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RESUMEN  

La exposición a metales pesados como los compuestos de Cr (VI) está relacionada con 
la inducción de algunos tipos de cáncer y con daño genotóxico. Una de las vías por las 
cuales inducen el daño al ADN es mediante la generación de radicales libres (RL) y 
especies reactivas de oxígeno (EROs) durante su reducción a Cr (III). En contraparte, 
estudios previos realizados en nuestro laboratorio muestran que antioxidantes como el 
ácido ascórbico (AA) y los flavonoides reducen el daño genotóxico inducido por 
compuestos de Cr (VI), sugiriendo que el mecanismo de protección es mediante la 
regulación del estrés oxidante (EOx). Este mecanismo podría estar relacionado con más 
de una vía, ya que los antioxidantes no solo son capaces de neutralizar RL, sino que 
también pueden estimular la producción de los antioxidantes endógenos e incluso se ha 
descrito que pueden sensibilizar a las células a la apoptosis como un mecanismo para 
eliminar células dañadas. En el presente estudio se evaluó el efecto in vivo del AA y de 
la (-)-epigalocatequina-3-galato (EGCG) sobre el daño genotóxico y citotóxico, así 
como su relación con la actividad apoptótica y los niveles de antioxidantes en ratones 
expuestos a cromo hexavalente. Grupos de 5 ratones Hsd:ICR fueron tratados de la 
siguiente forma: a) Grupo testigo, solo se le administró el vehículo, b) Grupo Cr (VI), 
se le administró 20 mg/kg de CrO3 por vía i.p., c) Grupos de antioxidantes, se les 
administraron 100 mg/kg de AA vía i.p. o 10 mg/kg de EGCG vía oral (sonda 
intragástrica) y d) Grupos experimentales, a los que se les administró el tratamiento de 
antioxidantes y 4 horas después el CrO3. Las evaluaciones de micronúcleos (MN) y la 
relación entre eritrocitos policromáticos/normocromáticos (EPC/ENC), se realizaron a 
las 0, 24, 48 y 72 horas después de los tratamientos y el resto de las evaluaciones a la 
hora 48. El tratamiento de CrO3 incrementó los MN, las células apoptóticas, las células 
no viables y los niveles de glutatión (GSH), además de que disminuyó la actividad de 
superóxido dismutasa (SOD). En este grupo también se presentó una disminución de 8-
hidroxi-2'deoxiguanosina (8-OHdG) posiblemente debido a que el cromo abate los 
mecanismos implicados en su reparación. La administración de AA y EGCG previa al 
tratamiento de CrO3 disminuyó las frecuencias de MN a la hora 48 en el siguiente 
orden: AA (48.2 %) > EGCG (28.2%), disminuyó también las células no viables y 
apoptóticas, además de que recuperó los niveles de 8-OHdG y SOD. La administración 
de los tratamientos combinados también disminuyó los niveles de GSH probablemente 
debido a un incremento de su utilización para contrarrestar el EOx inducido por el 
CrO3. El tratamiento EGCG-CrO3 tuvo un efecto dual ya que incrementó los MN a las 
24 y 72 horas. Nuestros resultados muestran un efecto protector del AA y de la EGCG 
contra el daño genotóxico y citotóxico inducido por el Cr (VI), que podrían estar 
relacionados con sus propiedades de supresión de EROs generadas durante su reducción 
a Cr (III) y con una posible modulación de los antioxidantes endógenos SOD y GSH. 
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ABSTRACT 

Exposure to heavy metals such as Cr (VI) compounds has been associated with the 
induction of some cancers and genotoxic damage. One of the ways which induce DNA 
damage is by generating free radicals (FR) and reactive oxygen species (ROS) during 
reduction of Cr (VI) to Cr (III). On the other hand, previous studies in our laboratory show 
that antioxidants such ascorbic acid (AA) and flavonoids reduce damage induced by 
genotoxic compounds of Cr (VI), suggesting that protection mechanism is by regulating the 
oxidative stress. This mechanism could be related to more than one via because 
antioxidants are not only able to neutralize FR, it can also stimulate the endogenous 
antioxidants production and even has been described that it can sensitize cells to apoptosis 
as a mechanism to eliminate damaged cells. In the present study, the in vivo effects of AA 
and (-)-epigallocatechin-3-gallate (EGCG) on the genotoxic and cytotoxic damage, and 
their relation with apoptotic activity and antioxidant levels were evaluated in mice exposed 
to hexavalent chromium. Groups of five Hsd:ICR mice were divided and treated as follows: 
a) Control group, only treated whit vehicle, b) Group Cr (VI), treated whit 20 mg/kg of 
CrO3 ip, c) groups of antioxidants, treated whit 100 mg/kg AA ip or 10 mg/kg of EGCG by 
gavage and d) Experimental groups, treated whit antioxidants and four hours after the CrO3. 
The evaluations of micronucleus (MN), and relation between the polychromatic/ 
normocromatic erythrocyte (PCE/NCE) were performed at 0, 24, 48 and 72 hours after 
treatments, the remaining evaluations only were performed at 48 hour. CrO3 treatment 
increased MN, apoptotic cells, non-viable cells and glutathione (GSH) levels and, decrease 
superoxide dismutase (SOD) activity. This group also showed a decrease of 8-hydroxy-2'-
deoxyguanosine (8-OHdG) possibly because the chromium abbe the mechanisms involved 
in its reparation. The AA and EGCG administration before the treatment with CrO3, 
decreased MN frequencies at 48h in the following order: AA (48.2%) > EGCG (28.2%) 
and decreased nonviable and apoptotic cells, but recovered levels of 8-OHdG and SOD. 
The phytochemicals treatment prior to CrO3 also decreased levels of GSH levels probably 
due to increased use to counteract oxidative stress induced CrO3. EGCG-CrO3 treatment 
had a dual effect as it increased the MN to hours 24 and 72. Our results show a protective 
effect of AA and EGCG against genotoxic damage and cytotoxic induced metal compounds 
of Cr (VI) which could be related to their suppression properties ROS generated during 
reduction of Cr (VI) to Cr (III) and a possible modulation of endogenous antioxidants SOD 
and GSH. 
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I. INTRODUCCIÓN 
 

La exposición a agentes mutágenos así como el estilo de vida y las deficiencias 

nutricionales, incrementan la probabilidad de desarrollar enfermedades relacionadas con el 

daño al ADN tales como algunos tipos de cáncer (Sloczyńska et al., 2014). Particularmente, 

se ha descrito que algunos de los agentes mutágenos a los que estamos expuestos inducen 

daño mediante la generación de especies reactivas de oxígeno (EROs) y radicales libres 

(RL) (Surh, 2003; Tian et al., 2012) por lo que la eliminación de las moléculas reactivas 

podría representar una estrategia importante en el proceso de antimutagénesis (García-

Rodríguez et al., 2010). Dentro de los componentes de la dieta con potencial antimutágeno 

destacan los antioxidantes, tales como el ácido ascórbico (AA) y los polifenoles. Estos 

antioxidantes exógenos no sólo son capaces de inhibir el estrés oxidante (EOx) mediante la 

captura de RL, sino que también pueden prevenir su formación y reparar las lesiones que 

ocasionan, además de estimular la producción de los antioxidantes endógenos (Kondo et 

al., 2001). En contraparte, se ha encontrado que compuestos metálicos como los del Cr (VI) 

que tienen actividad cancerígena y genotóxica, pueden actuar mediante la generación de 

EOx como uno de sus principales mecanismos (Valko et al., 2005), de ahí que surge el 

interés por determinar si antioxidantes como el AA y los polifenoles, pueden actuar como 

protectores o moduladores de los efectos genotóxicos de compuestos como el cromo 

hexavalente.  

 

II. ANTECEDENTES 

2.1. Genotoxicidad 

El término genotoxicidad describe la capacidad de los compuestos para afectar la estructura 

del ADN, el aparato del huso mitótico, las topoisomerasas, los sistemas de reparación del 

ADN y ADN polimerasas que son los responsables de la fidelidad del genoma. En muchos 

casos, los agentes genotóxicos actúan también como mutágenos capaces de inducir cambios 
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permanentes en el material genético, lo cual puede conducir a cambios heredables en su 

función, y que incluyen mutaciones de genes, así como alteraciones cromosómicas 

estructurales y numéricas (Eastmond et al., 2009). 

Los agentes genotóxicos se clasifican por su naturaleza en agentes físicos, biológicos y 

químicos. Estos últimos son los principales contaminantes y pueden actuar como 

alquilantes, análogos de bases, agentes de intercalación e inductores de EOx, entre otros 

(Teaf y Middendorf, 2000). Los agentes alquilantes son capaces de reaccionar directamente 

con las bases del ADN y transferirles un grupo alquilo para formar monoaductos en el 

material genético y en consecuencia rupturas en la cadena de ADN. Con frecuencia, los 

aductos en el ADN se localizan en la guanina y conduce a la formación del 8-hidroxi-

2'deoxiguanosina (8-OHdG) (Ralhan y Kaur, 2007). Por su parte los análogos de bases son 

aquellos que tienen una estructura similar a las bases de ADN normales y, por lo tanto, 

pueden sustituir a una base en el material genético, lo que lleva a transiciones y 

tautomerización. Los agentes intercalantes como la acridina son capaces de insertarse entre 

las bases de ADN, lo cual se traduce en muchas ocasiones en inserciones y deleciones. Los 

metales pesados por su parte, también pueden inducir daño al ADN (Teaf y Middendorf, 

2000; Sloczyńska et al., 2014). 

 

2.2. Metales como inductores de daño genotóxico 

Los metales pesados son agentes altamente genotóxicos que salvo algunas excepciones, 

presentan una densidad igual o mayor a 5 g/cm³. Entre los principales metales pesados 

catalogados como tóxicos están el cromo, arsénico, cobalto, níquel, cobre, zinc, cadmio, 

mercurio, titanio, selenio y plomo (EPA, 1998). La gravedad tóxica de estos elementos se 

debe a su capacidad de bioacumularse y a la facilidad con que reaccionan con moléculas 

orgánicas, específicamente con sus grupos sulfhidrilo, radicales amino, fosfato, carboxilo e 

hidroxilo. El resultado de estas uniones ocasiona principalmente alteración metabólica, 

incremento de EOx y genotoxicidad (Navarro-Aviñó, et al., 2007). 



Efecto del AA y EGCG sobre el daño oxidante del ADN del Cr(VI) Gabriela Serrano Reyes 
 

3 
 

El estudio de toxicidad y del comportamiento oxidante de los metales pesados en las células 

está determinado por la reacción química de Fenton y el ciclo de Haber-Weiss, en las que 

participan el radical superóxido (O2
●-) y el peróxido de hidrógeno (H2O2) en la formación 

del radical hidroxilo (OH●) (Figura 1) (Valko et al., 2005).  

 
Fig. 1. Reacciones de Fenton y Haber-Weiss, en las que se produce el radica hidroxilo 

(Shi y Dalal, 1992). 
 

 

El cromo presenta distintos estados de oxidación, de los cuales el cromo trivalente [Cr (III)] 

y el cromo hexavalente [Cr (VI)]  son los más estables y sus compuestos son los de mayor 

importancia biológica. El Cr (III) es necesario para los humanos en bajas concentraciones 

para el metabolismo de los azúcares y otros carbohidratos. Es inocuo debido a su baja 

permeabilidad en las membranas celulares y a que no es corrosivo (Valko et al., 2005). Por 

su parte los compuestos de Cr (VI) han sido designados por la OSHA y la EPA como una 

de las 17 sustancias químicas que representan la mayor amenaza para la salud humana, 

debido a que tienen actividad genotóxica y cancerígena, además de que son utilizados 

ampliamente en la industria (OSHA, 2006; Myers, 2012). 

 

En las aplicaciones industriales se utilizan los compuestos de cromo (VI), debido a sus 

propiedades ácidas y oxidantes en procesos de cromado, pigmentos, ferrocromos, curtido 

de cuero y soldaduras (EPA, 1998). Se estima que más de dos millones de personas en el 

mundo están ocupacionalmente expuestos a cromo hexavalente, además de las personas que 

están expuestas por agua, suelo y aire contaminado, así como por el contacto con el humo 

de cigarro y con las emisiones atmosféricas de los convertidores catalíticos de los 

automóviles (Nriagu, 1988; O´Brien et al., 2003; Sakhila et al., 2011).  
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En México uno de los casos más conocidos de contaminación por las malas prácticas de 

disposición de residuos, es el de Cromatos de México. Esta empresa se ubicó en el Estado 

de México, para producir pigmentos y sustancias empleadas en el curtido de pieles a partir 

de cromita, durante sus veinte años de operación emitió al ambiente un gran número de 

toneladas de cromo hexavalente, hasta 1978 cuando fue clausurada por haberse detectado 

contaminación en el terreno circundante. Actualmente se sigue determinando el grado de 

afectación al ambiente (suelo y acuíferos) y en el estado de salud de los vecinos y ex 

trabajadores de la planta (Pérez, 2006; SEMARNAT, 2012). Algunos de los principales 

efectos adversos para la salud causados por el Cr (VI) son: dermatitis, infertilidad y cáncer 

de piel, pulmón y garganta (BMI. 2007). 

