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RESUMEN

En la busqueda de sustancias con propiedades protectoras de dafo al ADN se han preferido a
los productos derivados de plantas. El estudio de estas sustancias protectoras es de
importancia debido al incremento de la exposicion de las poblaciones humanas a agentes
inductores de dafio genético. El té verde (Camellia sinensis) es una bebida rica en
antioxidantes (flavonoides) y se le han atribuido efectos benéficos para la salud. Por otra
parte, se ha descrito que los compuestos de cromo (V1) generan estrés oxidante y se les ha
relacionado con dafio genotdxico y con la induccion de algunos tipos de cancer. En este
estudio se evaluaron los efectos del té verde al ser administrado durante diez dias por via
oral y los efectos de dos de los principales flavonoides (quercetina y rutina) sobre el dafio
genotdxico y citotdxico inducidos por el triéxido de cromo (CrOs). Se empleé la técnica de
micronucleos (MN) para evaluar el dafio genotdxico. Grupos de 5 ratones hembra de la cepa
CD-1 fueron tratados de la siguiente manera: a) Grupo testigo, al cual se le administro agua
potable ad libitum; b) Grupo té verde, al cual se le administré durante 10 dias infusiones de
té verde (3 g en 100 ml de agua) ad libitum; c) Grupo rutina, al que se les administro
625mg/kg (dos dosis) por via i.p.; d) Grupo quercetina, al que se les administro 100mg/kg por
via i.p.; e) Grupo rutina-quercetina, el cual fue tratado simultdneamente con una sola dosis
de quercetina (100mg/kg) via i.p. y dos dosis de rutina (625mg/kg) via i.p.; f) Grupo CrOs3, el
cual fue tratado con una dosis de CrOs (20 mg/kg) por via i.p.; g) Grupo té verde-CrOs, en el
cual se combinaron los tratamientos del grupo té verde y en el dia diez de tratamiento se les
aplicé el CrOs; h) Grupo rutina-CrO;, se combinaron los tratamientos de rutina y CrOs, i)
Grupo quercetina-CrOs, se combinaron los tratamientos de quercetina y CrOs; j) Grupo
rutina-quercetina- CrOs, se combinaron los tratamientos rutina-quercetina y CrOs;. Se
tomaron muestras de sangre periférica de la vena caudal cada 24 h después desde la
administracion de los tratamientos. Las muestras se analizaron bajo un microscopio de
fluorescencia para identificar la presencia de MN en eritrocitos policromaticos (EPC). Los
resultados obtenidos muestran que la administracion de té verde durante diez dias como
Unica fuente de liquidos, asi como la administracién de rutina, quercetina de manera
independiente y simultdnea no incrementan las frecuencias de MN. La administracién del
CrOs incrementd la frecuencia de MN de manera estadisticamente significativa lo cual
corrobord el dafio genotdxico de los compuestos de Cr (VI). Cuando se combinaron los
tratamientos de té verde y flavonoides con CrOs se disminuyd el dafio genotdxico inducido
por el tratamiento de CrOs, ya que se redujeron las frecuencias de MN (hora 48) en el
siguiente orden: rutina (82%) > quercetina (53%) > té verde (47%). Esto puede estar
relacionado con el potencial de los tratamientos para neutralizar las ERO’s y RL generados
por la reduccién del Cr (VI) a Cr (lll). Cuando se combinaron los tratamientos de quercetina y
CrOs se present6 un efecto dual, ya que a las 24 y 72 horas se disminuyeron las frecuencias
de MN, pero a las 48 horas se incrementaron, lo que sugiere un efecto anti y prooxidante.



La co-administracion de rutina y quercetina previo a la administracion del CrOs; no
incremento la proteccidén observada con la administracién independiente de cada uno de los
tratamientos.

Finalmente, la administracion de los tratamientos no modificaron las frecuencias de EPC con
respecto a los ENC, por lo que no presentan efectos citotoxicos evaluados con este
parametro.
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I. INTRODUCCION

La exposicidn de las poblaciones humanas a diferentes agentes xenobidticos ha generado un
interés en el uso de suplementos dietéticos, particularmente productos derivados de plantas,
debido a que se ha mostrado que existe una relacién inversamente proporcional entre el
consumo de vegetales y la incidencia de cancer (Surh y Ferguson, 2003). El estudio de
sustancias con propiedades protectoras 6 moduladoras del dafio al ADN, surge como una
opcién complementaria a los estudios de genotodxicidad, ya que al conocer los mecanismos
de proteccion se pueden generar alternativas para contrarrestar los efectos de los agentes
inductores de dafio genotdxico (Garcia-Rodriguez y Altamirano-Lozano, 2007). De ahi que se
proponga el uso de antimutagenos y anticancerigenos que se encuentran en la dieta como
un procedimiento para prevenir el cancer y algunas enfermedades genéticas en los humanos
(Surh y Ferguson, 2003; Ferguson, 2004; Diaz, 2008).

Se ha encontrado que las frutas, los vegetales y algunos tipos de cereales tienen un alto
contenido de componentes con propiedades antioxidantes, por lo que se ha propuesto que
su consumo puede contribuir a neutralizar la accidon de los Radicales Libres (RL) generados
por el Estrés Oxidante (EO) (Pineda et al., 1999; Molina, 2009). Particularmente, al té
(Camellia Sinensis) se le han atribuido propiedades antioxidantes, las cuales son derivadas
principalmente de los componentes polifenolicos que posee (Arencibia et al., 2003).

1. Té verde y sus componentes antioxidantes

El té, es una bebida hecha a partir de las hojas secas de Camellia sinensis, esta planta a sido
cultivada por muchos afios y sus hojas que primeramente fueron usadas con fines
medicinales se ha convertido en una de las bebidas mas populares consumidas
mundialmente (Stavric et al., 1996; Yang et al., 2007). El té es un componente polifenolico
natural y dependiendo de los procesos de produccién, se le puede encontrar en tres tipos:
verde (no fermentado, mediante la inactivacion de la enzima polifenol oxidasa), oolong o
blanco (semi-fermentado) y negro (fermentado); de los cuales el té verde es el que posee la
mayor cantidad de polifenoles (30%), seguido del té negro (5%) y el té oolong (4.5%). (Rijken
etal., 2002; Chandra, 2010).

La composicion del té verde se ha estudio por muchos afios y se ha reportado que las
catequinas son los polifenoles que se encuentran en mayor proporcién, incluyendo las (-)-
epigalocatequina-3-galato (EGCG), (-)-epicatequina-3-galato (ECG), (-)-epigalocatequina
(EGC), (-)-epicatequina (EC), (+)-galocatequina (GC), (+) catequina, que en conjunto pueden
constituir el 30% del peso seco de las hojas. El té verde también contiene acido galico y otros
acidos fenodlicos como acido clorogénico, cafeina y otros flavonoles como son el kaemferol,
miricetina, quercetina, rutina; acidos quinicos, carotenoides, lignina, proteinas, clorofilinas,
minerales y cantidades muy pequenas de otras metilxantinas como teofilina, teobromina y
teanina (Dufresne y Farnworth, 2001; Srinivasan et al., 2008; Chandra, 2010).
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En diversos estudios epidemioldgicos y experimentales se ha observado que el consumo de
té tiene efectos beneficos en la salud, debido a su gran cantidad de polifenoles que le
atribuyen su gran actividad antioxidante; se ha observado que contribuye en la disminucion
del desarrollo de algunos tipos de cancér, aterosclerosis, cardiopatias y enfermedades
neurodegenerativas entre otras (Stavric et al., 1996; Chandra et al., 2005; Singh et al., 2010).
Se le ha asociado también con actividad antimutagénica y anticarcinogenica; asi como con
propiedades de neuroproteccién (Guo et al., 2005). Se ha observado que la actividad
antioxidante que presenta el té verde se debe principalmente a las catequinas (EGCG, ECG,
EGC, EC, GC).Sin embargo la quercetina, el kaemferol, la miricetina y sus glucésidos, los
flavonoles mds importantes, se les ha asociado también con actividad antimutdgena en
estudios in vitro e in vivo (Dufresne y Farnworth, 2001; Rijken et al., 2002). Recientemente,
se ha encontrado en estudios epidemioldgicos que el consumo de esta bebida puede inhibir
o reducir la iniciacién, promocién y progresion de cancer de estémago, asi como de la
cavidad oral, de pulmén y de eséfago (Srinivasan et al., 2008).

Numerosos estudios in vivo han indicado que los polifenoles del té verde inhiben la
tumorogénesis inducida por quimicos. El té y sus constituyentes han mostrado también
inhibir la carcinogénesis en la piel, pulmén, eséfago, estémago, higado, intestino delgado,
pancreas, colon y glandulas mamarias; asi como inhibir los estados de iniciacién, promocién y
progresion de la carcinogénesis (Lambert y Yang, 2003).

1.1 Polifenoles

Muchos de los beneficios que se le han atribuido al té verde, incluyendo la proteccion para
enfermedades cardiovasculares y cancer, son atribuidas principalmente a la presencia de
polifenoles (Chandra et al., 2005).

El té es un componente polifenélico natural, consumido por cerca de las dos terceras partes
de la poblacion mundial. De los varios tipos de té existentes, el té verde contiene
relativamente la mayor cantidad de polifenoles, los cuales consisten en mondmeros de
flavanoles, mejor conocidos como catequinas; sin embargo el té verde también contiene
acidos fendlicos y flavonoles como el kaemferol, miricetina, quercetina y rutina (Chandra,
2010).

Los polifenoles son compuestos fendlicos que presentan un numeroso grupo ampliamente
distribuido en la naturaleza. Los compuestos fendlicos poseen una estructura quimica
especialmente adecuada para ejercer una accién antioxidante, son captores de RL
neutralizando Especies Reactivas de Oxigeno (ERQ’s), presentan degeneracién de atomos de
hidrogeno y quelacion de iones metalicos; son multifuncionales y agentes reductores (Gracia,
2006).
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Se han descrito mas de 8000 polifenoles distintos que pueden clasificarse en diferentes
grupos en funcidon del nimero de anillos fendlicos que contienen y el tipo de sustituyente
unido a estos anillos. Las principales clases de polifenoles por ser los mas ampliamente
distribuidos en los alimentos son: flavonoides, acidos y alcoholes fendlicos, estilbenos vy
lignanos (Rijken et al., 2002; Diaz, 2008).

