05 vs Testigo hora 24; d p<0.05 vs Testigo 
hora 48; e p<0.05 vs Testigo hora 72;f p<0.05 vs CFL- CrO3 i.p. hora 48; g p<0.05 vs CFL- CrO3 Sonda hora 
48.

Tratamiento  
Vía de 

Administración 
de CFL 

Dosis 
(mg/kg) N Hora MN 

(x ± d.e.) 

Testigo -------- ---- 5 

0 0.60±0.89 
24 0.60±0.54 
48 0.60±0.89 
72 1.00±0.81 

CFL 

I.P. 20 6 
0 1.20±0.83 
24 0.40±0.89 
48 0.20±0.45 
72 0.80±1.30 

Sonda 20 5 
0 0.80±0.44 
24 0.80±0.83 
48 1.60±0.89 
72 1.00±1.00 

Acceso Libre 19.6 5 
0 0.20±0.44 
24 0.40±0.54 
48 0.40±0.54 
72 0.60±0.54 

CrO3 -------- 20 8 
0 0.50±0.75 
24 3.62±1.18a,c 
48 9.37±2.26a,d,f,g 
72 6.12±2.41a,e 

CFL-CrO3  

I.P. 20-20 5 
0 0.20±0.44 
24 1.80±0.44 
48 2.60±0.54b 
72 1.20±0.83 

Sonda 20-20 7 
0 0.71±0.75 
24 1.85±0.69 
48 2.00±1.00 
72 1.57±0.53 

Acceso Libre 17.4-20 5 
0 0.80±0.83 
24 2.00±0.70 
48 4.40±2.50 
72 2.40±1.14 
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En la figura 5 se muestra el análisis del NIF a las 24 (a), 48 (b) y 72 (c) después de 

la administración de los tratamientos con CFL, CrO3 y la combinación de ambos, 

se puede observar que la administración previa de la CFL al tratamiento del CrO3 

disminuye el daño al ADN, mientras que el tratamiento oral vía sonda es el que 

presenta un mayor porcentaje de disminución de daño al ADN (entre 63 a 85%). 

En todos los casos se alcanzó la mayor protección a las 72 (entre el 82% al 85%). 

 

Como se muestra en la figura 5, la menor protección de la CFL se observó cuando 

se administró el tratamiento de CFL por acceso libre, por lo que se aumentó la 

dosis. En el cuadro 5, se muestra la concentración del consumo de CFL y la dosis 

a la cual correspondía, se puede observar que la dosis que consumieron las 

hembras en el tratamiento CFL-CrO3 1 fue menor (17.4mg/kg) a la administrada 

por vía i.p. y sonda. La dosis de CFL-CrO3 2 (20 mg/kg) se administro tres veces 

al día, para calcular la concentración de CFL que las hembras consumieron 

durante el tratamiento se midió cada 24h el consumo de la solución de CFL por 

grupo. 

 

Cuadro 3. Consumo promedio de CFL vía acceso libre 

 

 

 

 

 

 

Tratamiento N Consumo promedio 
diario (ml)  (x±d.e.) 

Concentración 
(mg/kg) 

Testigo 15 8.36±1.02 ------- 

CFL 5 9.08±1.42 19.6 

CFL-CrO3 1 5 9.12±3.03 17.4 

CFL-CrO3 2 5 8.59±2.63 53.4 
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Figura 1. Frecuencia de MN en sangre periférica de hembras preñadas observados 
en los diferentes tiempos de evaluación a) 24h, b) 48h y c) 72h (significancia de 

p<0.05; : vs Testigo,  : vs CFL-CrO3 I.P.,  : vs CFL-CrO3 sonda, : vs CFL-CrO3 
acceso libre) 
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En el cuadro 6 se muestran las frecuencias de MN cuando se administró la dosis 

alta de CFL (53.4mg/kg) a las hembras preñadas, se observa una mayor 

disminución de la frecuencia de MN, la cual ya no resulta estadísticamente 

significativa en ninguna de las horas evaluadas.  

 

 

Cuadro 4. Promedios de la frecuencia de MN en hembras preñadas tratadas 
con CrO3 y con una dosis mayor de CFL administrada acceso libre 

a p<0.05 vs CrO3 hora 0, b p<0.05 vs CFL-CrO3 hora 48 
 

De igual manera, que a las frecuencias de MN obtenidos anteriormente se les 

calculó el NIF. En la figura 6, se muestran los porcentajes de la disminución de 

MN, se observa que la disminución va desde un 62% (hora 24) hasta el 93% (hora 

72).  Al igual que en los tratamientos anteriores en la hora 72 fue donde se 

observó la mayor disminución de MN inducidos por el CrO3 y al comparar con la 

dosis baja de CFL se observa que la disminución en la hora 72 aumentó alrededor 

de un 20%.  

Tratamiento N Dosis 
(mg/kg) Hora MN 

(x ± d.e.) 