 

El Cr (VI), a diferencia del cromo (III) es capaz de atravesar la membrana celular, a través 

de canales aniónicos no específicos, debido a su similitud estructural con aniones como 

SO4-2 y HPO4-2. Una vez dentro de la célula se reduce rápidamente a cromo (V), (IV) y 

(III) por la interacción con moléculas citoplasmáticas como NADPH, glutatión (GSH) y 

citocromo P450, entre otros. El Cr (III) tiene gran afinidad con las bases y fosfatos de la 

cadena de ADN y puede formar aductos de ADN-Cr, así como entrecruzamientos e 

interacción con proteínas. Además del daño genotóxico que se genera por la interacción 

directa del Cr (III) con el ADN, la exposición a Cr (VI) también puede desencadenar la 

generación de EROs como el radical glutatión tiol (GS●) y otras EROs que se generan a 

través de las reacciones de Fenton y Haber-Weiss. El Cr (V) y el Cr (IV) son intermediarios 

reactivos de la reducción de Cr (VI) que participan en reacciones Fenton y generan OH●, el 

cual es altamente reactivo y capaz de dañar al ADN. La generación de OH● también puede 

darse por reacciones Haber-Weiss en la que el Cr (VI) es reducido por O2
●- para generar Cr 

(V), este a su vez reacciona con H2O2 para producir el radical OH● y generar nuevamente 

Cr (VI). Por lo cual, se ha planteado que el principal mecanismo de inducción del daño 

genotóxico del Cr (VI), es la inducción de EROs y RL que interaccionan con el ADN 

(Figura 2) (Shi y Dalal, 1992; O’Brien et al., 2003). 
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Fig. 2. Principales rutas involucradas en el daño al ADN causado durante la reducción intracelular de Cr 
(VI) (Modificado de Valko et al., 2006). 

 
 
 

2.2.1. Estrés oxidante 

 

El EOx se define como la alteración de la señalización y el control redox, por lo que cuando 

el contenido intracelular de EROs y RL sobrepasa las defensas antioxidantes de la célula, se 

produce un estado de desequilibrio bioquímico que puede alterar las proteínas, lípidos y 

ADN presentes en los distintos componentes celulares (Jones, 2006). Se ha mostrado que 

en las células con EOx se genera daño directamente al ADN, por el incremento de EROs y 

RL que interactúan con el material genético e indirectamente mediante alteraciones en los 

componentes celulares que se encuentran relacionados con la funcionalidad de los 

cromosomas. En ambos casos, la acumulación del daño al material genético puede llegar a 

ocasionar progresión descontrolada del ciclo celular y contribuir a la generación de 

neoplasias (Ward, 1985). Por lo que el EOx se ha asociado con diversos estados patológicos 

como el cáncer, entre otros, en los cuales se altera la función celular, contribuyendo al 
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desarrollo de enfermedades crónico-degenerativas como Alzheimer, esclerosis múltiple, 

diabetes, hipertensión, asma, glaucoma y cataratas (Halliwell y Gutteridge, 1999). 

 

2.2.2. Radicales libres y especies reactivas 

Los RL son especies químicas que contienen un electrón no apareado en su órbita externa, 

ésta característica los hace sumamente reactivos y capaces de provocar una reacción en 

cadena que causa daño oxidante a las distintas estructuras celulares. Las especies reactivas 

(ERs) por otra parte incluyen radicales y no radicales; puede haberlas de oxígeno (EROs), 

de hierro (ERIs), de cobre (ERCs) y de nitrógeno (ERNs). Estas moléculas poseen al menos 

un electrón de mayor contenido energético que el correspondiente en su estado 

fundamental, lo que las hace moléculas oxidantes que pueden generar RL. Las ERs se 

forman como productos metabólicos de los RL, aunque no todas tienen ese origen (Ramos 

et al., 2006).  

Uno de los componentes de la molécula de ADN susceptible a ser dañado por RL, 

especialmente por el OH●, es la desoxirribosa. Cuando está se oxida, desencadena el 

rompimiento de su enlace con el grupo fosfato del siguiente nucleótido, mecanismo 

mediante el cual se generan rompimientos de cadena sencilla y de cadena doble (González-

Torres et al., 2000). Las EROs y RL también pueden interaccionar con las bases 

nitrogenadas del ADN. La alteración de este tipo que se observa con más frecuencias es la 

oxidación del carbono 8 (C-8) de la guanosina, que produce el aducto 8-oxo-7,8,-

dihidroguanina (8-oxo-Gua) y que puede conducir a mutaciones por la transversión del 

nucleótido timina por citosina durante la replicación (Ock et al., 2012). Las células evitan 

la acumulación de este aducto y sus efectos mutagénicos, mediante proteínas de reparación 

del ADN, que pueden eliminar el 8-OHdG mediante distintos mecanismo de reparación 

como la escisión de bases (BER) y la escisión de nucleótidos (NER) (Shibutani et al., 1992; 

Marnett, 2000).  

 



Efecto del AA y EGCG sobre el daño oxidante del ADN del Cr(VI) Gabriela Serrano Reyes 
 

7 
 

2.3. Evaluación de daño genotóxico  
 

La evaluación de daño genotóxico se realiza para identificar agentes contaminantes que 

representan un riesgo para la estabilidad del material genético, así como compuestos 

candidatos para uso terapéutico y agentes que podrían ser capaces de modular o reducir los 

efectos mutagénicos de algunos productos químicos (Sloczyńska et al., 2014). 

En general, las evaluaciones de mutagenicidad se pueden dividir en tres fases. Las pruebas 

en fase 1 son estudios in vitro que se realizan ya sea en células bacterianas o en cultivos 

celulares; la fase 2 consiste en la evaluación de la actividad mutagénica in vivo en células 

somáticas y por último, la fase 3 corresponde a ensayos para mutágenos en células 

germinales. Agencias reguladoras como la “Organisation for Economic Cooperation and 

Development” (OECD), “International Workshops on Genotoxicity Testing” (IWGT) y 

“Food and Drug Administration” (FDA) establecieron las pruebas y protocolos a seguir en 

cada una de dichas fases (Eastmond et al., 2009; Valdiglesias et al., 2010).  

Particularmente para la evaluación en fase 2, se recomienda la prueba in vivo de aberración 

cromosómica en mamíferos, que permite identificar alteraciones cromosómicas  

estructurales inducidas en células de la médula ósea, mientras que el ensayo in vivo de 

micronúcleos (MN), se utiliza para la identificación de daño inducido en los cromosomas o 

el aparato mitótico y puede realizarse en eritrocitos tomados de la médula ósea o células de 

sangre periférica de los animales. Otros ensayos in vivo utilizados en la fase 2, son el 

ensayo cometa y pruebas en animales transgénicos para mutaciones puntuales (Combes et 

al., 2007). 

 

2.3.1. Micronúcleos 

 

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

genotóxica en la “International Conference on Harmonization (ICH) of Genotoxicity 

Guidelines”, así como otras agencias reguladoras tales como la “Environmental Protection 
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Agency” (EPA), la 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 (Müller et al., 1996; Hayashi et al., 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; Hayashi et al., 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). 

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 microtúbulos, 

remoción de cinetocoros, daños al centriolo, centrómero inactivado, entre otros (daño 

aneuploidógeno) (Fenech y Crott, 2002; Kirsch-Volders et al., 2003). 

La evaluación de MN es un ensayo in vivo que se realiza en cualquier tejido que esté en 

proliferación, puede ser en medula ósea o en eritrocitos de sangre periférica de animales 

donde el bazo no elimine eritrocitos micronucleados (FDA, 2000). 

Cuando los eritrocitos policromáticos (EPC), también llamados “jóvenes” son expulsados 

de la medula ósea, el núcleo queda extruido y si un MN se ha formado permanece en el 

citoplasma, estos eritrocitos aun contienen ARN y son basófilos, lo que los diferencia 

fácilmente de eritrocitos normocromáticos también llamados “maduros” (ENC) en los que 

se ha degradado el ARN y son acidófilos. La visualización de los EPC con micronúcleos es 

fácil si se utiliza alguna técnica de tinción como May-Grünwald, Giemsa o Naranja de 

Acridina (NA) (Hayashi et al., 1990). 
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El ensayo de MN se utiliza en estudios a corto plazo por la rapidez y sencillez de la técnica 

para detectar daño clastógeno y aneuploidógeno e incluso daño citotóxico. Agencias 

reguladoras como la FDA han propuesto que sean considerados como agentes genotóxicos, 

aquellos compuestos que incrementen la frecuencia de MN en un 0.4 % (4 MN en 1000 

EPC) con respecto a su grupo testigo (Kim et al., 2000). 

 

2.3.2. 8-hidroxi-2'deoxiguanosina 

Además del ensayo de MN y pruebas recomendadas como batería de prueba para la 

evaluación genotóxica, muchos estudios han demostrado que la 8-OHdG se puede utilizar 

como un biomarcador para evaluar el daño oxidante al ADN, causado por RL in vivo e in 

vitro. El daño oxidante a la guanina puede medirse directamente como aducto en el ADN 

(8-oxo-Gua) o como 8-OHdG en la sangre, plasma y saliva cuando la lesión ya fue 

reparada, mediante técnicas como la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) así 

como por métodos inmunoquímicos (Marnett, 2000; Ock et al., 2012). 

 

2.3.3. Apoptosis  

La apoptosis es un tipo de muerte celular que se presenta en los organismos multicelulares 

como un mecanismo para eliminar células anómalas de una forma controlada, sin afectar a 

las células vecinas. Los restos celulares resultantes, que están siempre rodeados de 

membrana plasmática, son eliminados mediante fagocitosis, evitando la inflamación en esa 

zona. Además de que la apoptosis es un proceso celular importante para el desarrollo y para 

el mantenimiento de la homeostasis de los tejidos adultos, juega un papel fundamental 

como mecanismo de protección contra la carcinogénesis mediante la eliminación de las 

células dañadas genéticamente, por lo cual también se ha considerada como un marcador de 

daño al ADN (Hayashi et al., 1990; Blankenberg, 2008). 
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Durante el desarrollo embrionario la apoptosis es esencial, especialmente en el desarrollo 

del sistema nervioso, donde el número de neuronas depende de la muerte de muchas células 

mediante este proceso y para la eliminación de células en las regiones interdigitales para 

dar lugar a los dedos. En el organismo adulto la apoptosis es necesaria para mantener la 

homeostasis de los tejidos ya que elimina células dañadas que podrían causar efectos 

adversos en el organismo. Cuando los mecanismos que regulan la apoptosis fallan, tanto 

por exceso como por defecto pueden originarse diversas patologías, por ejemplo, la 

resistencia a la apoptosis es una de las características que contribuyen a la generación de un 

tumor y también puede ser la causa de algunas enfermedades autoinmunes. En el caso 

contrario, un exceso de apoptosis podría estar relacionado con enfermedades 

neurodegenerativas (Sancar et al., 2004).    

 

El proceso de la apoptosis es dependiente de ATP e implica la programación genética de la 

célula. Una de las características más importantes de la apoptosis es la condensación de la 

cromatina y la fragmentación del ADN en fragmentos de 200 pb (pares de bases) o 

múltiplos de ellos. Además, muchas proteínas celulares sufren una ruptura o proteólisis, 

generalmente catalizada por proteínas con actividad enzimática denominadas caspasas. 

Todas las caspasas (proteasas de cisteína) tienen una cisteína en su centro activo y producen 

cortes en las proteínas, justo detrás del aminoácido aspartato. Cuando se inicia el proceso 

de apoptosis, se activan las caspasas, se fragmentan las proteínas y finalmente el ADN. 

Existen dos rutas principales de activación de la apoptosis. Una extracelular que se inicia en 

la membrana a nivel de unas proteínas denominadas receptores de muerte, que al unirse a 

sus ligandos, desencadenan la activación de las caspasas. La otra vía (intracelular) se inicia 

en respuesta al daño celular causado por radiación o determinados compuestos tóxicos 

directamente sobre la mitocondria (Hengartner, 2000).   

 

Durante la apoptosis las mitocondrias liberan al citosol proteínas como el citocromo c, 

el cual produce la activación de algunas caspasas. La liberación de proteínas de la 

mitocondria va acompañada de una pérdida de su función como organelo generador de 

energía, ya que se afecta el proceso de transporte electrónico. Por su parte en la 
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membrana plasmática se producen cambios en la distribución de lípidos, entre ellos la 

fosfatidilserina. Este fosfolípido presente sólo en la cara interna de la bicapa lipídica, se 

transloca a la cara externa, donde actúa como señal para que la célula apoptótica sea 

reconocida y eliminada por los fagocitos, lo que impide que se produzca una reacción 

inflamatoria en el resto del tejido (White, 1996; Taylor et al., 2008).  
 