Los flavonoides, uno de los dos grandes grupos de compuestos fendlicos, son un grupo
extenso de compuestos derivados del benzo-a-pireno; son pigmentos naturales ampliamente
distribuidos en plantas (principalmente en las hojas), frutas, verduras y en diversas bebidas
como el té y el vino; protegen al organismo vegetal del dafio producido por agentes
oxidantes, como los rayos ultravioletas, la polucién ambiental, etc., los flavonoides
responden a la luz controlando los niveles de las auxinas (hormonas vegetales) reguladoras
del crecimiento, intervienen en la diferenciacién y potencian la polinizaciéon al conferir
coloracién; representan componentes sustanciales de la parte no energética de la dieta
humana. Estan compuestos de dos anillos fenilos (A y B), ligados mediante un anillo pirano
(heterociclico) (C) (Figura 1) (Martinez-Flérez et al., 2002; Escamilla et al., 2009).

Figura 1. Estructura bdsica de los flavonoides (Tomado de Florez et al., 2002)
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Tres caracteristicas estructurales, de los flavonoides, son importantes para su funcion: a) La
presencia en el anillo B de la estructura catecol u O-dihidroxi; b) La presencia de un doble
enlace en posicidn 2,3; c) La presencia de grupos hidroxilo en posicion 3 y 5 (Martinez-Flérez
et al., 2002). En funcidén del estado de oxidacion de la cadena de atomos de carbono y a las
variaciones del pirano (C), los flavonoides pueden dividirse a su vez en diferentes subclases,
siendo las mas representativas: los flavonoles representados por la quercetina, que posee un
grupo carbonilo en posicion 4 y un grupo hidroxido (-OH) en posicion 3 del anillo C; flavonas
como la diosmetina, que poseen un grupo carbonilo en posicidn 4 del anillo C y carecen del
grupo -OH en posicion C3; antocianidinas que tienen unido el grupo -OH en posiciéon 3 que
ademas poseen un doble enlace entre los carbonos 3 y 4 del anillo C; flavanoles (catequinas y
proantocianidinas) con un grupo -OH en posicién 3 del anillo C; asi como las flavanonas e
isoflavonas. Generalmente, los flavonoides pueden encontrarse asociados a distintos
carbohidratos o acidos organicos, aunque ocasionalmente se pueden encontrar en forma de
aglicona en las plantas (Figura 2) (Floréz et al., 2002; Escamilla et al., 2009; Granado, 2010).

0

OH

Antocianidina

Flavanol
Flavonoide

Flavona Flavonol

Figura 2. Principales flavonoides (Tomado de Florez et al., 2002)
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La actividad de los flavonoides como antioxidantes depende de las propiedades redox de sus
grupos hidroxifénolicos y de la relacion estructural entre las diferentes partes de la
estructura quimica. Esta estructura basica permite una multitud de patrones de sustitucidon y
variaciones en el anillo C, por lo que se ha propuesto que estos compuestos pueden proteger
contra el EO de hecho, se ha observado que las poblaciones que consumen productos ricos
en flavonoides presentan menores afecciones cardiovasculares (Martinez-Florez et al., 2002;
Rijken et al., 2002). Por otra parte se ha propuesto como mecanismo antioxidante de los
flavonoides la captura del oxigeno reactivo (en forma de aniones superéxidos [0,], radicales
hidroxilos [OH"], perdxidos lipidicos o hidroperdxidos [ROO-]) (Diaz, 2008).

Los flavanoles estan presentes en la naturaleza en forma de mondmeros (catequinas) (Figura
2) y de polimeros (proantocianidinas o taninos condensados). A diferencia del resto de los
flavonoides, los flavanoles son los Unicos que no aparecen en forma glucosilada en los
alimentos y se distinguen dos clases:

i) Las catequinas se encuentran en frutas como los albaricoques y cerezas (hasta 250
mg/kg) y en bebidas como en el vino tinto (hasta 300 mg/l), si bien las principales
fuentes de catequinas son el té verde (hasta 800 mg/l) y el chocolate (hasta 600
mg/l). La catequina y EC son los flavanoles mas comunes en las frutas, mientras que
las galocatequinas, EGC y EGCG, se encuentran en algunas semillas de leguminosas,
uvas y principalmente en el té (Arts et al., 2000).

ii) Las proantocianidinas son los flavanoles responsables del caracter astringente de
algunas frutas (uvas, manzanas, bayas, etc.) y bebidas (vino, sidra, té, cerveza, etc.),
asi como del amargor del chocolate (Rasmussen et al., 2005). Dada la dificultad para
evaluar el contenido de proantocianidinas en los alimentos por su amplio rango de
estructuras y pesos moleculares, los Unicos datos disponibles en la literatura se
refieren a los dimeros y trimeros de catequinas, que son tan abundantes como las
propias catequinas (De Pascual et al., 2000; Manach et al., 2004).

En la actualidad, existen pocos datos disponibles sobre la ingesta diaria de los polifenoles.
Esta estimacion se ha llevado a cabo mediante cuestionarios sobre la dieta en los que se
refleja que la ingesta de estos compuestos es muy variable y depende en gran medida de los
habitos y preferencias de la poblacién. Ademas, se ha de mencionar que la mayoria de estos
datos se han obtenido a partir del analisis de las agliconas de los principales polifenoles
presentes en aquellos alimentos vegetales mas ampliamente consumidos tras la hidrélisis de
los glicdsidos y los ésteres (Cliffor, 2004). En este sentido, la ingesta de los flavonoles y
flavonas es la mas estudiada, dado que son los flavonoides mas faciles de determinar; la
ingesta promedio se situa entre los 20 y 26 mg/dia. Excede por tanto a la de otros
antioxidantes en la dieta, tales como el beta-caroteno (2-3 mg/dia) y la vitamina E (7-10
mg/dia) y es igual, aproximadamente, a un tercio de la vitamina C (70-100 mg/dia) (Hertog
et al, 1992; Kimira et al., 1998; Martinez-Flérez et al., 2002). Aunque los habitos
alimenticios son muy diversos en el mundo, el valor medio de ingesta de flavonoides se
estima como 23 mg/dia, siendo predominantes los flavonoles especialmente la quercetina
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(Martinez-Flérez et al., 2002). En los paises asiaticos, que son los que mas consumen té, se
ha calculado que el consumo diario de polifenoles es de 25-40 mg/dia. Por su parte, los
Estados Unidos (EEUU), que presentan un bajo consumo de té por lo que el consumo de
flavonoides lo aportan otros componentes de la dieta, ricos en estos compuestos y se ha
calculado de alrededor de 1 mg/dia (Kuhnau, 1976; Tieppo et al., 2007). En México no hay
estudios al respecto.

1.1.1 Biodisponibilidad y metabolismo

La biodisponibilidad puede describirse de distintos modos. Una definicién muy aceptada
expone que es la proporcion de nutrientes que se digiere, absorbe y metaboliza a través de
una ruta normal (Srinivasan, 2001).

El concepto de biodisponibilidad cobra una gran importancia, dado que los polifenoles mas
abundantes no siempre son los mas activos en el organismo, ya sea porque tienen una
menor actividad intrinseca, su absorcion en el intestino es baja, son altamente
metabolizados o se excretan rdpidamente (Srinivasan, 2001; Manach et al., 2004).

En general, el metabolismo de los polifenoles se produce a través de una secuencia de
reacciones comun para todos ellos (Manach et al., 2004), que es similar a la detoxificacién
metabdlica que sufren muchos xenobidticos para reducir su potencial efecto citotdxico,
incrementar su hidrofilicidad y facilitar su eliminacién urinaria o biliar. Los estudios llevados
a cabo en animales de experimentacion han demostrado que determinados polifenoles
como la quercetina, daidzeina o genisteina, pero no sus glucdsidos, pueden ser absorbidos
directamente en el estémago (Piskula et al.,, 1999; Crespy, 2002), al igual que algunas
antocianidinas (Talavera, 2003) o acidos fendlicos como el acido clorogénico (Lafay, 2006).
Sin embargo, el resto de los polifenoles, que en su mayoria resisten la hidrdlisis acida del
estdmago, llegan intactos al intestino delgado donde sdlo las agliconas, algunos acidos
hidroxicinamicos conjugados y unos pocos glicdsidos pueden ser absorbidos directamente
(Lee, 1995; Olthof et al., 2000; Nardini et al., 2002; Olthof et al., 2003).

El estado de glucosilacion de los polifenoles influye sobre su absorcidn en el intestino, ya
gue previamente han de ser hidrolizados por las enzimas intestinales como la lactasa-
floridcina hidrolasa (hidrdlisis extracelular) o la 3 -glucosidasa (hidrélisis intracelular). Asi,
los polifenoles glucosilados se absorben mas facilmente que los que poseen otro tipo de
glucosilacién, como los conjugados con las moléculas de ramnosa, que alcanzan el colon
antes de ser absorbidos y son hidrolizados por las enzimas de la microflora colénica (Manach
et al, 1995). Durante el proceso de absorcion, los polifenoles sufren reacciones de
conjugacién en las células intestinales y, posteriormente, en las células hepaticas
(metilacién, sulfatacion, glucuronidacion y conjugacion con glicina en el caso de algunos
acidos fendlicos) (Manach et al., 2004). Asi, en general, los polifenoles que llegan a la sangre
y a los tejidos son diferentes a los que se localizan originalmente en los alimentos (Day y
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Willianson, 2001; Natsume, 2003). Diversos estudios in vivo (humanos y animales) han
sugerido que sélo el 5% del total de polifenoles ingeridos diariamente son absorbidos en el
duodeno (Clifford, 2004), y de este porcentaje, sélo un 5%, principalmente flavanoles,
alcanzan la circulacién sanguinea sin cambios en su estructura (Lee, 1995). El resto del total
de los polifenoles ingeridos (95%) va a llegar al colon, donde son fermentados por la
microflora coldnica y dan lugar a metabolitos microbianos que se absorben y aparecen como
derivados conjugados en el plasma (Clifford, 2004). Una vez absorbidos y metabolizados, los
polifenoles pueden volver al duodeno a través de la circulacién enterohepatica, prolongando
su presencia en el organismo (Manach et al., 2004). Finalmente, antes de ser eliminados por
la orina, los polifenoles circulantes en plasma se unen ampliamente a la albimina y son
capaces de incorporarse a los tejidos, particularmente a aquellos donde son metabolizados
(tejido hepdtico, estomacal, intestinal, colénico y nefritico) (Clifford, 2004; Graf, 2006;
Bieger, 2008), pero ademas pueden acumularse en tejidos diana especificos como el tejido
pulmonar, pancreatico, cerebral, cardiaco y esplénico (Kim, 2000; Hong et al., 2002; Bieger,
2008).