Testigo 5 ------ 
0 0.60±0.89 
24 0.60±0.54 
48 0.60±0.89 
72 1.00±0.81 

CFL 5 19.6 
0 0.20±0.44 
24 0.40±0.54 
48 0.40±0.54 
72 0.60±0.54 

CrO3 8 20 
0 0.50±0.75 
24 3.62±1.18a 
48 9.37±2.26a,b 
72 6.12±2.41a 

CFL-CrO3 5 53.4-20 
0 1.40±0.54 
24 1.40±0.54 
48 2.20±0.83 
72 1.80±1.30 
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Figura 2. Frecuencia de MN en sangre periférica de hembras preñadas para 

el grupo CFL-CrO3 2 observados en los diferentes tiempos de evaluación 
(significancia de p<0.05; : vs Testigo, : vs CFL-CrO3 acceso libre 2) 
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6.3. Efecto de la CFL administrada por diferentes vías sobre el daño 
genotóxico inducido por CrO3 en fetos obtenidos el día 18 de gestación 
 
En el cuadro 7, se muestran las frecuencias de MN de los fetos obtenidos en el día 

18 de gestación de las hembras gestantes tratadas con CFL, CrO3 y con la 

combinación de ambos tratamientos en el día 15 de gestación, se observa que 

cuando se administró la CFL sola por vía oral (sonda y acceso libre) a las madres 

las frecuencias de MN no resultaron estadísticamente significativas al compararlas 

con el grupo testigo en los fetos. Sin embargo, cuando la CFL se aplicó por vía i.p. 

se incrementaron alrededor de 2 MN, mismos que resultaron estadísticamente 

significativos con respecto al grupo testigo. La administración sola de CrO3 

incrementó la frecuencia de MN (alrededor de 8). Cuando se les administraron a 

las hembras gestantes ambos tratamientos (CFL y CrO3), se disminuyó la 

frecuencia de MN en todos los casos. 

 

Cuadro 5. Promedios de la frecuencia de MN en fetos obtenidos de hembras 
preñadas tratadas con CrO3 y CFL administrada por diferentes vías 

a p<0.05 vs Testigo     d p<0.05 vs CFL-CrO3 acceso libre 1 
b p<0.05 vs CFL-CrO3 i.p.    e p<0.05 vs CFL-CrO3 acceso libre 2 
c p<0.05 vs CFL-CrO3 sonda 

Tratamiento 
Vía de 

Administración 
de CFL 

Dosis 
(mg/kg) N MN 

(x ± d.e.) 

Testigo ----- ------ 20 1.30±1.03 

CFL 

I.P. 20 25 3.00±2.32a 

Sonda 20 20 2.95±1.79 

Acceso Libre 19.6 17 1.76±1.03 

CrO3 ----- 20 13 9.30±3.19a,b,c,d,e 

CFL-CrO3 

I.P. 20-20 15 2.53±1.06 

Sonda 20-20 18 3.22±2.55 

Acceso Libre 1 17.4-20 15 2.46±1.35 

Acceso Libre 2 53.4-20 13 2.15±1.21 
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Para conocer la disminución neta de las frecuencias de MN al igual que para las 

madres, a las frecuencias obtenidas de MN de los fetos, también se les calculó el 

NIF. En la figura 7 se muestra el porcentaje de disminución de MN, se puede 

observar que los porcentajes de disminución de MN van desde un 76% (CFL 

administrada vía sonda), hasta un 98% (CFL dosis alta administrada por acceso 

libre), estos porcentajes representan una mayor protección de la CFL en fetos que 

en sus madres. 

 

Figura 3. Frecuencia de MN en sangre periférica fetal observados en los diferentes 
tratamientos (significancia de p<0.05; a: vs Testigo, b: vs CFL-CrO3 i.p., c: vs CFL-

CrO3 sonda, d: vs CFL-CrO3 acceso libre 1, e: vs CFL-CrO3 acceso libre 2) 

 

6.4. Efecto de la CFL y del CrO3 sobre la frecuencia de EPC con respecto a la 
frecuencia de ENC en hembras preñadas 
 

En el cuadro 8 se muestran los promedios de la frecuencia de EPC con respecto a 

la frecuencia de ENC en hembras preñadas tratadas con CFL, CrO3 y con ambos 

tratamientos (CFL y CrO3), se observa que no se presentaron modificaciones 

estadísticamente significativas en ninguno de los tratamientos. 
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Cuadro 6. Promedios de la frecuencia de EPC en hembras preñadas tratadas 
con CrO3 y CFL administrada por diferentes vías 

 

 

Tratamiento 
Vía de 

Administración 
de CFL 

Dosis 
(mg/kg) N Hora EPC 

(x ± d.e.) 

Testigo -------- ---- 5 

0 85.20±5.93 
24 93.20±6.14 
48 89.80±6.41 
72 77.50±14.05 

CFL 

I.P. 20 6 
0 84.40±10.99 
24 90.60±10.50 
48 89.60±8.84 
72 87.00±6.24 

Sonda 20 5 
0 60.60±6.50 
24 74.60±20.25 
48 68.80±18.78 
72 70.40±18.28 

Acceso Libre 19.6 5 
0 89.60±8.98 
24 94.00±8.06 
48 97.00±9.08 
72 109.80±11.34 

CrO3 -------- 20 8 
0 85.62±12.27 
24 68.87±11.25 
48 80.50±19.46 
72 79.00±8.79 

CFL-CrO3  

I.P. 20-20 5 
0 84.40±10.99 
24 90.60±10.50 
48 89.60±8.84 
72 87.50±10.60 

Sonda 20-20 7 
0 93.42±16.60 
24 84.14±18.05 
48 77.00±17.41 
72 80.42±10.09 

Acceso Libre 1 17.4-20 5 
0 95.60±7.02 
24 99.60±11.23 
48 99.00±14.33 
72 88.80±26.24 