 

2.4. Agentes antimutágenos  
 

El término “antimutagénesis” se refiere al proceso mediante el cual se reduce la frecuencia 

de mutaciones espontáneas o inducidas. Los antimutágenos pueden ser agrupados en 

agentes bloqueadores, los cuales impiden que los mutágenos lleguen o reaccionen con los 

órganos blanco y en agentes supresores, que previenen la evolución de los procesos 

mutagénicos (Wattenberg, 1981). Se ha descrito que dentro de los mecanismos de 

antimutagénesis se pueden encontrar:  

a) Desmutagénesis: comprende a la actividad que se presenta en el organismo para 

excretar los agentes mutagénicos, desactivarlos ya sea por medio de mecanismos 

físicos o químicos, inhibir su activación enzimática e inhibir la entrada de éstos a la 

célula, así como impedir su formación endógena. 

b) Bioantimutagénesis: consisten en disminuir la frecuencia de mutaciones, mediante 

la reparación del ADN, inhibición y control de la replicación celular y el control de 

la expresión génica (Kada et al., 1987; De Flora, 1998). 

En este sentido la dieta es reconocida como un factor importante en la modulación de 

distintas enfermedades relacionadas con el daño al ADN. En estudios epidemiológicos y 

experimentales, se ha mostrado que algunas plantas comestibles o sus componentes, 

presentan actividad como antimutágenos y tienen efectos protectores en la carcinogénesis 

humana (Surh y Ferguson, 2003).  
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Dentro de los componentes vegetales con mayor actividad se encuentran algunos pigmentos 

como la clorofila y sus sales, los flavonoides y los β-carotenos, así como el AA y la 

vitamina E (tocoferoles y tocotrienoles) (Konopacka, 1998; García-Rodríguez et al., 2010). 

Particularmente, se ha observado que las poblaciones del mediterráneo que llevan una dieta 

a base de aceite de oliva, pescado, frutas, verduras y vino tinto,  presentan alrededor de un 

50% menos en la incidencia de enfermedades cardiovasculares y cáncer en comparación 

con las poblaciones occidentales o las que no llevan este tipo de dieta. También, se ha 

observado una disminución de algunos tipos de cáncer en las poblaciones asiáticas, que se  

ha asociado al consumo de soya, té verde, ajo y ginseng, entre otros (Lindsay y Astley, 

2002; Surh, 2003).   

Se ha propuesto como principal vía de protección de los componentes de la dieta a su 

actividad antioxidante, ya que al interaccionar con los RL evitan que dañen el material 

genético. El AA, α-tocoferoles y los flavonoides (principalmente las catequinas) se 

encuentran entre los componentes de la dieta que han mostrado un mayor potencial 

antioxidante (González-Torres et al., 2000).  

 

2.5. Antioxidantes  

Los antioxidantes son sustancias sintetizadas en las células (endógenos) o provenientes de 

la dieta (exógenos), que tienen la capacidad de retrasar o inhibir la oxidación celular. Estos 

compuestos protegen principalmente a los lípidos y las proteínas, además de que 

disminuyen la tasa de mutación en las células, mediante la disminución de los daños 

oxidantes al ADN. Los antioxidantes actúan no solo mediante la captura directa de los RL, 

sino que también participan en la prevención de su formación y en la inhibición de su 

propagación así como en la reparación de lesiones oxidativas. Los antioxidantes exógenos 

también pueden activar el sistema antioxidante endógeno (González-Torres et al., 2000; 

Kondo et al., 2001). 
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Los antioxidantes endógenos se clasifican según su naturaleza química en enzimáticos y no 

enzimáticos (Rahman, 2007; Lobo et al., 2010). Dentro de los antioxidantes enzimáticos se 

encuentran principalmente la superóxido dismutasa (SOD), la glutatión peroxidasa (GPx) y 

la catalasa (CAT). La SOD es una las enzimas que participan en la transformación de EROs 

catalizando la transformación del O2
●- a H2O2. Esta enzima se encuentra en el citosol y en la 

matriz mitocondrial. Por su parte la GPx, que también se encuentra en el citosol y en las 

mitocondrias, cataliza la reducción de H2O2 y lipoperóxidos, para lo cual utiliza como 

agente reductor al GSH. Como resultado de esta reacción el glutatión se transforma a su 

forma oxidada (GSSG). Por su parte la CAT se localiza predominantemente en los 

peroxisomas, donde el H2O2 se genera a una velocidad relativamente alta. Esta enzima 

cataliza la conversión de H2O2 en agua y oxígeno molecular. Otras sustancias de naturaleza 

enzimática que también tienen actividad antioxidante son la glutatión reductasa, glutatión 

S-transferasa y la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (Forman et al., 2009; Rizzo et al., 

2010).   

Entre los antioxidantes no enzimáticos, el GSH junto con las enzimas que intervienen en su 

ciclo redox forman uno de los principales sistemas de la defensa celular antioxidante. El 

GSH es un tripéptido formado por los aminoácidos: ácido glutámico, glicina y cisteína 

(Glu-Gly-Cys) y es el tiol no proteico más abundante a nivel intracelular (Martínez-

Sarrasague et al., 2006).  

El GSH interviene en la protección celular contra el daño oxidante tanto de lípidos 

proteínas y ácidos nucleícos. Esta molécula actúa mediante la interacción con radicales 

como el O2
●-, el OH● y el óxido nítrico, además, de presentar una interacción sinérgica con 

otros agentes antioxidantes como el AA, la vitamina E y la SOD. Así mismo, el GSH 

protege contra el daño oxidante reduciendo las concentraciones de H2O2 e incluso 

proporcionando un electrón para la reducción de peróxidos en la reacción catalizada por la 

GPx. El producto final de la oxidación de GSH, el GSSG, (constituido por dos moléculas 

de GSH unidas por un puente disulfuro) es regenerado por la glutatión reductasa (GR), ésta 

enzima le transfiere electrones de NADPH, de esta manera el GSSG es reducido a GSH, de 

modo que durante las reacciones catalizadas por la GPx y la GR, el glutatión no es 
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consumido sino reciclado. Además de sus funciones como antioxidante, el GSH es parte 

importante de la detoxificación de xenobióticos, es esencial para la proliferación celular y 

tiene un papel importante en la apoptosis, ya que su disminución promueve la activación de 

caspasas y la progresión de los mecanismos de apoptosis (Konigsberg, 2008; Martínez-

Sámano et al, 2011). 

Dentro de las células el GSH se encuentra principalmente en las mitocondrias, el retículo 

endoplásmico y el núcleo, donde se observa un aumento de su concentración durante la 

apoptosis. Una técnica común para medir los niveles intracelulares de este antioxidante es 

la adición de 5,5´-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) a células en las que en presencia de 

GSH se forma ácido 2-nitro-5-tiobenzoico (TNB), el cual puede ser medido 

fluorométricamente a 412 nm. (Griffith, 1980). 

Por otra parte, los antioxidantes exógenos también pueden agruparse dentro de los 

antioxidantes no enzimáticos, entre los que destacan por su alto potencial antioxidante, el 

AA y los polifenoles (Padayatty et al., 2003¸ Manach et al., 2004). 

 

2.5.1. Ácido ascórbico  

El AA (C6H8O6) es una vitamina hidrosoluble con un alto potencial antioxidante. Debido a 

que los humanos no podemos sintetizarlo, se obtiene con la ingesta de frutas y verduras 

entre los que destacan por su alto contenido: el chile poblano, el pimiento verde, el brócoli, 

el nopal, el tomatillo, la guayaba, el mango y los cítricos (Padayatty et al., 2003).  

La ingesta diaria recomendada de AA para personas sanas es de 75 a 90 mg/día, lo cual 

puede obtenerse con el consumo de cinco porciones de frutas o verduras, estos 

requerimientos aumentan en caso de embarazo, intensa actividad física, tabaquismo y en 

estados patológicos. Una dieta deficiente en este nutrimento ocasiona escorbuto (Levine et 

al., 2001; Lee, 2009).  
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La mayoría de las funciones fisiológicas del AA dependen de su potencial de óxido 

reducción. Participa en la biosíntesis de colágeno, carnitina y neurotransmisores, actúa 

como un cofactor de las enzimas hidroxilasas y oxigenasas, aumenta la actividad de los 

linfocitos, la producción de interferón y la integridad de las membranas, además de que 

transforma el hierro no hémico a su forma férrica para favorecer su absorción intestinal. Sin 

embargo la función del AA a la que se les ha dado mayor importancia en la actualidad, es a 

su función como antioxidante (FAO/ WHO, 2001; Konigsberg, 2008). 

Se ha propuesto como mecanismo antioxidante del AA, la neutralización en fase acuosa de 

las ERs, así como la regeneración de otros antioxidantes como el α-tocoferol, el GSH, el 

ácido úrico y los β-carotenos. Tanto el AA como el ascorbato (forma aniónica del AA) 

puede donar sus electrones a ERs potencialmente dañinas para neutralizarlas, como 

producto de esta interacción se forma el radical ascorbilo (A●). El A● es una molécula 

radical de baja reactividad, debido a que su electrón desapareado se encuentra estabilizado 

por resonancia y a su capacidad para regenerarse hasta formar nuevamente AA o donar un 

segundo electrón y formar ácido dehidroascórbico (DHA). La molécula de DHA puede 

reducirse y formar nuevamente AA mediante reacciones enzimáticas o de forma directa 

(Figura 3) (May, 2012). 

 

Fig. 3. Regeneración del AA (Bors y Buettner, 1997). 

La mayoría de los trabajos experimentales en relación con el AA, atribuyen los efectos 

benéficos encontrados en distintos modelos experimentales a sus propiedades como 

antioxidante, sin embargo este mecanismo aún no ha sido claramente descrito. La 
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utilización del AA tanto en la medicina tradicional como en tratamientos experimentales, se 

debe en gran parte a que no se han observado efectos adversos después de su 

administración. Actualmente la dosis segura tolerable de AA se considera de 1000 mg/día 

(Oro y Donnamaría, 2006).  

 

2.5.2. Polifenoles  

Los polifenoles se caracterizan por la presencia de un grupo fenol en su estructura. Estos 

compuestos constituyen uno de los grupos de metabolitos secundarios más numerosos y 

ubicuos de las plantas, en las que son esenciales para su fisiología, crecimiento y 

reproducción y están involucrados en los mecanismos de defensa frente a agentes externos 

como la  radiación ultravioleta, la agresión de patógenos y predadores. Se ha descrito que 

los flavonoides tienen propiedades antioxidantes que pueden resultar benéficos a la salud, 

mediante reacciones de transferencia de electrones y formación de un intermediario estable 

que los ayuda a unirse a RL (Fuhrmanand y Aviram, 2002; Manach et al., 2004).  

Se han descrito más de 8000 polifenoles que pueden clasificarse en diferentes grupos en 

función del número de anillos fenólicos que contienen y el tipo de sustituyente unido a 

estos anillos. Las principales clases de polifenoles por ser los más ampliamente distribuidos 

en los alimentos son: flavonoides, ácidos y alcoholes fenólicos, estilbenos y lignanos; de 

los cuales, los flavonoides son el grupo más estudiado, en la actualidad, se han identificado 

más de 4000 compuestos diferentes (Bravo 1998; Tasao, 2010). 

Los flavonoides contienen numerosos grupos funcionales OH– ubicados en estructuras en 

forma de anillo, las cuales consisten en 2 anillos aromáticos denominados A y B, que se 

unen mediante tres átomos de carbono que forman un heterociclo oxigenado, el anillo C. 

Las variaciones  estructurales dentro de los anillos permite la subdivisión de los flavonoides 

en diferentes familias (Figura 4) (Martínez-Flóres et al., 2002). 
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Fig. 4. Estructura y tipos de Flavonoides (McNaught y Wilkinson, 1997). 

 

Aunque los hábitos alimenticios son muy diversos en el mundo, el valor medio de ingesta 

de flavonoides se estima en 23 mg/día. Se encuentran en muchos tipos de plantas 

comestibles y también en bebidas como el vino tinto; sin embargo, el chocolate y él te 

verde (Camellia sinensis), al que se le han atribuido efectos benéficos para la salud como 

quimiopreventivo, antiangiogénico y antimutageno, son las fuentes más ricas. El té verde es 

la bebida más popular después del agua y sus efectos protectores se han asociado a su 

contenido de compuestos fenólicos principalmente a las catequinas (Graham, 1992; Cabrera 

et al 2006).    

Algunas de las catequinas más estudiadas son la epigalocatequina (EGCG), la 

epigalocacetina (EGC), la galatoepicatecina (ECG) y epicatecina (EC). La 

epigalocatequina-3-galato (EGCG) es el compuesto polifenólico perteneciente a las 

catequinas más abundante en el té verde (59% del total de catequinas) (Cabrera et al., 

2006). Una taza de esta bebida puede contener en promedio 80 y hasta 200 mg de EGCG, 

según la USDA (2007); sin embargo, el contenido de catequinas en el té verde varía 

dependiendo de cómo se procesan las hojas antes de secar, de las condiciones de cultivo 

(suelo, clima, prácticas agrícolas, fertilizantes), las propiedades de la planta (variedad, 

edad, etc.) y la preparación de la infusión (cantidad de producto utilizado, tiempo de 
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preparación, temperatura, etc.) (Hakim et al., 2000; Wu, 2002). Se ha observado que la 

EGCG posee propiedades antioxidante, antiinflamatorias y anticarcinogénicas y se ha 

descrito que posiblemente su potente efecto antioxidante se debe a que posee ocho grupos 

hidroxilo distribuidos en sus anillos A y B y a su grupo galato, el cual le confiere un alto 

potencial antioxidante (Konigsberg, 2008, Legeay et al, 2015). 
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA  

La exposición de las poblaciones humanas a metales pesados como los compuestos del Cr 

(VI) están relacionadas con la inducción de algunos tipos de cáncer y con daño genotóxico. 