1.1.2 Accion antioxidante

El creciente interes en los flavonoides se debe a la aparicién de su amplia actividad
farmacoldgica, se han descrito efectos protectores en patologias tales como diabetes
mellitus, cancer, cardiopatias, infecciones viricas, ulcera estomacal y duodenal, e
inflamaciones. Otras actividades destacadas son sus acciones antivirales y antialérgicas, asi
como sus propiedades antitrombdtica y antiinflamatoria (Martinez-Flérez et al., 2002).

Entre los efectos biolégicos que pueden tener los flavonoides se encuentra el de la
protecciéon del dafio genotdxico. Los criterios quimicos para establecer la capacidad
antioxidante de los flavonoides son: a) La presencia en el anillo B de la estructura catecol u
O-dihidroxi, que confiere una mayor estabilidad a la forma radical y participa en la
deslocalizacién de los electrones; b) La presencia de un doble enlace en posicién 2,3; c) La
presencia de grupos hidroxilo en posiciéon 3 y 5, con funcidon 4-oxo en los anillos Ay C
necesarios para ejercer el maximo potencial antioxidante. En funcién de estos criterios, el
flavonoide quercetina es el que mejor relne los requisitos para ejercer una efectiva funcién
antioxidante (Martinez-Flérez et al., 2002).

Un numero creciente de sustancias naturales se han identificado como moduladoras del
proceso de carcinogénesis; entre ellas se encuentran los polifenoles que han demostrado
poseer efectos antimutagénicos y anticarcinogénicos (Martinez-Flérez et al., 2002). Diversos
estudios han evaluado la eficacia de los polifenoles en modelos animales de carcinogénesis.
Los efectos anticarcinogénicos del té y sus polifenoles frente al desarrollo de distintos tipos
de céncer (cavidad oral, eséfago, estomago, intestino, colon, piel, higado, vesicula biliar,
prostata y mama) han sido descritos en diversos modelos animales (Lambert et al., 2005;
Yang et al., 2007).
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En estudios in vitro se ha observado la inhibicién de la oxidacién de la 6-hidroxidopamina
por parte de los polifenoles del té verde, asi como tambien el control de ERO’s que derivan
del proceso (Guo et al,2005). Otros estudios en diferentes modelos animales han
demostrado la actividad inhibitoria de los polifenoles del té verde contra la tumorogenesis,
incluyendo los estudios en los que el dafio carcinogeno es inducido por el humo de tabaco
gue contiene quimicos como el 4-(metilnitrosamino-1-(3-piridil)-1-butano, el benzo[a]pireno
y el N-nitrosodimetilamina que causan el desarrollo de tumores en pulmdn, en estos
estudios los polifenoles del té verde muestran un decremento significativo durante los
estados de iniciacion o promocién de la incidencia de tumores en pulmdn; en otros estudios
en donde la administracion de té verde es oral, se ha observado una reduccién del nimero
de tumores de pulmén en ratones Lewis, estos resultados sugieren que el té verde previene
la carcinogenesis de pulmoén en todos los estados de desarrollo; otros estudios han
demostrado que el té verde inhibe el desarrollo de cancer de colon inducida por
Azoximetano, evaluado en ratas (Yang et al., 2007).

La mayoria de los compuestos polifenolicos que presenta el té verde son las catequinas:
EGCG, ECG, EGC, EC, GC, (+) catequina (Figura 3). Las catequinas del té verde han mostrado
efectos benéficos sobre diversas enfermedades degenerativas, proteccién contra el cancer,
propiedades antivirales, propiedades antioxidantes, inhibicion de formaciéon de placa,
potencial antialérgico, ayuda en la reduccién de triglicéridos y colesterol, y estimulacion del
catabolismo lipidico del higado (Morita et al., 2009; Chandra, 2010). También se ha
observado que las catequinas presentan cardioproteccién, asi como también puede ayudar
al control del peso debido a que es un diurético; se ha observado también que presenta una
proteccion sobre la hipotensidn (Uzun et al., 2010).

Muchos estudios tanto in vitro como in vivo han demostrado que las catequinas del té verde
pueden llegar a suprimir la actividad genotdxica de varios tipos de carcinégenos (Ogura et
al., 2008). Estudios epidemiolégicos e in vitro han sugerido que las catequinas presentan
efectos benéficos sobre enfermedades humanas, como son: proteccién contra insuficiencia
cardiaca congestiva y proteccidon contra cancer, debido a su actividad antioxidante. Se ha
observado también el efecto protector de las catequinas sobre células de mamifero
hepaticas, que conduce a su uso terapéutico en la hepatitis; y la prevencion o reduccion de
alteraciones morfoldgicas y bioquimicos de hepatocitos, inducidas por xenobidticos. Se ha
reportado también, que las catequinas tienen un rol importante en la proteccién tanto
enzimdtica como no enzimatica contra EO inducido por toxicidad (Parvez et al., 2006). Sin
embargo, se ha reportado que la quercetina, la rutina, el kaemferol, la miricetina y sus
glucdsidos, también presentes en el té verde (Figura 4) son importantes para la accién
antioxidante (Yang et al., 2007), dentro de éstos ultimos flavonoides, han llamado la
atencidén compuestos como la quercetina y la rutina por su gran potencial antioxidante.



Estudio in vivo del efecto antigenotdxico del té verde y sus flavonoides | 2012

OH

OH

OH
(-)-Epi-form (2R, 3R) (-)-form (25, 3R)

(-)-Epicatechin: R1=R2=H
(-)-Epigallocatechin: R1=0H, R2=H

(-)-Catechin: R1=R2=H
(-}-Epicatechin gallate: RI=H, R2=X g
(-

)-Gallocatechin: R1=0H, R2=H
)-Catechin gallate: R1=H, R2=X

(-)-Epigallocatechin gallate: R1=0H, R2=X \Gallocatechin gallte: RI=OH, R2=X

OH OH
OH OH
H 0
Ri
OH
OH
(+)-form (2R, 38) (+)-Epi-form (28, 35)
(+)-Catechin: R1=H (+)-Epicatechin

(+)-Gallocatechin: R1=0H

Figura 3. Estructura quimica de las catequinas presentes en el té verde
(Tomado de Wang et al., 2000)



Estudio in vivo del efecto antigenotdxico del té verde y sus flavonoides | 2012

Figura 4. Estructura de los flavonoles presentes en el té verde. Miricetina: R1=R2=R3=0H;
Quercetina: R1=R2=0H, R3=H; Kaemferol: R1=OH, R2=R3=H
(Tomado de Wang et al., 2000)

1.1.3 Quercetina

La quercetina (3,3’,4’,5,7-pentahidroxilflavona) es un flavonoide presente en las plantas
como un metabolito secundario (Figura 5), se encuentra ampliamente distribuida en el té,
manzanas, fresas, cerazas, uvas (Murakami et al., 2008), su ingesta en la dieta se estima
entre los 50 y 500 mg/dia (Inal y kahraman, 2000). Este flavonoide es encontrado en su
forma aglicona (Papiez et al, 2008). La quercetina protege contra enfermedades
relacionadas con EO, como son: enfermedades coronarias, cancer, diabetes y desordenes
neurodegenerativos. Sus efectos anticancerigenos se han atribuido a varios mecanismos
incluyendo su actividad antioxidante, la inhibicion de enzimas que activan carciogenos, la
modificacion de vias de sefiales de transduccion y a su interaccidn con receptores y otras
proteinas. Las propiedades antioxidantes de la quercetina se deben a los grupos OH en la
posicidon 3 y 5 del anillo A, a una fraccidn de catecol del anillo B y al doble enlace en 2y 3 en
conjugacién con un 4-oxo del grupo carbonil en el anillo C (Papiez et al., 2008).
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Se ha observado que la quercetina reduce el tamafo y la invasividad del carcinoma mamario
inducido por 9,10-dimetil-benzoantraceno en ratas Wistar hembras albinas, previene el
desarrollo de lesiones preneopldsicas durante la carcinogénesis hepatica inducida por
dietilnitrosamina y suprime la actividad tumorigénica de diferentes agentes carcinogénicos
en ratas con cancer de colon (Ramos et al., 2008). Se ha reportado que la quercetina posee
multiples efectos beneficos sobre enfermedades humanas, tales como: proteccién sobre
enfermedades cardiovasculares, actividad anticancerigena (pulmdn, estomago, colon, rifion
y cancer de utero y ovario), efectos antiulcerosos, actividad antialergica, prevencion de
cataratas, actividad antiviral y efectos anti-inflamatorios (Delgado et al., 2009; Uzun et al.,
2010). En estudios in vitro se ha observado que el cultivo de timocitos de raton junto con
qguercetina protege a las celulas del EO, mediante la induccién de apoptosis (Harwood et al.,
2007). Sin embargo, se ha reportado tambien, que la quercetina posee efectos prooxidantes
(Soares et al., 2006). La generacién de H,0, en cultivos celulares es el resultado de la
autooxidacién de la quercetina, la cual se ha sugerido y demostrado, es la causante del
efecto prooxidante (Canada et al., 1990). La actividad antioxidante o prooxidante de la
guercetina depende de su concentracién, en donde bajas dosis resultan en el efecto
antioxidante, mientras que dosis altas en el efecto prooxidante (Vargas y Burd, 2010).

1.1.4 Rutina

La rutina (3,3’,4’,5,7-pentahidrohiflavona-3-rhamnoglucosido) (Figura5), es un flavonoide del
tipo flavonol, glucosido derivado de la quercetina, otro componente polifenolico del té
verde (Nassiri-Als et al., 2008), del cual se ha reportado que es el flavonol en su forma
glucosido, mas encontrado en la dieta humana (Aherne y O’Brien, 2000). Se ha reportado la
presencia de aproximadamente 14 glucosidos de quercetina presentes en las hojas frescas
de té verde (Wang et al, 2000). La rutina es ampliamente utilizada en alimento para
animales, cosmeticos e industrias quimicas, como un prigmento natural, estabilizador,
conservador de alimentos y absorvente de rayos UV (Koda et al., 2008). La rutina ha sido
ampliamente utilizada en el tratamiento de enfermedades por las actividades
farmacologicas que presenta, como: antialergicas, antiinflamatorias, antitumorales,
antibacteriales y antivirales, asi como tambien de citoproteccion, antipasmodicas vy
anticarcinogenicas (Yang et al., 2008).