Acceso Libre 2 53.4-20 5 
0 98.80±13.51 
24 101.00±11.46 
48 92.20±7.88 
72 99.60±9.73 
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6.5. Efecto de la CFL y del CrO3 sobre la frecuencia de EPC con respecto a la 
frecuencia de ENC en fetos obtenidos en el día 18 de gestación 
 

En el cuadro 9, se muestran los promedios de la frecuencia de EPC en los fetos 

obtenidos a las 72 horas después de los tratamientos con CFL, CrO3 ó ambos en 

el día 15 de gestación, se observa que el incremento de EPC solo resulta 

estadísticamente significativo en el grupo tratado tanto con la CFL (dosis baja por 

acceso libre) como con el CrO3, ya que cuando se administró la dosis alta de la 

CFL no se presentó un incremento estadísticamente significativo. 

 

Cuadro 7. Promedios de la frecuencia de EPC en fetos obtenidos de hembras 
preñadas tratadas con CrO3 y CFL administrada por diferentes vías 

* p<0.05 vs Testigo 

 

 

 

 

 

Tratamiento Vía de administración 
de CFL 

Dosis 
(mg/kg) N EPC 

(x ± d.e.) 

Testigo ----- ------ 20 194.60±23.17 

CFL 

I.P. 20 25 175.24±66.57 

Sonda 20 20 171.40±33.15 

Acceso Libre 19.6 17 193.41±13.33 

CrO3 ----- 20 13 214.15±43.38 

CFL- CrO3 

I.P. 20-20 15 191.33±31.73 

Sonda 20-20 18 201.44±27.10 

Acceso Libre 1 17.4-20 15 248.26±51.38* 

Acceso Libre 2 53.4-20 13 184.92±18.11 
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6.6. Seguimiento del peso materno 
 

En la figura 8 se muestra los pesos de las hembras a partir del día 0 de preñez, los 

cuales fueron medidos cada tercer día después de la identificación del tapón 

espermático. A partir del día 15 de gestación fueron administrados los tratamientos 

de CFL por vía oral (sonda y acceso libre) y aplicados los vía i.p. la CFL y/o CrO3. 

Como se observa la figura 8 cuando fue administrado el tratamiento con CrO3 en 

todos los casos se presenta una disminución en el peso, inclusive en los grupos 

en los que se combino el tratamiento con CFL, salvo que cuando se administro vía 

i.p. y oral (acceso libre) con baja dosis las hembras presentaron una recuperación 

en los pesos para el día 18 de gestación. Cuando se combinó el tratamiento y la 

CFL fue administrada por vía oral (sonda) el peso se mantiene constante y por 

acceso libre alta dosis de CFL las hembras no recuperaron el peso.  
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Figura 4. Promedios del aumento de peso en hembras preñadas registrados 

cada tercer día a partir del día 0 de gestación; a) Comparación de pesos 
cuando la CFL se administró vía  i.p., b) Comparación de pesos cuando la 
CFL se administró vía oral (sonda) y c) Comparación de pesos cuando la 

CFL se administró vía oral (acceso libre). 
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6.7. Efectos de la CFL administrada por diferentes vías sobre las camadas de 
hembras tratadas con CrO3 
 

En el cuadro 10, se muestra el número de implantes, reabsorciones, fetos vivos y 

muertos de las hembras tratadas con CFL (vía i.p. y oral), CrO3 vía i.p o con 

ambos tratamientos. Se observa que la administración de CFL sola no presenta 

efectos estadísticamente significativos el número de fetos muertos y 

reabsorciones. Mientras que, la administración de 20mg/kg de CrO3 a las madres 

incrementa de forma estadísticamente significativa la muerte fetal, al igual que 

cuando se administro la dosis alta de CFL (53.4mg/kg) con el CrO3. Cabe aclarar 

que se adelantaron camadas cuando se administró la CFL sola por vía sonda se 

adelanto una camada y cuando se combinaron los tratamientos con CrO3 (vía i.p. 

y acceso libre), al igual que cuando se administró solo el CrO3, estas camadas no 

fueron consideradas para las evaluaciones que se presentan en el cuadro. Solo 

cuando se administró el tratamiento con CrO3 dos hembras presentaron muerte 

total de las camadas. A los fetos obtenidos de las camadas también se les midió el 

peso y se les identificó el sexo. En cuanto a estos dos parámetros ninguno de los 

tratamientos presentó efectos estadísticamente significativos (cuadro 11). 
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Cuadro 9. Promedio del peso fetal y proporción de sexo de las camadas 
obtenidas en el día 18 de gestación 

2 a dos hembras se les adelanto el parto  1 a una hembra se le adelanto el parto 
+ dos hembras presentaron perdida de camada 
 

6.8. Efecto de la CFL administrada por diferentes vías sobre las alteraciones 
en el desarrollo fetal inducidas por el tratamiento de CrO3 a hembras 
preñadas 
 
En el cuadro 12, se muestran las frecuencias de las alteraciones externas 

observadas en los fetos obtenidos de las hembras tratadas con por vía i.p. y oral 

(sonda y acceso libre) de CFL, CrO3 por vía i.p. y ambos tratamientos (en el 

cuadro 13 se detalla el tipo de alteración y algunos ejemplos se muestran en la 

figura 9). La administración sola de la CFL (vía oral e i.p.) no modificó la frecuencia 

de alteraciones externas de forma estadísticamente significativa. La aplicación del 

CrO3 incrementa de forma estadísticamente significativa la frecuencia de 

alteraciones como micromelias (derecha e izquierda), ectrodactilia y rotación en 

las extremidades anteriores. Cuando se administraron los tratamientos de CFL 

previo a la aplicación del CrO3 el incremento en las frecuencias ya no resultó 

estadísticamente significativo, pero si se puede apreciar en algunos casos que 

persisten las alteraciones. 