Una de las vías por las cuales inducen el daño al ADN es mediante la generación de RL y 

EROs durante su reducción de Cr (VI) a Cr (III). Estudios previos en nuestro laboratorio, 

muestran que antioxidantes como el AA y los flavonoides reducen el daño genotóxico 

inducido por compuestos de Cr (VI) sugiriendo que la vía de protección es mediante la 

regulación del EOx. Se ha observado que los antioxidantes exógenos son capaces de activar 

el sistema antioxidante endógeno. Por lo que resulta de interés estudiar el efecto de los 

antioxidantes AA y EGCG sobre el daño oxidante al ADN inducido por compuestos Cr 

(VI) in vivo, mediante la evaluación la cinética de inducción de MN, niveles de 8-OHdG, 

relación de EPC/ENC y la viabilidad celular. Así como sus efectos sobre la actividad 

antioxidante evaluando los antioxidantes totales, el GSH y la SOD. 

Por otra parte, se ha mostrado que el AA y la EGCG pueden inducir apoptosis y necrosis en 

distintas líneas de células tumorales, por lo que es de interés determinar si estos 

tratamientos antioxidantes pueden activar o sensibilizar a las células a la apoptosis, como 

un mecanismo para eliminar células dañadas por el CrO3. 

 

IV. HIPÓTESIS  

Si el AA y la EGCG tienen una alta capacidad antioxidante y los compuestos de Cr (VI) 

son capaces de generar EOx, entonces se espera que la administración in vivo del AA y la 

EGCG a ratones tratados con CrO3 disminuyan las frecuencias de MN mediado por la 

apoptosis, y que restablezcan los niveles del 8-OHdG, los antioxidantes totales, el GSH y la 

SOD.  



Efecto del AA y EGCG sobre el daño oxidante del ADN del Cr(VI) Gabriela Serrano Reyes 
 

20 
 

V. OBJETIVOS 
 

5.1. Objetivo General 
 

Estudiar el efecto de los antioxidantes ácido ascórbico y (-)-epigalocatequina-3-galato, 

sobre el daño oxidante al ADN inducido por compuestos de cromo hexavalente en ratones 

de la cepa Hsd:ICR 

 

5.2. Objetivos Particulares 
 

 Evaluar el efecto genotóxico y citotóxico del CrO3 mediante la cinética de inducción de 

MN, apoptosis, niveles de 8-OHdG, relación de EPC/ENC y la viabilidad celular.  

 Determinar las dosis no genotóxicas, ni citotóxicas del AA y de la EGCG mediante la 

cinética de inducción de MN, apoptosis, niveles de 8-OHdG, relación de EPC/ENC y la 

viabilidad celular. 

 Evaluar el efecto del CrO3, AA y EGCG sobre los niveles de antioxidantes totales, GSH 

y SOD mediante el método del ABTS (2,2'-azinobis [3-etilbenzotiazolina-6-ácido 

sulfónico]), reciclaje enzimático de Griffith y reducción de NBT (nitroazul de 

tetrazolio). 

 Evaluar el efecto del AA y EGCG sobre el daño genotóxico y citotóxico inducido por 

CrO3 mediante la cinética de inducción de MN, apoptosis, niveles de 8-OHdG, relación 

de EPC/ENC y la viabilidad celular. 

 Evaluar el efecto de la administración del AA y EGCG sobre los niveles de 

antioxidantes totales, GSH y SOD en ratones tratados con CrO3 mediante el método del 

ABTS (2,2'-azinobis [3-etilbenzotiazolina- 6-ácido sulfónico]), reciclaje enzimático de 

Griffith y reducción de NBT (nitroazul de tetrazolio). 
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VI. MATERIAL Y MÉTODO 

6.1. Animales  

Se emplearon ratones de la cepa Hsd:ICR de entre 45 y 60 días de edad con un peso 

variable entre los 28 a 35 g provenientes del bioterio Harlan de la Facultad de Química, 

UNAM. Estos se mantuvieron en cajas de plástico, con alimentación de nutricubos, libre 

acceso al agua, en condiciones estériles, a una temperatura y humedad controladas, con 

fotoperiodo de 12 - 12 horas luz -oscuridad. Para los protocolos y condiciones de trabajo se 

siguieron los criterios de la GENOTOX, la EPA, la ECETOC y la FDA (Heddle, 1983; 

FDA 2000). 

 

6.2. Reactivos  

Todos los reactivos fueron obtenidos de Sigma Chemicals Co. (St. Louis, MO, USA). 

Como colorantes en la técnica de MN, apoptosis y viabilidad celular se utilizó Naranja de 

Acridina (NA) [CAS No. 10127-02-3] y Bromuro de Etidio (BE) [CAS No. 1239-45-8]. 

Para los tratamientos fitoquímicos se empleó EGCG [989-51-5] y AA [50-81-7] y como 

agente inductor de MN se empleó CrO3 [CAS No. 1333-82-0]. Para la evaluación de 

niveles de 8-OHdG se empleó el Kit comercial II 8-oxo-dG ELISA de Trevigen [No. 4380-

192-K], para la determinación de antioxidantes totales se utilizó el Kit para antioxidantes de 

Sigma Aldrich [No. Catálogo CS0790], para medir los niveles de GSH se empleó el Kit HT 

glutatión de Trevigen [No. 7511-100-K] y para medir la actividad de SOD el Kit 

Superóxido Dismutasa de Trevigen [No. 7501-500-K]. 

 

 

6.3. Tratamientos  
 

El AA, EGCG y el CrO3 fueron preparados en una solución mediante su disolución en agua 

destilada estéril, una vez preparados los reactivos se administraron inmediatamente por vía 
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oral (sonda intragastríca) o vía i.p. según el protocolo establecido (Figura 5) en un volumen 

de alrededor de 0.25 ml por ratón.  

Los grupos experimentales fueron conformados por cinco ratones cada uno y se dividieron 

de la siguiente forma:  

I) Grupo testigo, se les administró solo el vehículo. 

II) Grupo Cr (VI), se les administró una dosis de 20 mg/kg de CrO3. 

III) Grupos de antioxidantes, se les administraron 100 mg/kg de AA o 10 mg/kg de EGCG 

IV) Grupos experimentales, a los que se les administró el tratamiento de los antioxidantes 

previo al tratamiento con CrO3.  

 

Las dosis administradas fueron seleccionadas con base en los resultados obtenidos en 

estudios previamente realizados en nuestro grupo de trabajo y en lo reportado 

bibliográficamente (García-Rodríguez et al., 2010, 2011, 2012 y 2013).  
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Fig. 5. Protocolo empleado para las evaluaciones de: MN, 8-OHdG, relación de EPC/ENC, apoptosis, 

necrosis, viabilidad celular, antioxidantes totales, GSH y SOD.  
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6.4. Evaluación de micronúcleos  y relación de eritrocitos 

policromáticos /eritrocitos normocromáticos  

Las evaluaciones de MN y la relación de EPC/ENC se realizaron de acuerdo a la técnica 

descrita por Hayashi et al., (1990). Las muestras se tomaron de sangre periférica de ratón, 

se colocaron en laminillas previamente tratadas con naranja de acridina y se observaron en 

un microscopio de fluorescencia (Nikon OPTIPHOT-2) 24 horas después de su 

preparación, procurando no exceder de 8 días. La tinción de los eritrocitos con NA, permite 

diferenciar a los ENC de los EPC, ya que estos últimos se tiñen de color rojo debido a la 

presencia de ARN-ribosomal. Con esta tinción también se puede identificar la presencia de 

MN ya que el ADN se tiñe de color amarrillo fluorescente. Para la evaluación del daño 

genotóxico se cuantificaron los EPC con formación de MN (EPC-MN) que hay en 2000 

EPC por ratón y para la evaluación de daño citotóxico la frecuencia de EPC que se 

encuentren en 1000 eritrocitos totales (EPC + ENC). Se calculó también la Frecuencia de 

Inducción Neta (NIF) y la Frecuencia Diferencial de Inducción de micronúcleos (DIF) 

(García-Rodríguez et al., 2001). 

 

6.5. Determinación de 8-hidroxi-2'deoxiguanosina 

Para la determinación de 8-OHdG en plasma se utilizó un ensayo inmuno-enzimático 

ELISA (Kit de Trevigen) de acuerdo a Asami et al., (1998). La 8-oxo-2'-desoxiguanosina 

(8-OHdG), se elimina del ADN y posteriormente es transportada a la saliva, la orina y 

plasma donde puede ser detectada. Se emplearon placas de 96 pozos previamente 

recubiertas con 8-OHdG, un anticuerpo anti-8-OHdG monoclonal de ratón, un anticuerpo 

secundario conjugado con HRP, y el sustrato colorimétrico de detección. El anticuerpo 

monoclonal 8-OHdG se une competitivamente a 8-OHdG inmovilizado en pocillos pre-

revestidos y en solución. El anticuerpo unido a la 8-OHdG en la muestra se elimina por 

lavado, mientras que el anticuerpo unido a la 8-OHdG en la placa permanece en el pozo. La 

detección del anticuerpo retenido se realiza usando un conjugado de HRP y un sustrato 



Efecto del AA y EGCG sobre el daño oxidante del ADN del Cr(VI) Gabriela Serrano Reyes 
 

25 
 

colorimétrico. La absorbancia se midió a 450nm. La formación del producto es 

inversamente proporcional a la cantidad de 8-OHdG presente en la muestra. 

 

6.6. Evaluación de apoptosis y necrosis 

Las evaluaciones de viabilidad, apoptosis y necrosis se realizaron de acuerdo a la técnica de 

McGahon et al. (1995). Las muestras obtenidas de sangre periférica de ratón (100 µl) se 

colocaron en tubos para microcentrífuga y se centrifugaron durante 5 minutos a 5000 rpm. 

Se retiró el sobrenadante e inmediatamente después se agregó la mezcla de colorantes de 

NA/BE en una proporción de 5 µl de colorante por cada 25 µl de muestra. Posteriormente, 

se colocaron 10 µl de la muestra teñida sobre laminillas limpias y se cubrieron con 

cubreobjetos. Las preparaciones fueron evaluadas inmediatamente después de su 

elaboración mediante la observación de las muestras bajo un microscopio de fluorescencia 

con una emisión de luz azul y un filtro de luz amarilla (Olympus Fluoled). Se evaluaron 

300 células por ratón, entre las que se cuantificó el número de células viables, células 

apoptóticas y células necróticas. Posteriormente se calcularon los valores porcentuales del 

índice apoptótico y necrótico en cada grupo experimental. 

 

6.7. Determinación de la capacidad antioxidante total 

La determinación de antioxidantes totales se realizó en suero mediante un kit comercial 

basado en el método ABTS propuesto por Miller et al. (1993). En este ensayo, 2,2 '-

azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS) se incuba con metmioglobina y 

peróxido de hidrógeno para producir ABTS●+. Esta especie es de color azul-verde y puede 

ser medido en un espectrofotómetro a 405 nm. Los antioxidantes presentes en la muestra 

disminuyen la concentración de ABTS•+, lo cual implica una reducción en la absorción 

proporcional a su concentración. La curva estándar de calibración se construye con Trolox 

(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico), un análogo soluble en agua de vitamina 
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E, el cual se utiliza como un estándar antioxidante. El valor de los antioxidantes totales de 

las muestras analizadas se expresa como un equivalente de la concentración milimolar de 

solución Trolox. 

 

6.8. Determinación de la concentración intracelular de glutatión  

El nivel de glutatión se determinó en eritrocitos de sangre periférica utilizando un kit 

comercial (Kit de Trevigen) mediante el método de reciclaje enzimático de Griffith (1980), 

en el cual el GSH es oxidado por 5,5´-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB, reactivo de Ellman) 

y reducido por NADPH en presencia de GR. La formación de ácido 2-nitro-5-tiobenzoico 

(TNB) se monitorea a 412 nm. El contenido de glutatión de la muestra se determinó por 

comparación del valor observado con una curva estándar generada a partir de 

concentraciones conocidas de GSH. 

 

6.9. Determinación de la concentración intracelular de superóxido 
dismutasa 

La determinación de SOD se realizó en muestras de sangre, utilizando un kit comercial (Kit 

de Trevigen). El ensayo consiste en que los iones generados a partir de la conversión de la 

xantina en ácido úrico, y peróxido de hidrógeno por la xantina oxidasa (XOD), convierten a 

NBT en NBT-diformazano el cual absorbe la luz a 450 nm. La SOD puede reducir las 

concentraciones de O2
●- y por lo tanto reducir la tasa de formación de NBT-diformazano. 