En varios estudios in vitro se ha observado el potencial antigenotéxico de la rutina (Ramos et
al., 2008). Se ha observado que la rutina posee gran importancia terapeutica debido a que
alivia los sintomas de la insuficiencia venosa y linfatica, asociados con algunas enfermedades
hermorragicas o de hipertension, también ayuda a reducir los sintomas de la perdida de la
agudeza visual y alteraciones del campo visual. En otros estudios in vivo se ha observado que
la rutina provoca un aumento de la lipasa pancreatica con la consiguiente reduccién en los
niveles de trigliceridos en ratas y la actividad hepatoprotectora contra paracetamol vy el
tetracloruro de carbono en roedores (Marcarini et al., 2011).
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Figura 5. Estructura de la Quercetina y Rutina presentes en el té verde (Tomado de Ramos et al.,
2008)
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1.2 Mecanismos de proteccién

El mecanismo de proteccidn del té verde se deriva principalmente de los flavonoides que lo
constituyen. El mecanismo de proteccion de los flavonoides esta relacionado con su
potencial antioxidante, siendo los grupos funcionales de sus anillos los que juegan un papel
importante en ésta actividad (Soobrattee et al., 2005).

Los antioxidantes son substancias que reducen significativamente los efectos adversos de las
ERQ’s, especies reactivas de nitrogeno (ERN’s) o ambas. Se ha demostrado que los
flavonoides presentes en el té verde son fuertes antioxidantes, debido a la captura de RL,
gue puede prevenir del dafio oxidante al ADN (Wang et al., 2000). Dicho bloqueo puede
tener lugar a través de diferentes mecanismos: 1) captacién directa de los RL, 2) quelacién
de los cationes divalentes implicados en reacciones de Fenton y 3) modulaciéon de las
enzimas relacionadas con el EO (Surh, 2003; Ramos et al., 2008).

También se ha observado que los antioxidantes interactiian mediante:

e Expulsidn y captura de ERO’s (radical superoxido, oxigeno singulete, OH®, oxido
nitrico, dioxido de nitrogeno y peroxinitrito) previniendo asi un EO.

e Penetracion la bicapa lipidica de las células, como es el caso de la quercetina.

e Induccion de apoptosis en células tumorales (Roy et al., 2003: Parvez et al., 2006;
Roth et al., 2008; Uzun et al., 2010).

e Modulacion de los niveles de hormornas, como la reduccion del cancer de mama a
través de la modulacidén de los niveles de estrogeno (Yang et al., 2007).

Se ha observado también que los polifenoles de la dieta también pueden actuar como pro-
oxidantes dependiendo del tipo celular, dosis o duracién del tratamiento, ya que pueden
aumentar la produccién de las ERO’s e inducir apoptosis en las células cancerigenas, lo que
puede prevenir o disminuir el desarrollo tumoral. Asi, la quercetina y la EGC inducen
apoptosis en las células de cancer de mama MDA-MB-468147 y de adenocarinoma pulmonar
H661148 respectivamente, a través de un incremento de los niveles intracelulares de ERO’s
gue provoca la formacion de H,0,. De manera similar, EGCG induce apoptosis en las células
de mieloma mediante la modificacion del sistema redox (incremento de la generacién de las
ERQ’s), ya que la adicién de catalasa o SOD bloquea la apoptosis inducida por esta catequina
(Nakazato et al., 2005).

En animales asi como en humanos, los efectos de la prenvencidn de cancer en diferentes
drganos, es probable que sea determinada por la biodisponibilidad de los contituyentes del
té. (Yang et al., 2007).

13
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Diferentes factores pueden influir sobre los mecanismos de proteccion de los polifenoles del
té verde, como son: 1) la dieta usada, 2) el protocolo de iniciacién de la tumorogenesis, y 3)
el tipo de dosis de los polifenoles o extracto utilizado de té verde (Yang et al., 2007).

1.3 Toxicidad

Se ha observado en estudios in vivo (roedores y perros) que la toxicidad por parte del té
verde y sus polifenoles, se presenta cuando se utilizan en grandes dosis (Martinez et al.,
2002; Lambert et al., 2010). Como el hipotiroidismo en ratas que se presenta solo cuando se
utilizan grandes dosis de extractos de té verde; sin embargo los efectos sobre la fisiologia de
la tiroides aun no es comprendida complentamente (Chandra, 2010). Se ha observado
también toxicidad en el higado por parte de suplementos de té verde, sin embargo se ha
reportado que la toxicidad en el higado es debido a que los suplementos utilizados de té
verde presentan un aumento significativo en la cantidad de catequinas en comparacién con
la cantidad de catequinas obtenidas con la ingesta de té verde como una bebida. Otros
estudios han reportado que el té verde en particular las catequinas, no son responsables por
la hepatotoxicidad y sugieren que esta toxicidad es debida a algun otro componente del
extracto de té verde o por una posible contaminacién durante el proceso de produccién de
los extractos (Jhonson et al., 2010).

La relacién entre el consumo de té verde y el riesgo de tener efectos toxicos como el
desarrollo de cancer, es incierto, ya que algunos estudios sugieren un efecto protector y
otros no. Sin embargo, algunos estudios muestran un efecto protector contra el desarrollo
de ciertos tipos cancer solo en ciertas poblaciones (Yang et al., 2007).

Algunos flavonoides han mostrado efectos mutagenos sdlo en experimentos in vitro, sin
embargo no muestra éstos efectos en experimentos in vivo (Tamura et al., 2010).

Algunos estudios indican la mutagenicidad y genotéxicidad de los flavonoides, tanto en
sistemas experimentales bacterianos como de mamiferos. Debido a sus caracteristicas
estructurales estos metabolitos poseen bajos Ep/2 que les permiten reducir el Fe*" y el Cu**
para sufrir una autooxidacidon o incluso involucrarse en un proceso de reciclaje redox,
actuando de esta manera como agentes prooxidantes, lo que explica estos efectos
mutagénicos y genotdxicos (Pérez, 2003). Lo que determina el cardcter antioxidante o
prooxidante es la estabilidad/labilidad redox del compuesto radical formado a partir del
flavonoide original. Sin embargo, las acciones prooxidantes sélo parecen producirse cuando
las dosis de los flavonoides son demasiado altas (da Silva et al., 2002; Escamilla et al., 2009).
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2. Estrés Oxidante (EO)

Las células humanas estan continuamente expuestas a EO ya sea por causas endogenas o
exogenas. El EO es el desequilibrio bioquimico originado por la produccién excesiva de ERO’s
y RL, que provocan dafio oxidante a las macromoléculas y que no puede ser contrarrestado
por los sistemas antioxidantes de defensa. El EO se presenta en diversos estados patolégicos
en los cuales se altera la funcionalidad celular, este dafo se relaciona con el envejecimiento y
con mas de 100 padecimientos. El dafio que producen las ERO’s y los RL, ocurre en los
enlaces de proteinas, los fosfolipidos poliinsaturados de las membranas celulares, hidratos
de carbono y dacidos nucleidos, lo que provoca gran variedad de cambios bioquimicos y
fisioldgicos en la célula, ocasionados por la activacién de una reaccidn en cadena. Esto induce
a que se presenten diversas enfermedades, como diabetes, ateroesclerosis, procesos
inflamatorios, el de isquemia/reperfusién, enfermedad de Alzheimer, Parkinson, cataratas,
depresidn, diversos tipos de cancer, enfermedades neuroldgicas, cardiomiopatias, entre
otros (Avello, 2006; Ramos et al., 2006). Cuando hay cantidades excesivas de ERQ’s ocurre un
desquilibrio en el sistema pro-oxidante-antioxidante a favor de los pro-oxidantes y cuando
esto ocurre se produce un dafio celular (Valko et al., 2006). Dentro de los dafos que inducen
las ERO’s y los RL se encuentra el daiio al ADN, ya que si no es reparado pueden presentarse
consecuencias biolégicas serias como mutaciones, envejecimiento celular, y
transformaciones carcinogénicas, e incluso puede llevar a la muerte celular (Olinski et al.,
2002; Klauning y Kamendulis, 2004). Se ha reportado que las ERO’s y las ERN’s estdn
involucradas en los procesos de dafio, no sélo por ser capaces de interactuar de manera
directa sobre el ADN, sino también porque afectan la transduccién de senales, la
proliferaciéon celular y la comunicacion intercelular (Medeiros, 2008).

2.1 Especies reactivas de oxigeno (ERO’s)

Especies reactivas de oxigeno, es el termino que se le da a los radicales y no radicales que
son agentes oxidantes y/o son facilmente convertidos a radicales. Se considera ERO’s al
oxigeno atémico y al ozono que se genera con la union del O al O,, al oxigeno singulete que
se produce con la excitacidon de uno de los electrones desapareados del O, y al superdxido, al
perdxido de hidrégeno y al OH® que son especies parcialmente reducidas. La toxicidad de las
ERO’s depende de su concentracion y del contexto en el que se producen. Bajas
concentraciones de ERQ’s estimulan el crecimiento de las células, son indispensables para la
diferenciacién celular y para la muerte celular programada (Hansberg, 2008). En condiciones
normales las células metabolizan la mayor parte del oxigeno con la formacién de agua sin
formaciéon de intermediarios toxicos, mientras que un pequefio porcentaje forman tres
intermediarios altamente todxicos, dos de los cuales son RL (el anidon superoxido y el
hidroxilo). Otra fuente endogena de ERQ’s es el metabolismo de las células defensivas tales
como los polimorfonucleares, los monocitos sensibilizados, los macréfagos y los eosindfilos.
Para que éstas puedan cumplir su funcion, estan dotadas de diversas proteinas asi como de
vias metabdlicas que generan varias especies quimicamente agresivas como perdxido de
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hidrégeno, radicales superdxido e hidroxilo. En condiciones normales estas especies reactivas
son producidas y utilizadas en compartimentos celulares como los lisosomas que, aunque en
el interior de los fagocitos, no tienen por qué dafar a las células siempre y cuando los
mecanismos antioxidantes de éstas funcionen adecuadamente (Avello, 2006).

Cuando el aumento del contenido intracelular de ERQO’s sobrepasa las defensas antioxidantes
de la célula se induce un dafio a las moléculas biolégicas como lipidos, proteinas y acidos
nucleicos (Avello, 2006).