Tratamiento 
Vía de 

administración 
de CFL 

Dosis 
(mg/kg) 

No. de 
camadas  

Peso 
(x ± d.e.) 

Proporción 
de Sexo 

(♀/♂) 

Testigo ------- ------ 5/5 1.43±0.13 1.03/0.97 

CFL 
Sonda 20 5/41 1.27±0.03 1.04/0.96 

Acceso Libre 19.6 5/5 1.46±0.26 1.06/0.94 

CrO3 ------- 20 8/51,+ 1.37±0.41 1.09/0.91 

CFL- CrO3 

I.P. 20-20 5/32 1.19±0.11 1.05/0.95 

Sonda 20-20 7/5+ 1.50±0.23 1.23/0.77 

Acceso Libre 1 17.4-20 5/41 1.36±0.16 1.13/0.87 

Acceso Libre 2 53.4-20 5/5 1.42±0.24 0.94/1.06 
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Cuadro 11. Frecuencia de las alteraciones externas encontradas en los fetos 
obtenidos en el día 18 de gestación 

 
 
 

Tratamiento 
(dosis mg/kg) 

Nº de Fetos 
Alterados Ubicación Nº Fetos-Alteración 

Testigo 6 Torso 6 hematomas 
CFL I.P. 

20 0 ------- ------- 

CFL Sonda 
20 9 

Extremidades anteriores 

1 mal rotada 
1 micromelia derecha 

1 micromelia en ambos lados 
1 ectrodactilia 

Extremidades posteriores 2 mal rotada 
1 dedo chueco 

Torso 1 hematomas 
Parpados 3 abiertos 

CFL A.L. 
19.6 3 

Extremidades anteriores 1 micromelia derecha 
Extremidades posteriores 1 micromelia derecha 

Cola 1 en gancho 

CrO3 
20 9 

Extremidades anteriores 

2 ectrodactilia 
3 micromelia derecha 
1 micromelia izquierda 

1 mal rotada 
Extremidades posteriores 1 micromelia derecha 

Parpados 1 abiertos 
Cola 1 enroscada 

CFL-CrO3 I.P. 
20-20 7 

Extremidades anteriores 
2 micromelia derecha 

1 micromelia en ambos lados 
3 ectrodactilia 

Extremidades posteriores 1 mal rotada 
Cola 1 enroscada 

CFL-CrO3 
Sonda 
20-20 

8 

Extremidades anteriores 2 micromelia derecha 

Extremidades posteriores 1 micromelia izquierda 
1 micromelia derecha 

Torso 4 hematomas 
Cola 1 enroscada 

CFL-CrO3 1 A.L. 
17.4-20 9 Torso 9 hematomas 

CFL-CrO3 2 A.L. 
53.4-20 6 

Extremidades anteriores 2 micromelia derecha 
Extremidades posteriores 1 micromelia izquierda 

Torso 3 hematomas 
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    a)    b) 

 
    c)    d) 

 
Figura 5. Alteraciones externas observadas en los fetos obtenidos de las hembras 

tratadas: a) hematoma; b) cola enroscada; c) pata mal rotada; d) micromelia. 

 

Una vez observados los fetos externamente fueron transparentados para 

identificar alteraciones esqueléticas. En el cuadro 14 se muestran las frecuencias 

de las alteraciones observadas en los fetos (en el cuadro 15 se muestra su 

descripción y en las figuras 10 y 11 algunos ejemplos). La administración sola de 

la CFL no incrementó de forma estadísticamente significativa la frecuencia de 

estas alteraciones. En los fetos obtenidos de las hembras que se les aplicó CrO3, 

se incrementaron las alteraciones en cráneo (falta de osificación), costillas 

(costillas rudimentarias y cortas) y esternón (estenebras asimétricas, cortas y poco 

osificadas) de manera estadísticamente significativa), mismas que, persisten 

cuando se administraron la CFL por vía oral previo al tratamiento con CrO3, 

aunque solo resultan preferentemente estadísticamente significativas cuando se 

administró por sonda.  
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Cuadro 13. Frecuencia de las alteraciones esqueléticas encontradas en los 
fetos obtenidos en el día 18 de gestación 

 