La reducción en la aparición de NBT-diformazano es una medida de la actividad de SOD 

presente en las muestras experimentales (McCord y Fridovich, 1969). Mediante este ensayo 

se puede cuantificar la actividad de SOD-Mn2+ y de SOD- (Cu / Zn).  
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6.10. Análisis estadístico 

Los datos obtenidos de la inducción de MN, relación de EPC/ENC, los niveles de 8-OHdG, 

antioxidantes totales, GSH y SOD se presentan en los promedios con su desviación 

estándar, y fueron analizados mediante un análisis de varianzas, seguido de una prueba de 

Tukey o Dunnet empleando el programa estadístico SPSS/PC versión 15. Los resultados de 

la frecuencia neta de la inducción de MN (NIF), las frecuencias de viabilidad celular, 

apoptosis y necrosis, fueron analizados mediante la prueba de chi-cuadrada utilizando el 

paquete Statistica/PC V 6.0TM (Adler et al., 1998; García-Rodríguez et al., 2001). Para 

todos los análisis se consideró una p<0.05 como significativa.  

 

VII. RESULTADOS  

 

7.1. Efecto del ácido ascórbico y la (-)-epigalocatequina-3-galato 
sobre el daño genotóxico inducido por CrO3 
 

7.1.1. Micronúcleos  

 

En el cuadro 1 se muestran los promedios de MN evaluados de las 0 a las 72 horas cuando 

se administraron los tratamientos de AA, de CrO3 y la combinación de ambos. Se observa 

que la administración sola de AA disminuye los promedios de MN en comparación con los 

MN evaluados a la hora 0 (cuando aún no se administraban los tratamientos). Por el 

contrario, en el grupo tratado con CrO3, se observó un incremento en los promedios de MN 

a las 24 y 48 horas, que resultaron estadísticamente significativos al compararse con el 

grupo testigo y con su propia hora 0. Por su parte, cuando se combinaron los tratamientos 

de AA y de CrO3 se observó una disminución estadísticamente significativa de los 

promedios de MN a las 24 y 48 horas con respecto al grupo tratado solo con CrO3. La 

frecuencia de MN observada a las 48 horas en el grupo combinado también es 
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estadísticamente significativa comparada con el grupo testigo, lo que sugiere que si bien 

hay una protección de daño genotóxico, ésta es parcial. 

 

Cuadro 1. Promedio de MN en ratones Hsd:ICR tratados con CrO3 y AA 

(media ± d.e.) 

 

Tratamiento Dosis 
(mg/kg) 

n Hora MN/ 1000 células                  
(media ± d.e.) 

testigo 0 5 0 
24 
48 
72 
 

0.8  ±  0.6 
0.9  ±  0.7 
0.8  ±  0.6 
0.9  ±  0.7 

AA 100 5 0 
24 
48 
72 
 

1.5  ±  0.9 
0.6  ±  0.6 
1.1  ±  0.5 
0.8  ± 0.6 

CrO3 20 5 0 
24 
48 
72 
 

1.4  ±  0.7 
3.7  ±  1.3a, 
11.5 ± 3.0a,b,c 
1.2  ±  0.3 

AA-CrO3 100-20 5 0 
24 
48 
72 

0.8  ±  0.4 
2.6  ±  1.5 
5.6  ±  2.5 a,b 
1.3  ±  0.6 

a p0.05 vs testigo; b vs hora 0 del tratamiento; c CrO3 vs AA- CrO3 

 

 

A las evaluaciones de MN se les calculó la Frecuencia Neta de Inducción de MN (NIF) 

partiendo de la premisa de que la inducción de MN a la hora 0 de cada grupo es su propio 

testigo, por lo que se les restaron los MN evaluados en la hora 0 a los valores evaluados en 

las siguientes horas (García-Rodríguez et al., 2001). En la figura 6 se muestra el análisis del 

NIF para 10 000 EPC cuando se administraron los tratamientos de AA y de CrO3. Se puede 

observar que en el grupo AA persiste una disminución de las frecuencias de MN, la cual 

resulta estadísticamente significativa en comparación con el testigo, y que esta fue del 60 y 
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47 % a las 24 y 72 horas respectivamente. Por otra parte cuando se administró el 

tratamiento combinado (AA-CrO3) se observó que los porcentajes de disminución de las 

frecuencias de MN con respecto al grupo tratado con Cr (VI) fueron del 16% y del 48% a 

las 24 y 48 horas respectivamente, por lo que se puede decir que la mayor protección del 

AA se presentó a las 48 horas, la cual coincide con la hora de mayor inducción de MN del 

CrO3. 

Fig. 6. Análisis por tiempo y por grupo del NIF de MN, calculado para 10 000 EPC, cuando se administró 

una dosis de 100 mg/kg de AA y 20 mg/kg de CrO3 (a: estadísticamente significativo p<0.05 vs testigo; b: 

estadísticamente significativo p <0.05 vs AA-CrO3). 
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En el cuadro 2 se muestran los promedios de los MN evaluados cuando se administraron 

los tratamientos de EGCG, de CrO3 y la combinación de los tratamientos. Se observó que la 

administración sola de EGCG al igual que la administración de AA no incrementa los 

promedios de MN. El grupo tratado con CrO3, como se describió anteriormente, incrementó 

significativamente los promedios de MN a las 24 y 48 horas. Por su parte el grupo al que se 

administró el tratamiento combinado de EGCG y CrO3 presentó una disminución 

significativa de los promedios de MN a las 48 horas  con respecto a los MN presentes en el 

grupo tratado únicamente con CrO3; sin embargo, este dato sigue resultando 

estadísticamente significativo al comparar con el grupo testigo. En cuanto a las 24 y 72 

horas del grupo combinado, se observó un aumento en los promedios de MN con respecto a 

los MN en el grupo cromo y testigo. 

 

Cuadro 2. Promedio de MN en ratones Hsd:ICR tratados con CrO3 y EGCG 

(media ± d.e.) 

Tratamiento Dosis 
(mg/kg) 

n Hora MN/ 1000 células                  
(media ± d.e.) 

testigo 0 5 0 
24 
48 
72 
 

0.8 ± 0.6 
0.9 ± 0.7 
0.8 ± 0.6 
0.9 ± 0.7 

EGCG 10 5 0 
24 
48 
72 
 

1.2 ± 0.6 
0.8 ± 0.6 
0.9 ± 0.4 
0.8 ± 0.4 

CrO3 20 5 0 
24 
48 
72 
 

1.4 ± 0.6 
3.7 ± 1.3a 
11.5 ± 3.0a,b,c 
1.2 ± 0.3 

EGCG-CrO3 10-20 5 0 
24 
48 
72 

0.8 ± 0.7 
4.2 ± 1.0 a,b 
7.80 ± 2.0a,b 
1.80 ± 0.8 

a p0.05 vs testigo; b vs hora 0 del tratamiento; c CrO3 vs EGCG- CrO3 
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En la figura 7 se muestra el análisis de NIF calculado para las frecuencias de MN evaluadas 

en los grupos de EGCG, CrO3 y combinado. Puede observarse que en el grupo tratado con 

la combinación de los tratamientos EGCG-CrO3, hay una disminución en las frecuencias de 

MN del 28% a la hora 48, mientras que a las 24 y 72 horas hay un incremento en las 

frecuencias de MN, el cual a las 24 horas resulta estadísticamente significativo con el grupo 

testigo. Estos resultados indican que el EGCG presenta un efecto dual, como protector a las 

48 horas  y como inductor de MN a las 24 y 48 horas.  

Fig.7. Análisis por tiempo y por grupo del NIF de MN, calculado para 10 000 EPC, cuando se administró 
una dosis de 10 mg/kg de EGCG y 20 mg/kg de CrO3 (a: estadísticamente significativo p<0.05 vs testigo; b: 

estadísticamente significativo p <0.05 vs AA-CrO3). 
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7.1.2.  8-hidroxi-2'deoxiguanosina 

 

Los niveles de 8-OHdG, se evaluaron además de las frecuencias de MN como un parámetro 

específico de daño oxidante en el ADN. En el cuadro 3 se muestran los niveles de 8-OHdG 

evaluados a la hora 48 del tratamiento, en el cual podemos observar que los grupos a los 

que se le administraron los tratamientos con fitoquímicos (AA y EGCG) presentaron un 

aumento en los niveles de 8-OHdG, que en el caso de la EGCG resulta estadísticamente 

significativo al comprar con el testigo. Por el contrario, en el grupo tratado con CrO3 se 

observó una ligera disminución en el nivel de 8-OHdG, aunque ésta no resulta 

estadísticamente significativa. Cuando se administró el tratamiento combinado de AA-CrO3 

y EGCG-CrO3 el nivel de 8-OHdG aumenta ligeramente, en comparación con el grupo 

tratado únicamente con CrO3 y en el caso de AA-CrO3 también en comparación con el 

grupo testigo, sin embargo este aumento no resulta estadísticamente significativo.   

 

Cuadro 3. Promedio de las concentraciones en plasma de 8-OHdG en ratones Hsd:ICR 

tratados con AA, EGCG y CrO3 (media ± d.e.) 

Tratamiento Dosis 
(mg/kg) 

n Concentración de 8-OHdG 
(media ± d.e.) 

testigo 0 5     8.7   ±   2.5 
AA 100 5    15.8   ±   6.4 

EGCG 10 5      29.8   ± 16.4* 
CrO3 20 5     7.2   ±   3.5 

AA - CrO3 100+20 5     9.2   ±   9.1 

EGCG-CrO3 10+20 5     8.9   ±   6.7 

*p < 0.05 

 

7.1.3. Apoptosis 

 

En la figura 8 se muestran los resultados obtenidos tras realizar el análisis de la apoptosis 

cuando se administraron los tratamientos de AA, CrO3 y la combinación de los 
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tratamientos. Se observa que el número de células apoptóticas se incrementó de forma 

estadísticamente significativa tanto en el grupo AA como el grupo CrO3 en comparación al 

grupo testigo. Cuando se administró el  tratamiento combinado de AA-CrO3 se observó una 

disminución en las frecuencias de células apoptóticas en comparación con el grupo tratado 

solo con CrO3. Ninguno de los tratamientos administrados mostró tener un efecto 

significativo sobre la frecuencia de células apoptóticas tardías. Por otra parte, observamos 

que el tratamiento individual de AA no modificó las frecuencias de células necróticas, 

mientras que en el grupo Cr (VI) se observó un incremento que resultó estadísticamente 

significativo al comparar con el grupo testigo. En el grupo combinado de AA-CrO3 hay una 

disminución de las células necróticas en comparación con el grupo tratado únicamente con 

CrO3, de tal forma que este dato ya no resulta significativo.  
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Fig. 8. a) Frecuencia de células normales y apoptóticas. b) Promedio de células apoptóticas tempranas, 
apoptóticas tardías y necróticas en sangre periférica de ratones tratados con AA y CrO3. *p < 0.05. Se 

evaluaron 200 células nucleadas por ratón. 
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En la figura 9 se muestran los resultados obtenidos cuando se administraron los 

tratamientos de EGCG y CrO3.  Se observa que las células apoptóticas incrementaron en los 

grupos a los que se administraron los tratamientos individuales de EGCG y Cr (VI). En el 

grupo Cr (VI) el aumento resultó estadísticamente significativo. Cuando se administraron la 

combinación de los tratamientos EGCG y CrO3 se observó una disminución en las 

frecuencias de células apoptóticas en comparación con el grupo tratado solo con CrO3. Esta 

disminución fue más notoria que la que se presentó en el grupo combinado AA-CrO3. Los 

tratamientos administrados no mostraron tener efectos significativos sobre la frecuencia de 

células apoptóticas tardías. En cuanto a las células necróticas, podemos observar que el 

tratamiento de EGCG no tiene efecto, mientras que el tratamiento de Cr incrementa 

significativamente la frecuencia de células necróticas. En el grupo EGCG- CrO3 se observó 

que hay una disminución de las células necróticas en comparación con el grupo tratado sólo 

con CrO3. 
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Fig. 9. a) Frecuencia de células normales y apoptóticas. b) Promedio de células apoptóticas tempranas, 

apoptóticas tardías y necróticas en sangre periférica de ratones tratados con EGCG y CrO3. *p < 0.05. Se 

evaluaron 200 células nucleadas por ratón. 
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7.2. Efecto del ácido ascórbico y la (-)-epigalocatequina-3-galato 
sobre el daño citotóxico inducido por CrO3   

7.2.1. Relación de eritrocitos policromáticos / eritrocitos normocromáticos  

 

En el cuadro 4 se muestran los promedios de las frecuencias de EPC con respecto a la 

frecuencias de ENC evaluados de las 0 a las 72 horas en los grupos tratados con AA, CrO3 

y la combinación de los tratamientos. Se observa que ninguno de los tratamientos tiene 

efectos significativos, sin embargo en el grupo Cr (VI) los promedios de EPC son menores 

que los del testigo, lo cual puede ser un indicio de citotoxicidad. Para corroborar un posible 

efecto citotóxico del CrO3, se realizaron evaluaciones de viabilidad celular mediante la 

técnica descrita por García-Rodríguez et al. (2013).  

 

Cuadro 4. Promedio de EPC en ratones Hsd:ICR tratados con AA, CrO3 y dosis 

combinadas (media ± d.e.) 

 

Tratamiento Dosis (mg/kg) n Hora EPC/1000 células  
(media ± d.e.) 