2.2 Estrés oxidante inducido por metales

El crecimiento demogréfico, la industria y las nuevas tecnologias han provocado un aumento
en la contaminacién del agua, el aire y el suelo, debido a la alta produccion y emisién de
agentes toxicos en el ambiente (Brooks et al., 1984). Cuando las poblaciones se exponen
cronicamente a los contaminantes ambientales, con frecuencia se observa un aumento en la
prevalencia de las enfermedades cronico-degenerativas (De Vizcaya, 2008). Algunas
estimaciones de la United Nations Environment Programme (UNEP) han identificado
aproximadamente unos 100 mil productos quimicos generados comercialmente y utilizados
como parte integral de nuestra vida cotidiana (Vega y Reynaga, 1990). Dentro de los
contaminantes quimicos considerados como peligrosos se encuentran los metales pesados,
por lo que la exposicidn a estos causa dafio a los organismos, como toxicidad en las células,
tejidos u drganos, asi como también genotdxicidad y carcinogenicidad (Conte et al., 1998).
Muchos estudios se han enfocado a la toxicidad y a la carcinogenicidad inducida por los
metales, ya que éstos tienen un papel importante en la generacién de ERO’s y ERN’s en los
sistemas bioldgicos. La formacién de RL mediada por metales, puede causar diversas
modificaciones a las bases de ADN (Valko et al., 2006).

2.3 Metales

Los metales son sustancias naturales que se han formado por meteoriazacién de minerales y
son emitidos al ambiente durante la actividad volcanica. Algunos metales son esenciales para
la salud humana y amenudo son componentes importantes de varias enzimas con funciones
fisiolégicas (De Vizcaya, 2008).

Aunque los metales poseen variados efectos en la salud como ya se menciond, son
ampliamente utilizados en las actividades industriales (Seoane, 2001). La toxicidad que
presentan los metales depende de sus propiedades quimicas, asi como también del grado de
solubilidad y su estado de oxidacién (Newman e Itosh, 1991).
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2.3.1 Cromo

Dentro de los metales mdas estudiados por sus efectos cancerigenos se encuentran los
compuestos del cromo (VI), los cuales son ampliamente utilizados en diversas industrias
(recubrimiento de componentes automotrices, en el curtido de pieles y su tincién, en las
procesadoras de cemento, como anticorrosivo en sistemas refrigerantes y calentadores de
agua, en la fabricacién del material fotografico, en materiales refractarios, en la coloracion y
endurecimiento del marmol, en el pulido de metales, en la coloracién de vidrios, en los
cromados del acero inoxidable, en la fabricacién de productos de lavanderia como
detergentes en polvo y liquidos, y como componente de fertilizantes). Los compuestos de
cromo se pueden presentar en el ambiente en forma hexavalente (Cr VI) y trivalente (Cr Ill),
siendo el Cr (VI) es el mas utilizado en las industrias y también es el que ha mostrado mayor
potencial carcindgeno dado su estado de oxidacién (Depault et al., 2006). Sin embargo, el Cr
(1) es un micronutriente esencial, ya que es necesario para el metabolismo de los
azUcares y para muchas reacciones enzimaticas; por lo que es administrado como
suplemento en la dieta (Lushchak et al., 2009).

2.3.2 Mecanismo de induccién de dafio al ADN por parte del cromo

La reduccion del cromo (VI) en las células genera ERQ’s, que contribuyen al daio al ADN y por
lo tanto a la actividad carcindgena del cromo (V1) (Wu et al., 2000). Se ha propuesto que las
ERO’s y las ERN’s causan dafo genotodxico, el cual puede ser originado por fuentes
endogenas o por fuentes exogenas. Cuando el mecanismo de control antioxidante es
rebasado por los RL, el potencial redox de la célula cambia a un estado de estrés oxidante lo
que crea un incremento de dafio hacia el ADN, los lipidos y las proteinas (Klaunig vy
Kamendulis, 2004).

Se ha reportado que los compuestos de Cr (VI) son los mas toxicos debido a la reduccién del
Cr (VI1) en las células lo que genera ERQO’s, que contribuyen al dafio al ADN y por lo tanto a la
actividad carcinégena del cromo (VI) (Wu et al., 2000). El Cr (VI) tiene la capacidad de
ingresar a la célula utilizando la via general de los canales de proteinas transportadoras de
aniones (Bridges y Zalapus, 2005), ya dentro de la célula puede ser reducido
intracelularmente por moléculas como el H,0,, la glutatidon reductasa, los carbohidratos, el
acido ascérbico, el citocromo P450, y el aldehido oxidasa entre otros, aunque también se
puede reducir en la piel ya que la metionina, la cisteina, la cistina, el acido lactico, la
hemoglobina y las globulinas han sido consideradas como reductores. El Cr (VI) al ser
reducido produce reactivos intermedios como el Cr (V), Cr (IV) y finalmente Cr (lll), este
ultimo es transportado principalmente por el plasma, predominantemente ligado a la
transferrina (Mertz, 1969; O’Brien et al., 2003). Dentro de la célula la reduccién se puede
llevar a cabo en el reticulo endoplasmatico, la mitocondria, la membrana plasmatica o el
nucleo celular (Figura 6) (Norseth, 1981; De Flora et al., 1985).
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Se ha plantado que el dafio que causa el Cr (VI), se debe a la reduccidn intracelular, ya que las
ERQO’s pueden desencadenar reacciones con el OH" provocando la peroxidacion lipidica que
dafa a los acidos nucleicos mediante el rompimiento de cadena del ADN y la formacidn de
sitios apurinicos/apirimidicos, asi como, la induccion de enlaces cruzados (Liu y Dixon, 1969;
Mertz, 1969; Bianchi et al., 1980; Tamino et al., 1981; Foulkes, 1990; Vega y Reynaga, 1990;
Shiy Dalal, 1992; Bagchi et al., 1997.)

El mecanismo mas importante de activacidon de oxigeno por metales de transicion, involucra
el ciclo Haber-Weiss donde se lleva a cabo la reaccidn de Fenton generando el OH*, que dafia
el ADN (Shiy Dalal, 1992).

Este dafio en el DNA causado por ERO’s conduce a la generacion de bases oxidadas, ruptura
de las cadenas de DNA, formacién de complejos por uniones DNA-DNA o interacciones del
DNA con proteinas (Hanahan y Weinber, 2000). Sin embargo, una de las estrategias mas
efectivas frente al dafio genotdxico consiste en el bloqueo del EO mediante la participacién
del sistema de defensa antioxidante/detoxificante de la célula: antioxidantes no enzimaticos
como el glutation y otras sustancias captadores de ERO’s (como los compuestos
polifendlicos), asi como la activacién de enzimas antioxidantes de fase | (GPx y GR) y enzimas
detoxificantes de fase Il (GST, glucuronidasas, sulfatasas y metilasas) (Valko et al., 2006;
Ramos, 2008).
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Figura 6. Metabolismo del cromo y su genotoxicidad (Tomada de Pereyra 2010 y modificada de
O’Brien et al., 2003).
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3. Evaluacién de dafio genotdxico

Los ensayos de prueba para la deteccion de dafio genotdxico se agrupan dependiendo del
tipo de alteracion que detectan y pueden ser:

a) Mutaciones génicas; sustituciones de pares de bases, adiciones o supresiones. Se
detectan mediante procesos de secuenciaciéon de muestras de ADN (Cole y Skopek,
1994).

b) Alteraciones en la integridad del ADN; lesiones premutagénicas, como la formacién
de aductos, ligamientos cruzados intra e interbanda y rompimientos de una o dos
hebras. Algunas de las pruebas que las detectan son la determinacion de aductos en
el ADN y la electroforesis unicelular alcalina (Hemmink et al., 1994).

c) Aberraciones cromosémicas (AC); que se subdividen a su vez en estructurales y
numericas. Las aberraciones estructurales consisten en deleciones, duplicaciones,
inversiones y translocaciones. Aberraciones numericas incluyen aneuploidicas vy
poliploidias. En ambos casos, un analisis del cariotipo permite detectar este tipo de
dafos (Bender, 1980).

Dentro de las principales pruebas recomendadas para evaluar dafio genotdxico se
encuentran: a) ensayos para evaluar mutaciones (bacterias; prueba de AMES) b) ensayos in
vitro, para evaluar dafo cromosdmico (células de mamifero; frecuencia de micronucleos
(MN)) (Mavournin, 1990; Miiller et al., 1999; Krishna y Hayashi, 2000). Las pruebas para
evaluar genotoxicidad no sélo son indispensables para evaluar el dafio que puede producir
un agente al material genético, sino también, como herramienta necesaria para determinar
el mecanismo de accion.

3.1 Micronutcleos (MN)

Uno de los ensayos propuestos, para evaluar los niveles de genotdxicidad, es el ensayo de
MN capaz de detectar indirectamente rotura o pérdida cromosdmica, también permite
identificar el dafio citogenético asociado a la frecuencia de AC. Esta técnica, es simple, rapida
y comunmente usada como ensayo de corto término (Schmid y Leduber, 1973).

La técnica de MN fue desarrollada por Boller y Schmid en 1970. Detecta dafio citogenético
asociado con la frecuencia de AC, evalla el dafio en cromosomas enteros o en fragmentos y
también puede identificar dafio citotoxico (Schmid y Ledebur, 1973; Krishna y Hayashi,
2000).

Un MN es un pequefio cuerpo de cromatina, formado por fragmentos de cromosomas o por
cromosomas completos que durante la anafase no se incorporaron dentro del nicleo de la
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células hijas durante la mitosis, el MN que se forma se incluye en el citoplasma (Figura 7)
(Schmid y Leduber, 1973).

® ¢

INTERFASE METAFASE ANAFASE

OB

TELOFASF CELULAS HIAS

Figura 7. Formacién de un Microntcleo (Tomado de Lépez, 2001)

Los MN pueden ser evaluados en diferentes tipos celulares como: mieloblastos, mielocitos,
medula ésea de ratdn (eritrocitos) o en eritrocitos de sangre periférica, células binucleadas
(linfocitos) inducidas mediante citocalacina B, asi como también células uroteliales y
exfoliadas de la mucosa bucal y nasal (Schmid y Leduber, 1973; Heddle et al., 1983). Los MN
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pueden ser facilmente detectados, ya que son de forma redonda con un didmetro de
alrededor de 1/20 a 1/5 de un eritrocito (Mavournin, 1990). Un incremento en la frecuencia
de MN en animales tratados con agentes quimicos, indica que estos agentes son inductores
de dafio cromosdmico (Krishna y Hayashi, 2000).