Tratamiento Nº de Fetos 
Alterados Ubicación Nº Fetos-Alteración 

Testigo 15 
Costillas 6 Rudimentarias 

4 Cortas 

Esternón 8 Asimétrica 
2 Gruesa 

CrO3 24 

Costillas 

5 Rudimentarias 
7 Cortas 

2 Extras cortas 
1 Extras rudimentarias 

Estenebras 

8 Asimétrica 
5 Gruesa 

3 Parcial osificada 
1 Escalonada 
1 Bifurcada 

Cráneo 5 Poco osificado 
Columna 1 Desviada 

CFL I.P. 47 
Costillas 8 rudimentarias 

Estenebras 22 gruesas 
Cráneo 2 Poco osificado 

CFL-CrO3 I.P. 11 

Costillas 
7 Rudimentaria 

1 Corta 
1 Ausente 

Estenebras 5 Asimétrica 
3 Gruesa 

Cráneo 1 Poco osificado 

CFL Sonda 23 

Costillas 

6 Rudimentarias 
6 Cortas 

3 Extra corta 
1 Extra rudimentaria 

1 Flotante 

Estenebras 

8 Asimétrica 
5 Gruesa 

1 Escalonada 
4 Parcial osificada 

1 Desplazada 
Cráneo 2 Poco osificado 

Columna 1 Ausencia vertebras lumbares 

CFL-CrO3 
Sonda 26 

Costillas 

2 Flotante 
4 Corta 

3 Rudimentaria 
4 Extra corta 

2 Extra rudimentaria 
2 Entre vertebras 

Cráneo 5 Poco osificado 
Columna 2 Vertebras desplazadas 
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Cuadro 15 (Continuación). Descripción de las alteraciones internas 
encontradas en los fetos obtenidos en el día 18 de gestación 

 

 

Tratamiento Nº de Fetos 
Alterados Ubicación Nº Fetos-Alteración 

CFL-CrO3 
Sonda 
(cont.) 

26 Estenebras 

16 Asimétrica 
8 Gruesa 

2 Escalonada 
1 Bifurcada 

3 Parcial osificada 
2 Extras 

CFL Acceso libre 16 

Costillas 

1 Corta 
4 Extra corta 

2 Extra rudimentaria 
2 Flotante 

1 Desplazada 
3 Entre vertebras 

Estenebras 

7 Asimétrica 
6 Gruesa 

1 Parcial osificada 
1 Bifurcada 

3 Escalonada 
1 Desplazada 

1 Rudimentaria 
Columna 4 Vertebras desplazadas 

CFL-CrO3  
Acceso libre 
dosis baja 

22 

Costillas 

3 Corta 
2 Rudimentaria 

8 Entre vertebras 
1 Desplazadas 

Estenebras 

9 Asimétrica 
2 Gruesa 

1 Escalonada 
1 Extra rudimentaria 

Cráneo 2 Poco osificado 
Columna 7 Vertebras Desplazadas 

CFL-CrO3  
Acceso libre 

dosis alta 
19 

Costillas 

2 Corta 
1 Rudimentaria 

1 extra corta 
1 flotante 

3 Entre vertebras 

Estenebras 
8 Asimétrica 

9 Gruesa 
1 Parcial osificada 

Cabeza 1 Poco osificada 

Columna 4 Vertebras Desplazadas 
1 Cuerpos vertebrales alargados 
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a)  b)  

 

 

c)  d)  

 

 

e)  f)  

 

Figura 6. Alteraciones esqueléticas observadas en los fetos obtenidos de 
hembras tratadas: a)costilla rudimentaria; b)estenebras escalonadas; 

c)ausencia de una costilla; d) costillas cortas; e) cráneo poco osificado; 
f)falta de osificación 
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 a)  

 

 

b)  c)  

 

Figura 11. Alteraciones esqueléticas observadas en los fetos obtenidos de 
hembras tratadas: a) vertebras desplazadas; b) estenebra adicional; c) 

cuerpos vertebrales alargados 

 

En cuanto a la frecuencia de los puntos de osificación de extremidades anteriores 

y posteriores evaluadas en los fetos (cuadro 16) no se observaron modificaciones 

estadísticamente significativas cuando fueron administrados los tratamientos de 

CFL por vía i.p. y oral (sonda y acceso libre), CrO3 por vía i.p. y ambos 

tratamientos en el día 15 de gestación a hembras preñadas.  
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7. Discusión de resultados 
 

Se ha observado que la CLF es capaz de proteger del daño al ADN inducido por 

CrO3 en hembras de ratón adultas (García-Rodríguez, et al., 2001; García-

Rodríguez y Altamirano-Lozano, 2006). Al daño genotóxico se le considera como 

indicativo indirectamente de riesgo carcinogénico y teratogénico, ya que puede ser 

inducido por los mismos mecanismos de daño (Kram et al., 1980; Novotná y 

Jelinek, 1990; Giavini et al., 1990; Zemlickis et al., 1993). En este estudio se 

compararon los efectos de la CFL al ser administrada por diferentes vías sobre el 

daño al ADN en hembras preñadas y sus crías, así como su efecto sobre las 

alteraciones en el desarrollo fetal inducido por el CrO3. El daño al ADN se evaluó 

mediante el análisis de la frecuencia de MN y las alteraciones del desarrollo 

mediante análisis de alteraciones esqueléticas y externas. 

 
Cuando se administraron 20 mg/kg de CFL por vía i.p. y oral (sonda y acceso 

libre) a las hembras preñadas en el día 15 de gestación, no se observó daño 

genotóxico ya que la frecuencia de MN no se incremento de forma 

estadísticamente significativa al compararse con el grupo testigo. Estos resultados 

coninciden con lo previamente observado en hembras adultas sin preñar, a las 

que se les administrado CFL y no se observó daño genotóxico (Sen, et al., 1991; 

García-Rodríguez, et al., 2001; García-Rodríguez 2006), por lo que la CFL 

administrada a hembras preñadas en el día 15 de gestación no tiene efectos 

genotóxicos. En el grupo donde se administró solo el CrO3 se indujo daño 

genotóxico, mediante el incremento de MN, lo cual indica que el CrO3 induce daño 

genotóxico en hembras preñadas al ser administrado en el día 15 de gestación. 