Testigo 0 5 0 
24 
48 
72 
 

37.2 ± 15.6 
36.6 ± 15.1 

            35.4 ±  6.8 
44.0 ± 12.5 

AA 100 5 0 
24 
48 
72 
 

43.2 ± 11.0 
43.4 ± 16.6 
50.6 ± 13.1 

            42.2  ±  6.3 

CrO3 20 5 0 
24 
48 
72 
 

36.8 ±  7.7 
29.0 ±  6.2 
33.2 ±  5.8 
34.2 ± 10.0 

AA-CrO3 100-20 5 0 
24 
48 
72 

40.4 ± 12.2 
33.8 ± 11.9 

            30.2  ±  8.5 
            31.0  ±  4.8 
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En el cuadro 5 se muestran los promedios de las frecuencias de EPC con respecto a la 

frecuencias de ENC, evaluados de las 0 a las 72 horas en ratones tratados con EGCG, CrO3 

y la combinación de los tratamientos. Al igual que con el tratamiento de AA se observa que 

ninguno de los tratamientos incrementa significativamente los promedios de EPC con 

respecto a ENC, en ninguna de las horas evaluadas, sin embargo este parámetro debe 

tomarse con reserva.  

 

Cuadro 5. Promedio de EPC en ratones Hsd:ICR tratados con EGCG, CrO3 y dosis 

combinadas (media ± d.e.) 

 

Tratamiento Dosis (mg/kg) n Hora EPC/1000 células  
(media ± d.e.) 

Testigo 0 5 0 
24 
48 
72 
 

37.2 ± 15.6 
36.6 ± 15.1 
35.4 ±  6.8 
44.0 ± 12.5 

EGCG 10 5 0 
24 
48 
72 
 

29.6 ±  1.5 
33.4 ±  6.6 
35.0 ±  8.7 
33.4 ±  4.2 

CrO3 20 5 0 
24 
48 
72 
 

36.8 ±   7.7 
29.0 ±   6.2 
33.2 ±   5.8 
34.2 ±  10.0 

EGCG-CrO3 10-20 5 0 
24 
48 
72 

29.6 ± 10.4 
35.6 ±  7.9 
38.4 ±  6.2 
41.8 ± 11.0 
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7.2.2. Viabilidad celular 

Los resultados obtenidos de la evaluación de EPC con respecto a los ENC mostraron una 

alta variabilidad en los datos y no hubo diferencias significativas en ninguno de los grupos 

estudiados, por lo cual se realizó la evaluación del daño citotóxico mediante la técnica 

descrita por García-Rodríguez et al. (2013) para viabilidad celular. En la figura 10 se 

muestran los resultados obtenidos del análisis de viabilidad cuando se administraron los 

tratamientos de AA y CrO3.  Se observa que la administración sola de AA no disminuye las 

células viables, mientras que en el grupo tratado con CrO3, se presentó una disminución de 

células viables y un incremento de células no viables que resulta estadísticamente 

significativo al compararlo con el grupo testigo. Cuando se administró el tratamiento 

combinado de AA-CrO3 se observó una ligera disminución de células no viables con 

respeto al grupo tratado solo con CrO3, las cuales ya no resultan estadísticamente 

significativas al compararse con el testigo.  
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Fig.10. Porcentaje de células viables y no-viables, evaluadas en células nucleadas de sangre periférica de 

ratones tratados con AA y CrO3. Significancia *p < 0.05. Se evaluaron 200 células nucleadas por ratón. 
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En la figura 11 se presentan los resultados obtenidos de la evaluación de los grupos EGCG 

y CrO3. Se observa que la administración sola de EGCG no disminuye las células viables, 

sino que por el contrario, se observa un ligero aumento en comparación con el grupo 

testigo. Por su parte el grupo tratado con CrO3, mostró una disminución de células viables y 

un incremento de células no viables que resulta estadísticamente significativo. Cuando se 

administró la combinación de los tratamientos ECGC y CrO3, se observó un incremento en 

el porcentaje de las células viables, así como una disminución de células no viables con 

respeto al grupo tratado solo con CrO3 las cuales ya no resultan estadísticamente 

significativas al compararlas con el testigo. Dicho efecto fue más notorio en el grupo 

combinado, EGCG- CrO3 que en el grupo combinado AA- CrO3. 
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Fig. 11. Porcentaje de células viables y no-viables, evaluadas en células nucleadas de sangre periférica de 

ratones tratados con EGCG y CrO3. Significancia *p < 0.05. Se evaluaron 200 células nucleadas por ratón. 
 



Efecto del AA y EGCG sobre el daño oxidante del ADN del Cr(VI) Gabriela Serrano Reyes 
 

39 
 

7.3. Efecto del ácido ascórbico y la (-)-epigalocatequina-3-galato y 

CrO3  sobre el sistema antioxidante  

En el cuadro 6 se muestran las concentraciones de antioxidantes totales evaluadas a las 48 

horas después de la administración de los tratamientos, en el cual se observa que ninguno 

de los tratamientos mostró efectos significativos. Por lo cual se decidió evaluar el efecto de 

de los tratamientos directamente sobre dos de los principales antioxidantes celulares, uno 

no enzimático, el GSH y la enzima antioxidante SOD.  

 

 

Cuadro 6. Promedio de las concentraciones en plasma de antioxidantes totales en 

ratones Hsd:ICR tratados con AA, EGCG y CrO3 (media ± d.e.) 

 

Tratamiento Dosis 
(mg/kg) 

n Concentración mM de 
antioxidantes totales 

(media ± d.e.) 

testigo 0 5 0.57 ± 0.05 
AA 100 5 0.54 ± 0.06 

EGCG 10 5 0.61 ± 0.07 
CrO3 20 5 0.52 ± 0.05 

AA - CrO3 100+20 5 0.53 ± 0.10 
EGCG-CrO3 10+20 5 0.58 ± 0.03 

 

 

En el cuadro 7 se muestran las concentraciones de GSH evaluadas a las 48 horas después de 

los tratamientos. Se observa que con el tratamiento de AA, el nivel de GSH se disminuye 

ligeramente en comparación con el grupo testigo, mientras en los grupos a los que se les 

administraron los tratamientos individuales de EGCG o CrO3, el GSH mostró un aumento, 

aunque estos datos no resultaron estadísticamente significativos. Por otro lado cuando se 

administraron los tratamientos combinados de fitoquímicos (AA y EGCG) y CrO3 se 

presentó una disminución del nivel de GSH que resulta estadísticamente significativa con el 

grupo tratado únicamente con CrO3 y con el grupo testigo. 

Cuadro 7. Promedio de las concentraciones en plasma de GSH en ratones Hsd:ICR 
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tratados con AA, EGCG y CrO3 (media ± d.e.) 

  

Tratamiento Dosis 
(mg/kg) 

n Concentración en pmol de GSH 
(media ± d.e.) 

Testigo 0 5 228.4 ± 39.9 
AA 100 5 217.6 ± 54.7 

EGCG 10 5 258.6 ± 21.5 
CrO3 20 5 267.6 ± 41.0 

AA-CrO3 100+20 5  118.2 ± 33.2* 

EGCG-CrO3 10+20 5  118.4 ± 48.2* 

*p < 0.05 

 

En el cuadro 8 se muestran los porcentajes de la actividad de SOD evaluados a las 48 horas 

después de la administración de los tratamientos. Se observa que en el grupo tratado con 

AA se presentó una ligera disminución de la actividad de SOD, mientras que en el grupo 

tratado con EGCG no se observan variaciones. Por el contrario en el grupo tratado con 

CrO3 se observó un mayor porcentaje de actividad de SOD en comparación con el grupo 

testigo. Cuando se administró el tratamiento combinado AA-CrO3 y EGCG-CrO3 se 

observó que los porcentajes de actividad de SOD son mayores en comparación con el grupo 

tratado solo con CrO3. Estos datos no resultan estadísticamente significativos.  

 

Cuadro 8. Promedio de los porcentajes de la actividad en plasma de SOD en ratones 

Hsd:ICR tratados con AA, EGCG y CrO3 (media ± d.e.) 

Tratamiento Dosis 
(mg/kg) 

n Actividad de SOD 
(media ± d.e.) 

Testigo 0 5                      72.0 ±  9.7 
AA 100 5 67.7 ± 10.8 

EGCG 10 5 81.8 ± 10.0 
CrO3 20 5 59.9 ± 10.6 

AA - CrO3 100+20 5 63.4  ±  9.5 

EGCG-CrO3 10+20 5 68.7 ± 14.4 
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Cuadro 9. Cuadro comparativo de los parámetros evaluados en ratones Hsd:ICR 

tratados con AA, EGCG y CrO3 (media ± d.e.) 

   
Tratamiento 

media ± d.e. 

MN          
(hora 48) 

Apoptosis 8-OHdG Células viables Antioxidant
es totales 

(mM) 

GSH  
(pmol)  

SOD 
(actividad) 

Testigo 0.8 ±0.6 7.2 ± 3.4 8.7±2.5 182.6 ± 3.9 0.57 ± 0.05 228.4 ± 39.9 72.0 ± 9.7 

AA 1.1 ± 0.5 20.8 ± 9.1 15.8±6.4 167.4 ± 7.5 0.54 ± 0.06 217.6 ± 54.7 67.7 ± 10.8 

EGCG 0.9 ± 0.4 11.0 ± 2.3 29.8 ± 16.4 * 182.4 ± 4.0 0.61 ± 0.07 258.6 ± 21.5 81.8 ± 10.0 

CrO3 11.5 ± 3.0 * 44.2 ± 16.4* 7.2± 3.5 140.0 ± 14.9* 0.52 ± 0.05 267.6 ± 41.0   59.9 ± 10.6 

AA- CrO3 5.6  ± 2.5 * 39.0 ± 15.3* 9.2 ±9.1 147.8  ± 20.0 * 0.53 ± 0.10 118.2 ± 33.2 * 63.4 ± 9.5 

EGCG-CrO3 7.8 ± 2.1 * 19.0 ± 9.0 8.9± 6.7 174.0 ± 11.7 0.58± 0.03 118.4 ± 48.2 * 68.7 ± 14.4 

*p < 0.05 
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VIII. DISCUSIÓN 
 

La exposición a agentes mutágenos incrementa la probabilidad de desarrollar enfermedades 

relacionadas con el daño al ADN como lo es el cáncer. En contraparte, algunos 

componentes de la dieta son considerados un factor importante en la modulación de 

procesos cancerígenos y se ha propuesto como principal vía de protección su capacidad 

antioxidante. De ahí que en el presente estudio se evaluó el efecto de dos potentes 

antioxidantes, el AA y la EGCG, sobre el daño genotóxico y citotóxico inducido por 

metales con potencial cancerígeno como lo son los compuestos de Cr (VI) y su relación con 

la actividad apoptótica, así como con los niveles de antioxidantes totales, de GSH y de 

SOD en ratones de la cepa Hsd:ICR in vivo. Las dosis de AA y de EGCG empleadas en el 

estudio fuero menores a la LD50 para ratones (USP DI, 1999; NLM, 1999).  Estas dosis 

pueden alcanzarse en humanos con la ingesta de 80 porciones de vegetales al día para AA y 

12 tazas de té verde para EGCG (Levine, 2001; Kanwar et al., 2012). 

En estudios previos se ha observado que dosis de hasta 4 g/kg de AA en ratones y de 50 

g/día en humanos, no inducen efectos tóxicos al ser empleados como tratamiento 

experimental anticancerígeno (Chen et al., 2011; Carr et al., 2014). De igual manera, para 

EGCG, se ha reportado que una dosis de 200 mg/kg en ratones y 857 mg en humanos no 

inducen efectos tóxicos (Potenza et al., 2007; Chen et al., 2015). Las dosis de 100 mg/kg de 

AA y de 10 mg/kg de EGCG empleadas en el presente estudio tampoco mostraron signos 

tóxicos aparentes en los ratones. 

El tratamiento de AA redujo la frecuencia basal de MN. Estos resultados corroboran 

estudios previos realizados en nuestro grupo de trabajo en los que también se había 

encontrado que el AA reducía los MN, proponiéndose como mecanismo la neutralización 

de las EROs que se generan en la células de forma espontánea (García-Rodríguez et al., 

2010). De igual manera, se ha observado en humanos que el tratamiento crónico de AA 

(100 mg/kg vía oral) disminuye los MN basales en el epitelio bucal (Abasova et al., 2013). 

Por otra parte, el AA está implicado en los procesos antioxidantes de manera normal, por lo 
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que la administración exógena que se realizó en este estudio posiblemente al incrementar la 

concentración intracelular, pudo disminuir el daño al ADN generado por los RL que se 

originan de forma espontánea en el organismo, mismo que se observó mediante el 

decremento de MN. 

Por su parte, la administración sola de EGCG tampoco incrementó las frecuencias de MN, 

como se esperaba al ser un compuesto presente en el té verde, el cual se asocia con efectos 

benéficos para la salud (Corcoran et al., 2012). En estudios previos de genotoxicidad se ha 

observado que la administración de hasta 1200 mg de EGCG vía oral o su consumo crónico 

no induce daño al material genético mediante la inducción de MN en ratones (Isbrucker et 

al., 2006). Sin embargo, estudios in vitro han reportado que la EGCG puede tener efectos 

genotóxicos en altas concentraciones (10-3) y antigenotóxicos en bajas (10-8 a 10-5 M) 

(Kanadzu et al., 2006). Cabe señalar que estudios de biodisponibilidad reportan que los 

niveles de EGCG en el plasma humano después del consumo de té verde, están por debajo 

de 10-6 M, al igual que en animales después de la ingesta de EGCG pura (Lee et al., 2002; 

Lambert et al., 2006).  