La visualizacién de los MN en células eritroides es facil, ya que éstas células carecen de un
nucleo principal; en estas células se distinguen claramente a los eritrocitos jévenes y a los
maduros. Los eritrocitos policromaticos (EPC, eritrocito joven) aun conservan el ARN
ribosomal. Los eritrocitos normocromaticos (ENC, eritrocito maduro) ya perdieron el ARN
ribosomal y retienen altas concentraciones de hemoglobina. Los eritrocitos se pueden
diferenciar entre ENC y EPC utilizando diferentes colorantes como May-Gruenwald, Giemsa y
Naranja de Acridina (NA) (Schmid y Leduber, 1973; Hayashi et al., 1990).

Utilizando la técnica de tincién con NA, los MN, EPC y los ENC se pueden distinguir utilizando
un microscopio de fluorescencia. Los EPC presentan color rojo por el ARN que aln contienen,
a diferencia de los ENC que no se tifien (Ya perdieron el ARN), y los MN se tifien de color
verde fluorescente por la presencia de ADN (Figura 8) (Hayashi et al., 1990).
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Figura 8. Frotis sanguineo donde se muestra los EPC en color rojo, los MN en color amarillo y sin
tincion (color oscuro) los ENC
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Il. Justificacion

Diversos estudios epidemioldgicos han mostrado que el consumo de determinados alimentos
vegetales o ciertos polifenoles proporciona un efecto protector frente al desarrollo de
enfermedades relacionadas con el daifo al material genético. Particularmente, la actividad
protectora de los polifenoles no sélo se asocia a sus propiedades anticarcinogénica y
antimutagénica, sino también a sus actividades antioxidante y anti-inflamatoria. En este
sentido, estudios epidemioldgicos han relacionado el consumo de té verde con una
disminucion del riesgo de padecer algunos tipos de cdncer entre otras enfermedades
relacionadas con el dafio genotdxico; sin embargo, el consumo de esta bebida rica en
antioxidantes en determinados casos, no se correlaciona con el efecto observado con la
administracion directa de algunos flavonoides como la quercetina y la rutina. En contraparte,
se ha observado que los radicales libres generados por el estrés oxidante pueden estar
implicados en el desarrollo de enfermedades relacionadas con dafio genotdxico. Los metales
pesados y en particular los compuestos de Cr (VI) son altamente genotdxicos, proponiéndose
como mecanismo de induccidn de dafno el estrés oxidante, mediante la generacidon de ERO’s
y RL. De ahi que se proponga que para contrarrestar los efectos daninos de los agentes
genotdxicos o carcinogénos, como los metales pesados a los que las poblaciones humanas
pueden estar expuestas de manera natural u ocupacional, se utilicen sustancias con
propiedades antioxidantes, como una estrategia de prevencion y tratamiento. De ahi que,
resulta de interés estudiar la administracién del té verde (bebida rica en antioxidantes) y de
dos de sus principales flavonoides (quercetina y rutina) en modelo in vivo (ratén), con la
finalidad de evaluar el posible efecto protector de dafio genotéxico y citotdxico inducido por
el CrO; mediante la evaluacidn de la frecuencia de MN en sangre periférica de ratén y las
frecuencias de EPC con respecto a las de ENC.

lI. HIPOTESIS

Si los compuestos polifendlicos presentan actividad antioxidante y los compuestos de cromo
(V1) inducen dafio genotoxico y citotéxico mediante la generacion de ERO’s y RL entonces si
se administra té verde durante 10 dias y sus flavonoides (quercetina y rutina) a ratones
hembra de la cepa CD-1, se espera que se reduzca el dafio genotodxico y citotdxico causado
por el CrOs;, mediante la disminucion en la induccién de MN en sangre periférica por el
potencial antioxidante del té verde y sus flavonoides.
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IV. OBJETIVOS
1.1 General

e Evaluar el efecto protector del té verde y sus principales flavonoides con potencial
antioxidante (quercetina y rutina) sobre el dafio genotdéxico y citotdxico inducido por
el CrO3 mediante la evaluacion de la frecuencia de MN en sangre periférica de raton y
las frecuencias de EPC con respecto a las de ENC.

1.2 Particulares

1.- Evaluar el efecto del té verde sobre el dafio genotdxico inducido por el CrO3 mediante la
evaluacién de la frecuencia de MN en sangre periférica, en ratones tratados con una sola
dosis de 20mg/Kg de CrOs.

2. Evaluar el efecto del té verde sobre el dafio citotdxico inducido por el CrO; mediante la
evaluacién de la frecuencia de EPC con respecto a los ENC en sangre periférica de ratones
tratados con una sola dosis de 20mg/Kg de CrOs.

3.- Evaluar el efecto de los flavonoides (quercetina y rutina) del té verde sobre el dafo
genotdxico inducido por el CrO; mediante la evaluacién de la frecuencia de MN en sangre
periférica de ratones tratados con una sola dosis de 20mg/Kg de CrOs.

4.- Evaluar el efecto de los flavonoides (quercetina y rutina) del té verde sobre el dafio
citotoxico inducido por el CrO; mediante la evaluacién de la frecuencia de EPC con respecto a
los ENC en sangre periférica de ratones tratados con una sola dosis de 20mg/Kg de CrOs.

5.- Evaluar el efecto de la administracién simultanea de quercetina y rutina sobre el dafo
genotdxico inducido por el CrO; mediante la evaluacion de la frecuencia de MN en sangre
periférica de ratones tratados con una sola dosis de 20mg/Kg de CrOs.

6.- Evaluar el efecto de la administracién simultanea de quercetina y rutina sobre el dafo
citotoxico inducido por el CrO3; mediante la evaluacion de la frecuencia de EPC con respecto a
los ENC de ratones tratados con una sola dosis de 20mg/Kg de CrOs.

7. Comparar los efectos de la administracién del té verde y de los flavonoides (quercetina y
rutina) sobre el dafio genotdxico y citotoxico inducido por el CrO; mediante la evaluacién de
la frecuencia de MN y EPC con respecto a los ENC en sangre periférica de ratones tratados
con una sola dosis de 20mg/Kg de CrOs.
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V. MATERIAL Y METODO
1. Animales

Se emplearon ratones hembra de la cepa CD-1 de 2 a 3 meses de edad, los cuales fueron
obtenidos del Laboratorio Harlan de la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM), los cuales fueron aclimatados en el bioterio de la Facultad de
Estudios Superiores Zaragoza. Se alimentaron con nutricubos (Purina), con libre acceso al
agua. Se mantuvieron bajo condiciones ambientales de temperatura y circulacidon de aire
controladas, asi como periodos de luz-obscuridad (12-12 hrs).

2. Reactivos

Todos los reactivos empleados en el estudio fueron obtenidos de Sigma Chamicals Co. (St.
Louis, MO, USA). Colorante NA [CAS No. 10127-02-3]; quercetina dihidratada [CAS No. 6151-
25-3]; rutina [CAS No. 207671-50-9]; CrOs3 [CAS No. 133-82-0].

El té verde que se utilizé fue organico de una marca comercial obtenida de las altas
montafias de la provincia de Fujian, China (USDA organic uncle less tea).

3. Tratamientos

El té verde se preparé mediante la infusién de 3g (dos bolsas) de té en 100ml de agua
potable (3 min), posteriormente se dejé enfriar durante 10 min y se colocd en bebederos
obscuros. Las infusiones del té verde se prepararon diariamente durante los dias de
tratamiento. La cantidad consumida del té verde se midié diariamente y con esta se calculé
el indice de consumo de té verde por ratén.

Los flavonoides y el CrOs se aplicaron por via i.p.; fueron preparados en una solucién
mediante su disolucidon en agua destilada estéril. Una vez preparados los reactivos se
administraron inmediatamente en un volumen de alrededor de 0.25ml por ratén.

Se emplearon grupos de cinco hembras, de acuerdo a los lineamientos para pruebas de
genotodxicidad de la FDA, EPAY la IARC.

Para el protocolo uno los grupos fueron divididos de la siguiente forma:
a) Testigo; tratados Unicamente con agua potable via oral acceso libre.
b) té verde; administracion de 6.5 ml via oral acceso libre por 10 dias.

c) CrOs; administracién de 20 mg/kg via i.p.
d) té verde-CrOs; combinacion de ambos tratamientos.
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Para el protocolo dos los grupos fueron divididos de la siguiente forma:

a) Testigo; tratados Unicamente con el vehiculo.

b) rutina; administracién de 625 mg/kg (dos dosis) por via i.p.
c) CrOs; administracién de 20 mg/kg via i.p.

d) rutina-CrOs; combinacién de ambos tratamientos.

Para el protocolo tres los grupos fueron divididos de la siguiente forma:

a) Testigo; tratados Unicamente con el vehiculo.

b) quercetina; administracion de 100 mg/kg por via i.p.
c) CrOs; administracién de 20 mg/kg via i.p.

d) quercetina-CrOs; combinacién de ambos tratamientos.

Para el protocolo cuatro los grupos fueron divididos de la siguiente forma:
a) Testigo; tratados Unicamente con el vehiculo.

b) rutina-quercetina; combinacidon de ambos tratamientos.

c) CrOs; administracién de 20 mg/kg via i.p.

d) rutina-quercetina; CrOs; combinacién de los tres tratamientos.

4. Establecimiento de las dosis de té verde, rutina, quercetina y CrO3

La dosis para los tratamientos fueron seleccionados de acuerdo a lo reportado en estudios
previos, en donde se observé que la administracion de CrOs por via i.p. de 20 mg/kg de peso
corporal era inductora de dafio genotdxico (Chorvatovicova et al., 1991; Sarkar et al., 1993;
Garcia-Rodriguez et al., 2001), mientras que la dosis de rutina de 625 mg/kg, no causa
efectos genotdxico (da Silva et al., 2002). La dosis de 100 mg/kg de quercetina se baso en
resultados de estudios previos del laboratorio, donde se observé que su administraciéon por
via i.p. a ratones de la cepa CD-1, no incrementaba la frecuencia de MN (Mateos-Nava,
2007).

5. Tiempos de evaluacion

Una vez seleccionada la dosis del CrOs y de los flavonoides, y las condiciones de trabajo, se
evalud el dafio genotdxico mediante la frecuencia de MN vy la citotoxicidad mediante la
frecuencia de EPC con respecto a la de ENC.