Los efectos genotóxicos del cromo ya han sido descritos para los compuestos de 

Cr (VI) tanto en sistemas in vitro como in vivo (De Flora et al., 1990; IARC, 1990), 

donde se ha observado que la administración de compuestos como el CrCl3 y el 

K2CrO4 incrementa la frecuencia de MN en médula ósea de ratones macho (Itoh y 

Shimada, 1996) y de MN en sangre periférica de hembras adultas de ratón sin 

preñar tratadas con CrO3 (García-Rodríguez et al., 2001). 
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Cuando se administraron los tratamientos de CFL previos a la aplicación de CrO3 

a hembras preñadas, se observó una disminución en la frecuencia de MN, lo cual 

sugiere que los mecanismos de protección de la CFL en hembras adultas sin 

preñar persisten durante la gestación, mediante la modulación o protección del 

daño genotóxico inducido por el CrO3. La disminución observada de la frecuencia 

de MN cuando la CFL se administró por oral (sonda) fue mayor que la observada 

cuando se administró por vía i.p. en las hora 24 y 48 después de la aplicación del 

CrO3, sin embargo a la hora 72 la protección fue similar, esto puede estar 

relacionado con lo descrito anteriormente respecto a que la CFL tiene afinidad con 

los sitios de implante al ser administrada por vía i.p. (García-Rodríguez et al., 

2002), aunado a que se ha reportado que por esta vía de administración llega 

mayor concentración del compuesto a los fetos en comparación con otras vías de 

administración (Nau y Bass, 1981) y de la cinética de distribución del CrO3 

(García-Rodríguez et al., 2001; O´Brien et al., 2003) por lo que la concentración 

que llega a la madre tal vez no es la suficiente para protegerla totalmente en las 

primeras horas. Cuando se administro la CFL por vía i.p. hay una disminución de 

los MN a la hora 72 con respecto al grupo tratado con CrO3, al realizar el análisis 

estadístico resulto significativo, sin embargo, dado que el incremento es de 

alrededor de 2 MN, este es marginal con base a los lineamientos de la FDA y la 

OECD, que señalan que para que un compuesto sea considerado como un agente 

genotóxico, este debe de inducir más de 4 MN (Heddle et al., 1983; Tophan et al., 

1983; y Racine y Matter 1984), por lo que se puede decir que también en este 

caso se presento protección. Los incrementos en el número de MN observados en 

hembras preñadas tratadas con CrO3 en este estudio son menores a los 

reportados previamente en hembras sin preñar (García-Rodríguez, et al., 2001). 

La disminución en la protección del daño genotóxico observada en hembras 

preñadas con respecto a las hembras sin preñar puede estar relacionada con la 

distribución del  CrO3 entre la madre y el feto, lo que traería como consecuencia 

una disminución en la concentración del compuesto en las madres. En la figura 11 

a manera de conclusión se presentan los efectos observados del análisis de la 

frecuencia de MN en hembras preñadas. 
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Al evaluar las frecuencias de MN en los fetos obtenidos de las hembras tratadas 

con CFL solo se incremento la frecuencia de MN de forma estadísticamente 

significativa en las muestras obtenidas cuando se aplicó el tratamiento por vía i.p., 

esto al igual que para el caso anterior puede deberse a que por esta vía de 

administración los fetos se encuentran más expuestos a los compuestos en 

comparación con otras vías de administración (Nau y Bass, 1981) y por la afinidad 

que presenta la CFL hacia los sitios de implante cuando se administra en el área  

peritoneal (García-Rodríguez et al., 2002) al igual que otros como el azul de 

tripano que se emplea precisamente para identificar sitios de implante (Scialli, 

1992). Esta afinidad de la CFL con los sitios de implantación sugiere que al 

administrar CFL en el peritoneo de las hembras preñadas, la CFL se une a los 

sitios de implantación mediada por las glándulas metriales. 

 

En el grupo de hembras preñadas que se les administró solo el CrO3 se presento 

daño genotóxico en los fetos mediante el incrementó estadísticamente significativo 

de la frecuencia de MN. Estos datos concuerdan con estudios en los que se han 

administrado compuestos  como K2Cr2O7 por vía i.p. en el día 17 de gestación y se 

observaron incrementos en la frecuencia de MN de manera estadísticamente 

significativa en hepatocitos de hígado de fetos obtenidos en el día 18 de gestación 

(De Flora et al., 2006) y en EPC de sangre periférica de fetos obtenidos de 

hembras tratadas con CrO3 (García-Rodríguez 2006;  García-Rodríguez y 

Altamirano-Lozano 2006), por lo que el CrO3 induce daño genotóxico 

transplacentario. La inducción del daño genotóxico en los fetos inducido por el 

CrO3 administrado a las madres gestantes concuerda con los resultados de 

estudios previos en donde se describe que algunos compuestos de Cr (VI) son 

capaces de atravesar la barrera placentaria y llegar a los tejidos fetales donde se 

reduce hasta Cr (III) liberando ERO’s, las cuales pueden inducir daño al ADN 

(Danielsson et al., 1982; Trivedi et al., 1989; Kanojia et al., 1998; Elsaieed y Nada, 