Cuando se administró el CrO3 se observó un incremento en las frecuencias de MN, lo cual 

corrobora el daño genotóxico previamente reportado para los compuestos de Cr (VI) 

(O´Brien et al., 2003; Henkler et al., 2010) y en particular para el CrO3 (García-Rodríguez 

et al., 2001). En el presente estudio se observó que el mayor efecto inductor de MN se 

presentó a las 48 horas, esto puede ser debido a que en general la mayor distribución y 

biotrasformación de los agentes químicos se presenta en esta hora después de su 

administración (Heddle et al., 1983; Hayashi et al., 1990). El mecanismo de daño 

genotóxico de los compuestos de Cr (VI), se ha planteado con base en que estos tienen la 

capacidad de atravesar la membrana celular y dentro de la célula se reducen rápidamente 

por la interacción con moléculas citoplasmáticas a cromo (V), (IV) y (III) el cual tienen 

afinidad con las bases y fosfatos de la cadena de ADN, además de generar EROs en cada 

reducción que pueden inducir rupturas y aductos en la cadena de ADN así como 

entrecruzamientos, y por lo tanto inducir daño mutagénico y cancerígeno (O´Brien et al., 
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2003; Jomova y Valko et al., 2011).  

La administración previa de AA y EGCG redujo las frecuencias de MN con respecto al 

grupo tratado solo con CrO3. En particular el AA reduce la inducción de MN en todas las 

horas evaluadas, mientras que la de EGCG únicamente a la hora 48. Nuestros resultados 

confirman el efecto protector que tiene el AA sobre el daño genotóxico inducido por Cr 

(VI) observado en estudios preliminares (García-Rodríguez et al., 2010). En estudios in 

vivo en los que se ha administrado la misma dosis de AA previo a la exposición a radiación, 

se disminuyen las frecuencias de aberraciones cromosómicas y de MN (Mozdarani y 

Nazari, 2009; Zangeneh et al., 2015). En humanos también se ha observado que el AA 

(1000 g/día) tiene un efecto protector sobre el daño inducido por anfepramona (Silva-

Nunes, 2013). En particular, Xiao et al., (2013) observaron in vitro que el AA disminuye 

los aductos ADN-proteína inducidos por compuestos de Cr (VI). Cabe mencionar que si 

bien el AA es una de las principales moléculas que participan en la reducción intracelular 

del Cr (VI), Wong et al. (2012) mostraron que la reducción de CrO3 activada por AA se 

lleva a cabo más rápido y genera rendimientos de 25 a 80 % menos de moléculas oxidantes 

en comparación con la reducción de Cr (VI) mediada por GSH in vivo. Debido a que el AA 

es considerado un potente antioxidante por su facilidad para donar sus electrones a los RL 

para neutralizarlos y a que después pueden regenerarse, además de que sus moléculas 

intermediarias como el A● son de baja reactividad en comparación con otras ERs 

potencialmente dañinas (Levine, 1999; Padayatty et al., 2003), es posible que la reducción 

del 48% en las frecuencias de MN que observamos, se deba a la capacidad del AA para 

neutralizar las EROs que se generan durante la reducción de Cr (VI) y que generan daño 

genotóxico.  

La disminución de los MN que se presenta con el tratamiento combinado de EGCG-CrO3, 

fue corroborada en el presente estudio. García-Rodríguez et al., (2016) observaron que la 

administración de EGCG en la misma dosis y vía que la empleada en este estudio, 

disminuye los MN inducidos por CrO3. Dicha protección puede deberse a la presencia de 

ocho grupos OH distribuidos en los anillos A y B de la EGCG y a su grupo galato que la 

hacen una de las catequinas con mayor capacidad de donar electrones (Legeay et al., 2015), 
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posiblemente capaz de neutralizar las EROs generadas por Cr (VI). También se ha descrito 

que la EGCG tiene la capacidad de quelar iones metálicos, por lo cual también podría 

actuar directamente sobre el cromo (Morel et al., 1994; An et al., 2014). Sin embargo a las  

24 y 72 horas hubo un incremento de MN por lo cual puede decirse que la EGCG tuvo un 

efecto dual. En estudios in vitro, se ha observado que la EGCG en bajas concentraciones 

(10-8 a 10-7) puede disminuir el daño genotóxico inducido en linfocitos por bliomicina y 

H2O2, mientras que en altas concentraciones (10-6 a 10-4 M) lo incrementa (Kanadzu et al., 

2006). Por otro lado, es posible que por su interacción con el cromo, la EGCG tuviera una 

menor concentración a la hora 48 que en las otras horas de evaluación (24 y 72 horas) y que 

debido a esto el efecto prooxidante solo se observó en las horas de menor inducción de 

cromo y menor concentración de EGCG. Se ha descrito que los polifenoles del té verde en 

cultivos celulares a 37 °C o a un pH alto, sufren reacciones auto oxidativas que resultan en 

la producción de EROs (Hong et al., 2002; Sang et al., 2005). Particularmente se ha 

descrito que además de la temperatura y el pH, la concentración de oxígeno, de 

antioxidantes y de iones metálicos en la células, pueden afectar la estabilidad de la EGCG 

(Byun et al., 2010; Li et al., 2011). Es posible que el efecto inductor de MN que se observó 

a las horas 24 y 72 pueda estar relacionado con variaciones ocasionadas por el CrO3 en la 

concentración de antioxidantes, el pH celular y concentración de iones metálicos que 

pudieron promover la autooxidación de la EGCG y generar metabolitos prooxidantes que a 

su vez inducen MN.  

El aducto 8-oxo-Gua es una de las lesiones oxidativas más frecuentes en el ADN, además 

de que es altamente mutagénico. Sin embargo la mayoría de estos aductos son eliminados 

del ADN por mecanismos tales como BER o NER. Después de que el 8-oxo-Gua se 

elimina, es transportado a la sangre, saliva y orina como 8-OHdG, donde puede ser 

detectado y cuantificado como un producto de reparación, tal como se realizó en este 

estudio (Wu et al., 2004; Singh et al., 2013; Nakabeppu, 2014). Cuando se determinaron 

los niveles de 8-OHdG tanto el AA como la EGCG aumentaron los niveles de 8-OHdG en 

comparación con el grupo testigo. En estudios realizados en humanos, se ha observado que 

el consumo de AA aumenta los niveles de 8-OHdG tanto en el plasma como en la orina. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nakabeppu%20Y%5Bauth%5D
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Por lo que AA probablemente tiene efecto sobre la regulación de las enzimas de reparación, 

lo cual aumenta la tasa de eliminación de 8-OHdG (Cooke et al., 1998). Por otra parte, en 

estudios in vitro se ha observado que el AA aumenta la expresión de la enzima OGG1 que 

repara el aducto 8-oxo-Gua (Singh et al., 2013). En cuanto a la EGCG no hay estudios en 

los que se evalúen los efectos sobre los niveles de 8-OHdG en plasma u orina, aunque se ha 

observado que el consumo de 400 ml de té verde al día incrementan la actividad de OGG1 

en humanos (Ho et al., 2014).  

El incremento de los niveles de 8-OHdG que se observó con la administración de AA y 

EGCG, podría deberse a que estos fitoquímicos activan los mecanismos de reparación del 

aducto 8-OHdG, de manera que la concentración de 8-OHdG en el plasma aumentó como 

un producto de reparación. De ahí que se sugiere que la disminución de MN basales 

observados en el grupo tratado con AA, puede deberse no sólo a la capacidad el AA para 

neutralizar RL, sino también a su efecto sobre la reparación de 8-OHdG. 

La administración del CrO3 disminuye ligeramente los niveles del 8-OHdG en comparación 

con el grupo testigo. En estudios previos realizados en ratas se ha observado que agentes 

como el cisplatino pueden disminuir los niveles de 8-OHdG en orina (De Martinis y 

Bianchi, 2001). Se ha propuesto que bajas concentraciones de metales como el Ni (II), Co 

(II), Cd (II) y As (III) pueden inhibir los sistemas BER y NER (Hartwig et al., 2002). En 

particular se ha observado in vitro que compuestos de Cr (VI) reducen la expresión de 

OGG1 en células de carcinoma (Hodges et al., 2002). Esto podría estar relacionado con los 

niveles de 8-OHdG que se observaron en el grupo tratado sólo con CrO3. Por lo que los 

MN observados con este tratamiento además de ser inducidos por la generación de EROs, 

también pueden persistir debido a la disminución de la actividad de reparación de 8-OHdG. 

Cabe mencionar que en distintas líneas celulares cancerígenas se ha observado que los 

niveles de 8-OHdG se encuentran reducidos, por lo que sería interesante estudiar si la 

supresión que ejercen algunos compuestos metálicos sobre la reparación, pueden constituir 

un mecanismo de los metales como el Cr (VI) en la inducción de carcinogénesis, además de 

la generación de EROs (Maeng et al., 2003; Karihtala, 2011). 
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Cuando se administran ambos tratamientos AA-CrO3 ó EGCG-CrO3 no se observan efectos 

en los niveles de 8-OHdG respecto al testigo, pero sí hay un ligero incremento en 

comparación con el grupo tratado solo con el CrO3. Esto nos permite sugerir que los 

antioxidantes recuperan la posible inhibición de los mecanismos de reparación del CrO3. En 

estudios in vitro se ha observado que el AA también es capaz de recuperar los niveles de 8-

OHdG que habían sido reducidos por el cisplatino (De Martinis y Bianchi, 2001).  

Otro de los criterios que se evaluaron en esta investigación para determinar el efecto de los 

tratamientos sobre el material genético, fue la actividad apoptótica. La apoptosis, es un 

proceso normal en los organismos que puede ser activada como un mecanismo para 

eliminar las células con daño en su material genético, cuando el daño excede la capacidad 

de reparación celular, por lo cual al ser una de las respuestas celulares frente al daño al 

ADN puede ser considerada como un marcador de daño genotóxico (Hayashi et al., 1990; 

Wu et al., 2012; García-Rodríguez et al., 2013). 

La administración de tratamientos condujo a un aumento de células apoptóticas tempranas 

en todos los grupos. Previamente en nuestro grupo de trabajo también se había encontrado 

que la administración sola de EGCG incrementa la frecuencia de células apoptóticas, 

proponiéndose a la apoptosis como un mecanismo de protección, mediante la eliminación 

de las células dañadas genéticamente (García-Rodríguez et al., 2013). En estudios 

realizados en humanos se ha observados que también dosis altas de AA (vía intravenosa) 

pueden mandar a apoptosis a las células cancerígenas (Du et al., 2010; Cieslak y Cullen, 

2015), al igual que la EGCG en estudios in vitro (Roy et al., 2003; Singh y Katiyar, 2013). 

El incremento de células apoptóticas que se observó con ambos fitoquímicos podría 

explicar la disminución de MN basales en el grupo AA y la disminución de células 

necróticas y no viables en el grupo EGCG. 

Por su parte, el incremento de células apoptóticas en el grupo CrO3 confirma las 

observaciones realizadas en nuestro grupo de trabajo cuando se aplicaron dosis de cromo 

iguales a las empleadas en este estudio (García-Rodríguez et al., 2014). Resultados 
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similares se han observado en estudios in vitro en distintos tipos celulares (Hayashi et al., 

2004; Das et al., 2015). El daño al ADN y la alteración de los estados oxidativos 

intracelular tienen el potencial para desencadenar o sensibilizar una célula a la apoptosis. 

Por lo tanto, las EROs generadas a partir de Cr (VI) durante su reducción, pueden jugar un 

papel importante en la vía de señalización de apoptosis (Hayashi et al., 2004; García-

Rodríguez et al., 2013). Así mismo el incrementó de células con MN y la disminución de 

los niveles de 8-OHdG generados por el CrO3 muestran que el cromo causa daños 

irreversibles en el ADN, que pueden conducir a las células a la apoptosis. Si bien la 

apoptosis es un mecanismo importante para el mantenimiento de una población de células 

funcionales y sanas, hay un margen de actividad apoptótica que si se rebasa puede conducir 

a errores que permiten a las células dañadas escapar de la muerte celular y proliferar, lo 

cual podría ser un factor importante en la carcinogénesis que se ha observado en personas 

expuestas al cromo. 

Cuando el AA y el EGCG se administraron antes de la inyección de CrO3, el número de 

células apoptóticas disminuyó en comparación con el grupo tratado solo con CrO3. Esto 

puede estar relacionado con la disminución de MN que se presentó en los grupos 

combinados, sugiriendo que al haber menos células con daño al ADN, menos células son 

enviadas a apoptosis. En estudios previos in vivo realizados en ratas y en humanos se ha 

observado que la administración de AA puede disminuir las células apoptóticas inducidas 

por agentes genotóxicos, como el plomo y la anfepramona (Khordad et al., 2013; Silva-

Nunes et al., 2013). Particularmente en estudios in vitro, el AA disminuyó la frecuencia de 

células apoptóticas inducidas por Cr (VI) y la translocación de p53 a la mitocondria (Banu 

et al., 2011). Por otra parte Zou et al. (2014) mostraron que la EGCG disminuye las células 

apoptóticas incidas por cisplatino en ratones. En estudios realizados in vitro, también se ha 

observado que la EGCG disminuye las células apoptóticas y el daño genotóxico inducido 

por cadmio (An et al., 2014). 