A ratones hembra de la cepa CD-1 se les administré una dosis de 6.5 ml/kg de té verde via
oral (ad libitum) (grupo testigo positivo) y 20 mg/kg de CrOs via i.p. (grupo testigo negativo)
(Protocolo 1, figura 9), la administracion del tratamiento de té verde, para el grupo testigo
positivo y para el grupo experimental fue durante 10 dias, para el grupo experimental la
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administracion se realizo antes de la administracion del tratamiento con CrOs considerando
como hora 0 el dia 10, posteriormente se tomaron muestras cada 24 horas hasta la hora 72.

PROTOCOLO 1

Grupo Testigo

f . [ 1 I [
10 dias > 0 24 48 72 hrs

* * * *

Agua potable via oral (acceso libre)

Grupo 1é verde

7¢ verde

€ 24 48 72 hrs
10 dias

¥* * * *
>
6.5 miidia~ via oral (acceso libre)

Gruno Cromo

10 dias

Agua potable via oral (acceso libre)

24 48 72 hrs
*
\

20mg/Kg CrO, viai.p.

Grupo té verde-Cromo

r ... T T 1T 1

& vetde

* 0 24 48 72 hrs
10 dias o+ . . .

6.5 mi/dia® via oral (acceso libre) I

20mg/Kg CrO; viaip.

*Toma de muestra de sangre periférica

Figura 9. Protocolo para la administracion de tratamientos via i.p. de té verde (6.5 mi/kg) y
CrOs3 (20mg/kg)
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A ratones hembra de la cepa CD-1 se les administraron dos dosis de 625 mg/Kg de rutina via
i.p. y 20 mg/Kg de CrO3 via i.p. (Protocolo 2, figura 10), la administracién del tratamiento de
rutina fue cada 24 horas, la administracién de CrOs fue 2 horas después de la administracidon
de la segunda dosis de Rutina, considerando como hora 0 la administracion de CrQOs,
posteriormente se tomaron muestras cada 24 horas hasta la hora 72.

PROTOCOLO 2
&rupe Testige
& & & &
o 24 45 7Z hrs
Administracién agua potable (acceso libre)
Grupe Rutina

-2 Z4 5 7Z irs

ni-% K
—
—
.

Administracion de rutina via L.p.

Gripe Cros
& & & &
“—L 24 5 7L hrs
Administracion de CrOj; via i.p.
Grupe Rutina-Cris

-z( ‘FN—L 24 45 72 hrs

. - Administracién de CrO, via i.p.
Administracion de 3 p

rutina via 1.p.

*Toma de muestra de sangre periférica

Figura 10. Protocolo para la administracion via i.p. del tratamiento de rutina (625 mg/kg)
dos dosis, antes de la aplicacién via i.p. del CrO3 (20 mg/kg)
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A ratones hembra de la cepa CD-1 se les administré una dosis de 100 mg/kg de quercetina y
20 mg/kg de CrO; via i.p. (Protocolo 3, figura 11), la administracidon del tratamiento de
qguercetina fue 2 horas antes de la administracién del tratamiento con CrO; considerando
como hora 0 la administracién del CrOs, posteriormente se tomaron muestras cada 24 horas
hasta la hora 72.

PROTOCOLO 3
Grupo Testigo
* * * *
7 24 L 7Zhre

Administracion agua potable (acceso libre)

Grupe Quercetfing

* * * *
a 1 24 <5 7Z brs
Administracion de quercetina via i.p.
Grupe Cro,;
* * * ®
a ‘—l_ 2 T FZ brs
Administracion de CrO3 via i.p.
Erupe Quercelina-Cro.
* * * *
7 A— 24 < 7Z hre

| l— Administracion de CrOs via i.p.
Administracion de quercetina via i.p.

Figura 11. Protocolo para la administracion de tratamientos via i.p. de quercetina (100
mg/kg) y CrO3 (20 mg/kg)

*Toma de muestra de sangre periférica
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A ratones hembra de la cepa CD-1 se les administré dos dosis de 625 mg/kg de rutina, una
sola dosis de 100 mg/kg de quercetina y 20 mg/kg de CrOs (Protocolo 4, figura 12), la
administracion de la segunda dosis de rutina fue 24 horas después de la primera, se
administré quercetina 2 horas después de la administracién de la segunda dosis de rutina, la
administracion de CrOs; fue 2 horas después de la administracion de quercetina,
considerando como hora 0 la administracién del CrOs, posteriormente se tomaron muestras
cada 24 horas hasta la hora 72.

PROTOCOLO 4
&rpe Testigo . . .
o ZF 5 7Z s

Administracion de agua potable (acceso libre)

Grupe Ruting-Quercefing

* #* ® -

-ZF o ZF HE 7Z s
t t
Administracion de Administracion de

rutina via i.p. quercetina via i.p.
&rupe Cros
= * = =
O - L <5 72 ks
—— Administracion de CrO, via i.p.
Grigo Rutna-Quercerfing-
ords > > -+
-ZF L &5 7Z s

]

o B == Administracion de CrO, via i.p.
Administracion de |

. . Administracion de quercetina via i.p.
rutina via i.p.

*Toma de muestra de sangre periférica

Figura 12. Protocolo para la administracion de tratamientos via i.p. de rutina-quercetina
(625 mg/kg-100 mg/kg, respectivamente) y CrO3 (20 mg/kg)
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VI. EVALUACIONES

1. Preparacion de laminillas

Se prepararon laminillas con NA previamente a la toma de muestras. El NA se prepard con
agua desionizada (1 mg/1ml). Se tomaron 10 pl de esta solucion y se colocé sobre laminillas
precalentadas aproximadamente a 70°C, con la ayuda de otro portaobjetos se extendio el
colorante. Las laminillas se dejaron secar a temperatura ambiente y se guardaron en la
oscuridad hasta su uso posterior (Hayashi et al., 1990).

2. Toma de muestras

Las muestras de sangre de los ratones se obtuvieron realizando un pequeio corte de la
punta de la cola con la ayuda de unas tijeras, se colocaron de 5 a 15 ul de sangre
(equivalentes de 1 a 3 gotas de sangre), al centro de las laminillas previamente preparadas
con NA, posteriormente se colocd un cubreobjetos (24x50mm) y se sellaron con pegamento.
Las preparaciones fueron guardadas en cajas de plastico y en obscuridad, a una temperatura
de 4°C. El analisis de las preparaciones se realizé después de 24 horas de haber sido
preparadas, procurando no exceder de 8 dias. En cada toma de muestras se realizaron dos
laminillas por cada organismo.

La toma de muestras, en todos los tratamientos, se realizd cada 24 horas a partir de la hora 0
hasta llegar a la hora 72 después de la aplicaciéon de cada uno de los tratamientos. En el
tratamiento con té verde, se tomaron muestras a partir del primer dia de administracién del
té verde (dia 0) y posteriormente hasta el dia 10 (hora 0).

3. Evaluacion de muestras

Las evaluaciones se realizaron en los eritrocitos de las muestras de sangre, en el microscopio
de fluorescencia (luz azul) con filtro de luz amarilla (Nikon OPTIPHOT-2). La tincién obtenida
con el NA permitié diferenciar a los EPC de los ENC e identificar la presencia de MN. Para la
evaluacion del dafio citotdxico se cuantifico la frecuencia de EPC respecto a los ENC de 2000
eritrocitos totales. En la evaluacion del dafo genotoéxico se cuantifico la frecuencia de MN
respecto a los EPC analizando 2000 eritrocitos totales (Hayashi et al., 2000).
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Figura 13. Administracion de tratamientos, toma de muestra y evaluacion de laminillas

A ratones hembra de la cepa CD-1 se les administraron tratamientos ya sea por via oral (té
verde) o via i.p. (flavonoides y CrOs), posterior a eso se les tomaron muestras de sangre de la
vena caudal, las cuales se colocaron en laminillas tratadas con NA, 24 hrs después se
evaluaron en un microscopio de fluorescencia (figura 13).
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4. Analisis estadisticos

Los resultados que se obtuvieron de la frecuencia de MN y la frecuencia de EPC se analizaron
en el paquete estadistico SPSS/PC V16 ™ Los resultados se presentan en una media +
desviacién estandar (X + d.e.), que se compararon mediante un andlisis de varianza de una
sola direccidn, seguida de una prueba de Tukey.

Se calculé la Frecuencia de Induccion Neta de MN (NIF por sus siglas en ingles) para descartar
la induccién espontanea que obtengan los grupos a la hora 0 ya que no se les habia aplicado
ningln tratamiento y la Frecuencia de Induccién Diferencial de MN (DIF por sus siglas en
ingles) que permitié descartar la posibilidad de que el efecto observado fuera producto de la
manipulacidn, restando la induccidon que hay en el grupo testigo. EI NIF y el DIF se analizaron
con una Chi-cuadrada utilizando el paquete Statistica’® (Adler et al., 1998; Garcia-Rodriguez
et al., 2001). En todos los casos se considerd un nivel de significancia de p<0.05.
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VII. RESULTADOS

En el cuadro 1 se muestran los promedios de las frecuencias de MN (X + d. e.) observados en
las muestras de sangre periférica tomadas de los grupos tratados con té verde y CrOs. Se
observa que aunque se presentd un incremento de alrededor de dos MN en el grupo al que
se administré solo el té verde por 10 dias al compararse con el grupo testigo no resulté
estadisticamente significativo. En el grupo al que se aplicaron los 20 mg/kg de CrO3 hubo un
incremento de alrededor de 9 MN en el dia 11 y 12 (24 y 48 horas después de la aplicacidon
del CrOs) el cual resulto estadisticamente significativo al compararse con el grupo testigo y
con la evaluacion realizada antes de administrar el tratamiento (dia 0). Cuando se
combinaron los tratamientos de té verde y CrOs; se observé una disminucién de las
frecuencias de MN con respecto al grupo tratado solo con CrOs, resultando aun
estadisticamente significativas en el dia 11 y 12 al comparar con el grupo testigo, por lo que
se puede decir que el té verde disminuyd parcialmente las frecuencias de MN inducidas por
la administracion del CrOs.

En el cuadro 2 se muestra el consumo promedio de té verde durante los diez dias de
tratamiento, se observa que los grupos tratados con té verde bajaron su consumo de liquidos
(alrededor de un 40%) en comparacién con el grupo testigo que en promedio consumieron
10ml/ratén /dia.

A las frecuencias de MN se les calculé el valor neto de la frecuencia de la induccién de MN
(NIF), partiendo de que la induccién de MN a la hora 0 de cada grupo es su propio testigo. El
NIF se calculé restando el nimero de MN observados en la hora 0 a las siguientes horas de
evaluacién (Garcia-Rodriguez et al., 2001).