2002). 
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Cuando se combinaron los tratamientos de CFL administrada por vía i.p y oral 

(sonda y acceso libre) y CrO3 a hembras preñadas, se observó que la 

administración previa de CFL disminuye la frecuencia de MN en los fetos, en 

comparación con el grupo tratado solo con CrO3, por lo que se puede decir que la 

CFL puede proteger del daño genotóxico inducido por el CrO3 en los fetos de 

hembras tratadas previamente con CFL tanto por vía i.p. como por vía oral. Cabe 

aclarar que, el efecto protector de la CFL administrada vía acceso libre depende 

de la dosis administrada, ya que al aumentar la dosis a 53.4mg/kg, el efecto 

protector de la CFL es de casi el 100% tanto en hembras preñadas como en fetos. 

En la figura 12 se muestra el a manera de conclusión el análisis de los efectos 

observados de daño genotóxico en fetos evaluado mediante el análisis de la 

frecuencia de MN. 
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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 ENC 

(Vallarino-Kelly y Morales-Ramírez 2001). En la figura 13 y 14 se muestra el 

resumen del análisis de la frecuencia de EPC en hembras preñadas y fetos, donde 

se puede observar que no hubo efectos sobre la frecuencia de EPC en los grupos 

donde se administró CrO3 al compararse con el grupo control (figura 13), estos 

datos concuerdan con lo reportado por De Flora et al., (2006) quienes observaron 

que la administración de Cr (VI) no altera la frecuencia de EPC/ENC. En cuanto a 

las evaluaciones de EPC en fetos se observó un aumento estadísticamente 

significativo en la frecuencia de EPC en el grupo combinado donde la CFL se 

administró vía acceso libre a las madres. Cabe mencionar que se ha sugerido 

tomar con reserva este tipo de datos para considerar la citotoxicidad, ya que 

cuando se presenta toxicidad en la eritropoyesis, pueden también activarse los 

mecanismos de división celular y por lo tanto enmascararse el efecto (Khrisna y 

Hayashi, 2000). 
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Cuando se administró solo CFL a las hembras preñadas no se observaron signos 

aparentes de toxicidad materna en comparación con el grupo donde solo se 

administró CrO3, ya que en este ultimo las madres presentaron disminución de peso, 

perdida de camadas totales y abortos, incremento en el número de reabsorciones y 

en el número de fetos muertos. Estas observaciones coinciden con lo reportado por 

Elbeteiha y Al-Hamood, (1997) quienes administraron vía oral compuestos de Cr (VI) 

a hembras preñadas y observaron disminución en la frecuencia de fetos vivos e 

incremento de reabsorciones. Se ha propuesto que los compuestos de Cr (VI) son 

capaces de atravesar la membrana transplacentaria y depositarse en los fetos e 

inducir muerte embrionaria o fetal (Danielsson et al., 1982; Elsaieed y Nada, 2002). 

Uno de los resultados más frecuentes observados después de la exposición a 

agentes tóxicos durante la gestación es la presencia de signos de toxicidad materna 

(reducción en el peso corporal, aborto y muerte) e inducción de malformaciones en 

fetos (Khera, 1984; 1987), sin embargo en muchos estudios se reporta muerte y por 

lo tanto no se pueden evaluar efectos en el recién nacido. Aunque también se ha 

planteado que las muertes embrionarias y fetales pueden estar relacionas con daño 

genotóxico (Giavini et al., 1984; Kola et al., 1986; Ornaghi et al., 1989). 

 

Cuando se combinaron los tratamientos de CFL y CrO3 administrados a las hembras 

preñadas, persistieron algunos signos de toxicidad materna como la perdida de 

camada en el grupo tratado con CFL por vía oral (sonda), incremento en el número 

de reabsorciones en el grupo tratado con CFL por vía i.p. e incremento en el número 

de fetos muertos y decremento en el peso materno en el grupo tratado con CFL por 

vía oral (dosis alta por acceso libre). Los signos de toxicidad observados 

probablemente son debidos a que la homeostasis y niveles hormonales de las 

hembras preñadas cambia alterándose la fisiología y dado que el organismo materno 

provee el desarrollo embrionario y fetal con el ambiente físico, los nutrientes y 

mecanismos para la eliminación de los desechos metabólicos, la alteración del 

estado fisiológico de la madre afecta su habilidad para proveer estos requerimientos 

para el desarrollo embrionario y fetal (Khera, 1984; Desesso, 1987; Khera, 1991; 

Saxena et al., 1990; Kanojia et al., 1998; Cheng et al., 2002). 
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Cuando se analizaron los fetos obtenidos en el día 18 de gestación de hembras 

preñadas tratadas con CFL administrada por diferentes vías no se modificaron las 

frecuencias de alteraciones externas y esqueléticas de manera estadísticamente 

significativa, mientras que la administración de CrO3 por vía i.p a la hembras 

preñadas incremento la frecuencia de alteraciones tales como falta de osificación, 

parpados abiertos y cola enroscada, las cuales coinciden con las previamente 

reportadas en estudios donde en los que se administraron compuestos de Cr (VI) a 

hembras preñadas vía oral (Kanojia et al., 1998) y vía i.p. (López-Santiago, 2001). El 

mecanismo por el cual el CrO3 induce este tipo de alteraciones en el desarrollo fetal, 

puede estar relacionado con el estrés oxidante ya que el CrO3 al atravesar la 

membrana celular es reducido hasta Cr (III) y como resultado se generan ERO’s, las 

cuales inducen restricción sobre el crecimiento intrauterino y retardan el desarrollo 

esquelético presentando disminución en la frecuencia en los puntos de osificación 