Cuando se evaluó la citotoxicidad mediante la relación de EPC con respecto a los ENC, a 

pesar de que hay una disminución de EPC solo en el grupo tratado con CrO3 no se observan 

efectos significativos. Si bien la OECD (1997) indica que al realizar la prueba de MN se 
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determine también la frecuencia de EPC/ENC, este parámetro debe tomarse con reserva, 

debido a que cuando un compuesto causa muerte celular, pueden activarse también los 

mecanismos de división celular y por lo tanto enmascarar el efecto (Krishna et al., 1986; 

Hayashi et al., 2000). Para corroborar la citotoxicidad se realizó la evaluación de viabilidad 

celular empleando la técnica de NA/BE modificada por García-Rodríguez et al. (2013). Al 

realizar este análisis, se observa una disminución significativa en las células viables del 

grupo tratados con el CrO3, que es consistente con el aumento de células necróticas que se 

observó en este grupo. En estudios realizados en humanos y en ratones a los cuales se les 

trató con hasta 100 g de AA (vía intravenosa), no se ha reportado que el AA disminuya la 

viabilidad celular en el tejido sano (Chen, 2008; Du et al., 2012). De igual manera, en 

estudios in vitro se ha observado que concentraciones de AA, 10 veces mayores a las 

concentraciones fisiológicas normales (100 µM) no disminuye la viabilidad celular (Jin et 

al., 2014; Chang et al., 2015). En cuanto a la EGCG se ha observado que la administración 

de dosis más altas a las que usamos en este estudio (85mg/kg, vía oral o i.p.) tampoco 

inducen efectos citotóxicos en ratones (Fiorini et al., 2005), al igual que el tratamiento con 

100 µmol/L de EGCG en cultivos de la línea celular PC12 (Crispo et al., 2010).  

Cuando se administraron los tratamientos combinados, AA-CrO3 y EGCG-CrO3 se observó 

un incremento en el porcentaje de las células viables con respecto al grupo tratado solo con 

CrO3. En estudios previos realizados in vitro, también se observó que la administración de 

AA tiene un papel protector en la reducción de la viabilidad celular inducida por la 

cipermetrina y mancozeb (Cota et al., 2004; Pavlovic et al., 2015). Mientras que, en 

estudios in vitro se ha observado que la EGCG en concentraciones de 100 µM protege del 

daño citotóxico inducido por Cr (VI) (Wu et al., 2012) y que puede minimizar los efectos 

de otros agentes como la radiación ionizante (Zhu et al., 2014). De ahí que, se sugiere que 

el AA y la EGCG son capaces de proteger o modular no solo el daño genotóxico sino 

también del daño citotóxico inducido por compuestos de Cr (VI) in vivo.  

No se observaron efectos significativos al evaluar los antioxidantes totales presentes en el 

plasma mediante el método ABTS. Esto pudo deberse a que la homeostasis redox se 

mantiene por un sistema complejo donde el cambio en la concentración de un antioxidante 
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puede ser compensado por otro (Benzie y Strain, 1999; Marim et al., 2015). Sin embargo, 

al evaluar el nivel de GSH, se observó una ligera disminución con el tratamiento de AA y 

un ligero aumento tanto en el grupo EGCG como en el grupo Cr (VI), mientras que con los 

tratamientos combinados de AA-CrO3 y EGCG-CrO3 se observó una disminución 

significativa. El GSH junto con las enzimas que participan en su ciclo redox, forman uno de 

los principales sistemas de defensa antioxidante celular ya que disminuyen la concentración 

de H2O2 y de lipoperóxidos (L-OOH). El GSH también puede participar en la 

detoxificación de xenobióticos y tiene interacciones sinérgicas con otros antioxidantes. 

Particularmente se ha descrito que el GSH es necesario en la regeneración directa del AA a 

partir de DHA y en su regeneración enzimática por acción de las Trx o glutarredoxina, que 

son dependientes de GSH (Du et al., 2012). En estudios previos realizados en eritrocitos 

humanos se ha observado que durante el reciclaje del AA las concentraciones de GSH, 

NADPH y NADH, disminuyen, sin que esta disminución cause EOx (May et al., 2001), lo 

cual pudo haberse presentado en nuestro estudio luego de que el AA neutralizara los RL, 

como propusimos para explicar la disminución de MN en el grupo AA. Por su parte el 

aumento de GSH que se presentó con la EGCG sugiere que puede activar la síntesis de 

moléculas del sistema antioxidante endógeno como lo es el GSH. En estudios previos se ha 

observado que la administración de EGCG vía i.p. ó su consumo crónico aumenta el nivel 

de GSH en ratones (Fiorini et al., 2005). En general se ha propuesto que el consumo de una 

dieta suplementada con polifenoles, aumenta los niveles de GSH y de las enzimas de este 

sistema (Mohan et al., 2005). Por otra parte sabemos que las células cuentan con distintos 

mecanismos para responder a estresores químicos, uno de estos mecanismos es la síntesis 

de moléculas involucradas en la defensa antioxidante (Schlesinger et al., 1982; Lindquist, 

1986), por lo cual sugerimos que el aumento de GSH que se observó en el grupo Cr (VI) 

pudo ser debido a un aumento en su síntesis como respuesta al EOx inducido por el Cr O3. 

En estudios previos realizados en ratas y peces se ha observado que los niveles de GSH 

aumentan después de la administración de otros compuestos de Cr (VI) (dicromato de sodio 

y dicromato de potasio) (Standeven y Wetterhahn, 1991; Kumar et al., 2013). Por otra parte 

los niveles celulares de GSH están regulados no solo por el control de sus tasas de síntesis y 

de exportación, sino también por su agotamiento (Uhlig y Wendel, 1992; Bellatori et al., 
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2009), por lo cual es posible que la disminución de los niveles de GSH que observamos en 

los grupos combinados se deba a que el AA y la EGCG incrementaron la utilización de 

GSH, llevándolo a su agotamiento.  

De modo que el efecto protector del AA y la EGCG que se observó sobre el daño 

genotóxico y citotóxico inducidos por el CrO3 en este estudio, pueden deberse no solo a la 

capacidad de estos compuestos para neutralizar RL, sino también a una activación de los 

mecanismos en los que participa el GSH, principalmente en la neutralización de H2O2, el 

cual junto con el Cr participa en reacciones tipo Fenton donde se produce el radical OH● 

(Assady et al, 2011).  

Los niveles de SOD también tuvieron efectos diferentes en el grupo AA y EGCG, ya que 

en el grupo AA hubo una ligera disminución, mientras que en el grupo EGCG un aumento. 

Por su parte los niveles de SOD disminuidos en el grupo CrO3 se recuperaron con la 

administración previa de AA o EGCG. Se ha descrito que la regeneración de AA puede 

afectar los niveles de antioxidantes endógenos (Konigsberg, 2008) por lo cual es posible 

que la disminución de SOD en este estudio, al igual que la de GSH, esté relacionada con la 

regeneración de dicho antioxidante. En otros estudios realizados en humanos también se ha 

observado que el consumo crónico de AA disminuye la actividad de SOD en eritrocitos 

durante el periodo de suplementación (Brennan et al., 2000). Cabe destacar que si bien 

observamos una disminución de SOD con el tratamiento de AA, esta no fue significativa, 

además de que se ha reportado que sólo la disminución crónica en la actividad de SOD está 

implicadas en estados patológicos (Weydert y Cullen, 2010). Por otra parte en estudios in 

vivo se ha mostrado que la administración crónica de EGCG aumenta la actividad de SOD 

en ratas (Sheng et al., 2007; Ran et al., 2008), al igual que como ocurrió en el presente 

estudio con una dosis aguda, que sugiere que la EGCG además de neutralizar RL, también 

puede activar las defensas antioxidantes enzimáticas (SOD) y no enzimáticas (GSH) como 

parte de su actividad antioxidante. En cuanto al grupo tratado con CrO3, en estudios in vivo 

se ha observado que los compuestos de Cr (VI) en dosis incluso menores a las que se 

empelaron en este estudio disminuyen la actividad de SOD en sangre de ratas (Bosgelmez y 

Güvendik, 2004; Balakrishnan et al., 2013). Sin embargo también se ha observado que la 
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administración crónica de Cr (VI) aumenta los niveles de SOD en el hígado (Patlolla et al., 

2009). La diferencia entre estos resultados y los nuestros puede deberse al tejido en el que 

se midió la actividad de SOD y al tiempo de exposición al Cr (VI). En otros estudios se ha 

observado que el consumo de metales pesados en el agua: Pb, Hg, Cd y Cu, pueden 

disminuir los niveles de SOD en tejidos de riñón y testículos de ratones (Al-Attar, 2011). 

La enzima SOD es uno de los antioxidantes enzimáticos intracelulares más importante, ya 

que cataliza la dismutación del radical O2
●- en H2O2 y O2, de ahí que planteamos que la 

disminución de SOD en el grupo Cr (VI) puede deberse a su agotamiento durante la 

neutralización del O2
●-, que se genera por la reducción de Cr (VI). Así mismo la 

recuperación de los niveles de SOD que se observó con los tratamientos combinados, 

podría ser un mecanismo de protección importante ya que si bien el O2
●- no interactúa 

directamente con el ADN, si puede participar junto con el Cr en la reacción de Haber-Weiss 

donde se genera OH●. En otros estudios in vivo se ha observado que la administración de 

AA recupera la actividad de SOD que había sido disminuida por la exposición a cisplatino 

y pilocarpina en ratas (Ajith et al., 2007; Santos et al., 2009). Así mismo, se observó que la 

EGCG es capaza de restablecer la actividad de SOD que había sido disminuida por 

exposición a radicación en ratas y ratones (Kim et al., 2002; Chen et al., 2014). Se ha 

sugerido que los extractos de té verde pueden normalizar los niveles de SOD disminuidos 

por etanol en el hígado de ratones, debido a su alto contenido de EGCG (Skrzydlewska et 

al., 2002). 
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IX. CONCLUSIONES Y COMENTARIOS FINALES 

 La administración de CrO3 induce daño genotóxico y citotóxico ya que incrementó 

la frecuencia de MN, células apoptóticas y necróticas, además de que disminuyó la 

viabilidad celular así como los niveles de 8-OHdG.  

 La administración de AA y de EGCG no inducen daño genotóxico ni citotóxico ya 

que no incrementan las frecuencias de MN, células necróticas y células no viables. 

 La administración de AA y de EGCG incrementaron los niveles de 8-OHdG en 

sangre periférica, lo que se sugiere que incrementan la reparación de los aductos 8-

oxo-Gua.  

 La administración sola del tratamiento con AA disminuye la frecuencia de MN, lo 

cual pudo deberse a la neutralización de los RL, y  por la eliminación de las células 

dañadas que se indujeron a apoptosis.  

 La administración sola de la EGCG disminuye las células no viables basales, lo cual 

pudo deberse a la neutralización de los RL y por lo tanto hay menor toxicidad 

celular. 

 La administración previa de los antioxidantes protege del daño genotóxico y 

citotóxico inducido por el CrO3, ya que se presentó una disminución en las 

frecuencias de MN a las 48 horas en el siguiente orden: AA (48.2 %) > EGCG 

(28.2%), una disminución de células apoptóticas y necróticas así como un aumento 

de la viabilidad celular disminuida por el CrO3. El AA y la EGCG recuperaron los 

niveles de 8-OHdG disminuidos por el CrO3. 

 La administración del EGCG previa al tratamiento de CrO3 presenta un efecto dual, 

ya que se disminuyó la frecuencia de MN a las 48 horas y se incrementan a las 48 y 

72 horas, por lo que se sugiere que la EGCG presenta un efecto anti y prooxidante. 
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 Ninguno de los tratamientos presentó efectos sobre los antioxidantes totales. Al 

administrar el CrO3 se incrementaron los niveles de GSH, que puede deberse a un 

aumento en su síntesis, mientras que la actividad de la SOD disminuyó 

posiblemente por su agotamiento durante la neutralización de RL. El AA disminuyó 

los niveles de GSH y SOD, probablemente por su participación en la regeneración 

de DHA a AA, mientras que la EGCG los aumentó sugiriendo que puede activar 

ambos antioxidantes endógenos.  

 La administración de los tratamientos combinados disminuyó los niveles de GSH y 

aumentó los niveles de SOD, posiblemente por un incremento en la utilización de  

GSH y a una activación de la síntesis de SOD.  

 

 

HIPÓTESIS: 

<<  Si el AA y la EGCG tienen una alta capacidad antioxidante y los compuestos de Cr 
(VI) son capaces de generar EOx, entonces se espera que la administración in vivo del AA 
y la EGCG a ratones tratados con CrO3 disminuyan las frecuencias de MN mediado por la 
apoptosis, y que restablezcan los niveles del 8-OHdG, los antioxidantes totales, el GSH y la 

SOD  >> 
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