NIF= MNa xi-MNa x0
Donde:
a= grupo
Xi= tiempo de evaluacién (24, 48 6 72 h)

x0=tiempo 0
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Cuadro 1. Promedio de la induccién de MN-EPC en sangre periférica de todos los grupos

Tratamiento Dosis N Tiempo de MN-EPC 2000 células
analisis (dia) (x+de)
Testigo 0 0 1.4+1.1
10 1.4+1.1
11 1.4+0.9
12 1.4+0.5
13 1.0+1.0
Té verde 6.5ml/dia 0 1.4+0.5
10 3.0+0.7
11 1.0+£1.0
12 1.6+2.5
13 2.61£2.3
CrO; 20mg/Kg 0 1.6+0.5
10 1.620.5
11 10.0£2.7°°
12 9.843.1%"¢
13 4.4+1.8
Té verde-CrO; 6.5ml/dia-- 0 1.6+1.8
20mg/Kg 10 1.421.1
11 6.2+1.3%¢
12 5.843.4%¢
13 1.620.5

Significancia de p<0.05; ° vs testigo; ®ys CrO; dia 0; “vs té verde-CrO; dia 0; vs té verde-CrOsz dia 12

36



Estudio in vivo del efecto antigenotoxico del té verde y sus flavonoides | 2012

Cuadro 2. Consumo promedio de té verde

Dias de Consumo/ Consumo/ Consumo/
tratamiento grupo dia/grupo dia/ratén
(ml) (ml) (ml)

Testigo
Té verde

Té verde-
CrO;

En la figura 14 se muestra el andlisis del NIF, se observa una disminucién de las frecuencias
de MN cuando se administrd el té verde previo a la aplicacidon del CrO; de 43, 47 y 93 % a las
24, 48 y 72 horas respectivamente al comparar con el grupo al que solamente se le aplicé el
CrOs, siendo mayor la disminucién a las 72 horas. Sin embargo, las frecuencias de MN
observadas aun resultan estadisticamente significativas al compararse con el grupo testigo.
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Figura 14. Analisis por tiempo y por grupo del NIF de MN, calculado para 10,000 EPC,
cuando se administro una dosis 3gr/100ml de té verde via oral acceso libre
(*:p< 0.05)
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A los valores obtenidos también se les calculd la Frecuencia Diferencial en la Induccion de
MN (DIF) con el fin de considerar los MN inducidos por el manejo de los animales durante el
estudio. Este andlisis consiste en restar las frecuencias de MN observadas en cada hora de
evaluacién del grupo testigo a las respectivas frecuencias de MN de los grupos tratados
(Garcia-Rodriguez y Altamirano-Lozano, 2006).

DIF= MN; Xi-MN; x;
Donde:
a= grupo
t= grupo testigo

Xj= tiempo de evaluacién (24,48 0 72 hrs.)

En la figura 15 se muestra el comportamiento del DIF, en donde se observa que cuando se
administré el té verde previo a la aplicacion del CrOsz (linea verde) se presento un
comportamiento intermedio entre el grupo tratado solo con té verde (linea azul) y el tratado
con CrOs (linea roja), lo que confirma la disminucién parcial de las frecuencias de MN.
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Figura 15. Analisis por tiempo y por grupo del DIF de MN, cuando se administré una dosis
de 3g/100ml de té verde via oral acceso libre (*:p< 0.05)

Dado que la administracién de té verde disminuyd parcialmente las frecuencias de MN
inducidas por el CrOs, se administraron dos de los flavonoides con potencial antioxidante
presentes en el té verde (rutina y quercetina). En el cuadro 3, se muestran los promedios de
las frecuencias de MN cuando se administraron dos dosis de 625 mg/kg de rutina por via i.p.
Como se muestra en el cuadro, la administracion sola de la rutina no modificd las frecuencias
de MN al compararse con el grupo testigo. En el grupo en el que se administré la rutina
previamente a la aplicacién de CrOs, se presenté una disminucion de las frecuencias de MN
inducidas por el tratamiento del CrOs; del 83, 82 y 78 % a las horas 24, 48 y 72,
respectivamente (figura 16), por lo que se puede decir que la administraciéon de la rutina
incremento la reduccién de las frecuencias de MN en comparacién con lo observado con el
tratamiento del té verde. En la figura 17 se puede observar que el comportamiento del grupo
tratado con rutina-CrOs (linea verde) es muy similar al comportamiento observado en el
grupo que solo fue tratado con rutina (linea azul).

40



Estudio in vivo del efecto antigenotdxico del té verde y sus flavonoides | 2012

Cuadro 3. Promedios de las frecuencias de MN-EPC en hembras tratadas con CrO; y Rutina

via i.p.
Tratamiento Dosis N Tiempo de MN-EPC 2000 células
mg/Kg analisis (hora) (x+d.e.)
Testigo 0 5 0 1.4+1.1
24 1.4+0.8
48 1.4+0.5
72 1.0+1.0
Rutina 625 5 0 0.4+0.5
24 1.8+1.3
48 1.6+1.5
72 1.8+0.8
CrO3 20 5 0 1.6+0.5
24 10.0+2.7°°
48 9.8+3.17
72 4.4+1.8"
rutina- CrO; 625-20 5 0 1.2+0.8
24 2.6+1.1
48 2.6+2.3
72 1.8+0.8

Significancia de p<0.05; ? vs Testigo; ®rutina hora 0; “vs CrO; hora 0; %vs rutina-CrO3
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Figura 16. Analisis por tiempo y por grupo del NIF de MN, calculado para 10,000 EPC, cuando se
administro dos dosis de 625 mg/Kg de rutina via i.p. (*:p< 0.05)
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Figura 17. Analisis por tiempo y por grupo del DIF de MN, cuando se administraron dos
dosis de 625 mg/Kg de rutina via i.p. (*:p< 0.05)

En el cuadro 4, se muestran los resultados de los promedios de las frecuencias de MN cuando
se administraron 100 mg/kg de quercetina por via i.p. Se observa que la administracidon sola
de quercetina no modificé las frecuencias de MN al compararse con el grupo testigo. En el
grupo que se combinaron los tratamientos de quercetina y CrO3 se observa una disminucion
de las frecuencias de MN con respecto al grupo tratado solo con CrOs, que sin embargo,
resultan estadisticamente significativas a las 48 horas al compararlas con el grupo testigo. En
la figura 18 se muestra el analisis del NIF cuando se administraron los tratamientos de
quercetina, CrO3 y quercetina-CrO3. Se observa que en el grupo que se combinaron los
tratamientos (quercetina y CrO3) la mayor disminucion de las frecuencias de MN se presenta
a las 24 y 72 horas (88 % y 85% respectivamente), mientras que a las 48 horas solo se
disminuyd un 53 % con respecto al grupo tratado solo con CrOs. Las frecuencias de MN
observadas en el grupo tratado con quercetina-CrOs, aun resultan estadisticamente
significativas al compararse con el grupo testigo. Los resultados indican que la quercetina
presenta a la hora 24 un efecto protector mayor que el té verde y la rutina, sin embargo, la
disminucion en las frecuencias de MN observada a las 48 horas no se presentd en los
tratamientos con rutina y té verde. En la figura 19 se puede observar que el comportamiento
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del grupo tratado con quercetina y CrO;z (linea verde) tiende mdas al comportamiento
observado para el grupo CrOs (linea roja).

Cuadro 4. Promedios de las frecuencias de MN-EPC en hembras tratadas con CrOz y
quercetina via i.p.

Tratamiento Dosis N Tiempo de MN-EPC 2000
(mg/Kg) analisis (hora) células (X +
d.e))
Testigo 0 5 0 1.4+41.1
24 1.4+0.8
48 1.4+0.5
72 1.0+1.0
quercetina 100 5 0 0.8+1.0
24 0.8+0.8
48 0.4 +0.5
72 1.0+0.7
CrO; 20 5 0 1.6+ 0.5
24 10.0+2.7%
48 9.8+3.1%
72 4.4+1.8°
quercetina- 100-20 | 5 0 2.0+1.0
CrO;
24 3.6+1.5
48 6.4+1.8%°
72 3.0+1.0

Significancia de p<0.05; ° vs Testigo; Pys quercetina; “vs CrO; hora 0; © vs quercetina-CrO,
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Figura 18. Analisis por tiempo y por grupo del NIF de MN, calculado para 10,000 EPC,
cuando se administré una dosis de 100 mg/Kg de quercetina via i.p. (*:p< 0.05)
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Figura 19. Analisis por tiempo y por grupo del DIF de MN, cuando se administré una dosis
de 100 mg/Kg de quercetina via i.p. (*:p< 0.05)

Dado que con los tratamientos de rutina y quercetina se observaron los porcentajes mas
altos de protecciéon del efecto genotdxico del CrOs; (hora 24 y 48), se administraron
simultaneamente estos tratamientos. En el cuadro 5 se muestran los promedios de las
frecuencias de MN con los tratamientos de 625 mg/kg de rutina (dos dosis) y 100 mg/ kg de
guercetina por via i.p., del CrO; y de la combinacién de los tratamientos CrOs-rutina-
guercetina. Se observa que, la co-administracion de rutina y quercetina incrementa los
promedios de las frecuencias de MN (aproximadamente 2 MN) a las 48 horas, a diferencia de
la administracidon por separado de rutina y quercetina (Cuadro 3 y 4), sin embargo este
incremento no resultan estadisticamente significativo al compararse con el grupo testigo. En
el grupo en el que se combinaron los tratamientos de antioxidantes (rutina y quercetina) con
el CrO;, se disminuyeron los promedios de las frecuencias de MN a las 24, 48 y 72 horas con
respecto al grupo tratado solo con CrOs, sin embargo, el promedio de MN aun resultan
estadisticamente significativo a la hora 48 comparada con el grupo testigo. Al realizar el
analisis del NIF (Figura 20) se observa que la disminucién de los MN en el grupo combinado
de antioxidantes-CrOs, es del 83 %, 42 % y 35 % a las 24, 48 y 72 horas respectivamente al
compararse con el grupo tratado con CrOs. En la figura 21, se muestra el comportamiento de
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las frecuencias de MN, se observa que en el grupo en el que se combinaron los tratamientos
de antioxidantes (rutina y quercetina) con el de CrOs; (linea verde) es muy similar al
comportamiento que presenta el grupo en el que solo se administraron los antioxidantes
(linea azul), lo que con