(Xu et al., 2006), por lo que el tipo y la frecuencia de las alteraciones observadas 

hacen suponer que se deben a un efecto fetotóxico y no teratógeno, ya que se 

encontraron alteraciones como retraso en el desarrollo, presencia de hematomas y 

muerte fetal. Cuando se administraron previamente los tratamientos de CFL, se 

redujeron las alteraciones inducidas por el CrO3 de manera parcial y diferenciada, ya 

que esta dependió de la vía de administración, la  dosis y el tipo de alteración. Por 

ejemplo la micromelia y ectrodactilia persisten cuando se combina el CrO3 con la CFL 

administrada vía i.p., mientras que cuando la CFL se administró por vía oral (sonda y 

acceso libre) la frecuencia de este tipo de alteraciones disminuyen, lo cual de igual 

manera como se menciono anteriormente esto puede estar relacionado con la vía de 

administración i.p. donde la CFL tiene afinidad con las glándulas metriales. Por otra 

parte, se ha observado que la falta de osificación pueden ser atribuidas a un retardo 

de la velocidad de la formación de los huesos (Santiago-López, 2001) ya que se ha 

descrito la osificación en el ratón se presenta primordialmente que entre el día 13 y 

14 de gestación y concluye entre el día 17 y 18 (Palmer, 1979). Con lo antes 

mencionado se sugiriere que la asimetría en las estenebras y la falta de osificación 

observada en los fetos analizados, no se debe a un daño teratógeno, sino a la falta 
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de desarrollo en los fetos, relacionado con la toxicidad materna reportada por Khera 

(1991). A la frecuencia de costillas cortas y rudimentarias algunos autores las no las 

han considerado  como un indicador de daño teratógeno, ya que no representan una 

malformación específica, ya que existe una fase transitoria de poca maduración 

esquelética durante el desarrollo fetal, por lo que estas alteraciones pueden 

desaparecer en el desarrollo intra o extrauterino, con el crecimiento del ratón (Wright 

et al., 1958; Foulon et al., 1999). 

 

Hasta el momento son pocos los estudios realizados sobre agentes antimutágenos y 

teratógenos administrados durante la preñez, debido a la complejidad de los mismos, 

sin embargo se ha descrito que sustancias como el ginseng pueden reducir los 

efectos mutágenos y teratógenos inducidos por compuestos de Cr (VI) (Elsaieed y 

Nada, 2002), así como la CFL administrada por vía i.p. protege de la acción 

genotóxica y teratógena del Cr (VI) (García-Rodríguez, 2006). También se ha 

observado que la CFL, clorofilas purificadas y espinaca liofilizada pueden presentar 

efectos quimiopreventivo en la carcinogénesis transplacentaria mediante la 

disminución de la multiplicidad de tumores de pulmón en el recién nacido (Castro et 

al., 2009). Con estos trabajos se abre un nuevo campo de estudio de gran interés. En 

la figura 15 se muestra a manera de conclusión un resumen de los resultados de los 

efectos de la CFL administrada por diferentes vías sobre los efectos en las camadas 

y las alteraciones en el desarrollo fetal inducidas por el CrO3. 
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8. Conclusiones 
 

• La administración por diferentes vías de CFL tanto en hembras preñadas 

como en fetos no incrementa la frecuencia de MN, por lo que la CFL no 

presenta efectos genotóxicos. 

 

• La administración de 20mg/kg de CrO3 induce daño genotóxico tanto en 

madres como en fetos ya que incrementa la frecuencia de MN en sangre 

periférica. 

 

• La administración previa de CFL administrada por vía i.p. y oral (sonda y 

acceso libre) disminuye el daño al ADN inducido por el CrO3 de manera parcial 

y diferenciada en hembras preñadas y fetos, por lo tanto la CFL protege de los 

efectos genotóxicos del CrO3. 

 

• No se observaron modificación de las frecuencias EPC con respecto al ENC 

cuando se administraron a las hembras CFL por vía i.p. y oral (sonda y acceso 

libre), CrO3 por vía i.p  y la combinación de ambos tratamientos, por lo que la 

administración de estos agentes no presentan efectos citotóxicos evaluados 

mediante este parámetro. 

 

• La administración de 20mg/kg de CrO3 a hembras preñadas en el día 15 de 

gestación induce alteraciones relacionadas con daño teratógeno como 

ectrodactilia, micromelia, extremidades rotadas, parpados abiertos, cola 

enroscada, estenebras bifurcadas, costillas supernumerarias, columna 

desviada y vertebras desplazadas. 

 

La administración previa de CFL protege de algunas las alteraciones en el 

desarrollo inducidas por el CrO3 de manera parcial y diferenciada, ya que esta 

dependió de la vía de administración, la dosis y el tipo de alteració 
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10. Anexos 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El presente trabajo fue presentado de manera parcial o total en los 

siguientes eventos académicos: 
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