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Resumen

Introduccion: Debido a sus componentes antioxidan-
tes, al consumo de infusiones de té verde se le ha asociado
con efectos benéficos para la salud, ya que sus antioxidan-
tes pueden jugar un papel importante en el riesgo y la
patogénesis de algunas enfermedades crénicas, como
algunos tipos de cancer y enfermedades cardiovasculares.
A su vez, se ha reportado que compuestos metalicos como
los del Cr [VI] son carcinogénicos e inducen dafio genoté-
xico mediante Estrés Oxidante (EOx). De ahi que, es posi-
ble que el té verde proteja del daio genotoxico inducido
por estos compuestos.

Objetivo: Se evalud el efecto de la administracién por
via oral del té verde sobre el dafio genotéxico inducido
por Cr [VI], mediante la cuantificacion de micronticleos
(MN) en eritrocitos policromaticos (EPC).

Material y método: Ratones de la cepa CD-1 fueron
divididos en forma aleatoria en los siguientes grupos: (i)
testigo, (ii) tratados con té verde, (iii) tratados con trié-
xido de cromo, (iv) tratados con té verde y trioxido de
cromo. El té verde se administré por sonda intragastrica
cada 12 horas durante dos dias (4 dosis de 0,25 ml de infu-
siones de 1,6 g/7,5 ml) y ad libitum 5,6 ml/dia durante 10
dias de infusiones de 3,2 g/100 ml, mientras que, el trio-
xido de cromo se aplicé por via intraperitoneal (20
mg/kg). Se obtuvieron muestras de sangre de la vena cau-
dal, en las que se evalu6 el niimero de MN en EPC a las 0,
24,48 y 72 horas después de los tratamientos.

Resultados: El grupo tratado con té verde no presenté
cambios estadisticamente significativos en los promedios
de MN. Por su parte, el grupo al que se le administré el
trioxido de cromo mostré incrementos entre 4 y 8 MN,
que resultaron estadisticamente significativos al compa-
rarlos con el grupo testigo, lo que corroboré el daiio geno-
toxico. Cuando se combinaron los tratamientos del té
verde y trioxido de cromo se observé una disminucion en
las frecuencias de MN del 31y 62% alas 72 horas, del 20 y
35% alas 48 horas y del 18 y 31% a las 24 horas con los
tratamientos intragastricos y ad libitum respectivamente,
en comparacion con el grupo tratado solo con el triéxido
de cromo. Por lo que, el té verde redujo el daiio genoto-
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GREEN TEA AND ITS ROLE ON
CHEMOPREVENTION IN VIVO OF GENOTOXIC
DAMAGE INDUCED BY CARCINOGENIC METALS
(CHROMIUM [VI])

Abstract

Background: Consumption of green tea, by its antioxi-
dant properties, has been associated with beneficial
health effects, because antioxidant may play a role in the
risk and pathogenesis of several chronic diseases, espe-
cially cardiovascular disease and cancer. On the other
hand, it has been reported that metal compounds such as
chromium [VI] are carcinogenic and can induce geno-
toxic damage through the Oxidative Stress. Therefore, it
is possible that green tea has a protective effect against
the genotoxic damage induced by this compounds.

Objective: To evaluate the effect of oral administration
of green tea over the genotoxic damage induced by Cr
[VI] by quantification of micronucleus (MN) in polychro-
matic erythrocytes (EPC).

Materials and methods: We use mice of CD-1 strain
that were randomly divided into the following groups: (i)
control, (ii) treatment with green tea, (iii) treatment with
chromium trioxide, (iv) treatment with green tea and
chromium trioxide. The green tea was administrated via
intra-gastric tube every 12 hours over two days (4 doses of
0.25 ml infusions 1.6 g/7.5 ml) and ad libitum (5.6 ml/day
for 10 days infusions of 3.2 g/100 ml), while chromium
trioxide was administrated via intraperitoneal (20
mg/kg). Blood samples were obtained from the caudal
vein, the number of MN in EPC was assessed at 0, 24, 48
and 72 hours after the treatments.

Results: The group treated with green tea showed no
significant statistical changes in the average of MN. On
the other hand, the group that was dosed with the chro-
mium trioxide showed an increase between 4 and 8 MN,
which was statistically significant when compared with
control group, which confirmed the genotoxic damage.
When the green tea treatment was administered before
the application of chromium trioxide, there was a
decrease in MN frequencies of 31 and 62 % at 72 hours, 20
and 35% at 48 hours and 18 and 31% at 24 hours with
intragastric and ad libitum respectively, compared with
the group treated only with chromium trioxide. Hence,
green tea reduced the genotoxic damage induced by chro-
mium trioxide, and the highest protection was presented
at 72 hours.

Conclusions: Our findings support the protective
effects of green tea against the damage of genetic mate-



xico inducido por el trioxido de cromo, y la mayor protec-
cion se presento a las 72 horas.

Conclusiones: Nuestros hallazgos muestran un efecto
protector del té verde contra el dafio al material genético
inducido por compuestos metalicos como los del Cr [VI],
sugiriendo que sus componentes antioxidantes son los que
tienen un efecto quimiopreventivo sobre el EOx generado
por el Cr [VI] durante su reduccion a Cr [III]. El hecho de
que la mayor disminucién de la frecuencia de MN se
observe a las 72 horas y con el tratamiento ad libitum,
sugiere que el efecto protector depende de la biodisponi-
bilidad, farmacodinamica y farmacocinética del princi-
pio activo del té verde, por lo que la administracion del té
verde durante tiempos mas prolongados antes de la expo-
sicion con compuestos de Cr [VI] podria tener un efecto
preventivo mas consistente.

(Nutr Hosp. 2012;27:1204-1212)
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Introduccion

Las propiedades antioxidantes que presentan algu-
nas de las sustancias que componen los alimentos de la
dieta humana, generan la posibilidad de su uso y apli-
cacidn para contrarrestar los dafios ocasionados por
agentes mutdgenos y cancerigenos'?. Al estrés oxi-
dante (EOx), se le ha relacionado con el dafio genot6-
xico, y en este sentido, se ha observado que algunas
plantas o sus componentes que presentan potencial
antioxidante, tienen efectos protectores de los dafios
inducidos sobre el material genético*. E1 EOx estd rela-
cionado con el envejecimiento, ademds de favorecer la
presencia o las complicaciones de enfermedades como:
ateroesclerosis, diabetes mellitus, alzheimer, diversos
tipos de cancer, asi como de procesos inflamatorios y
de isquemia/reperfusion, entre otros; por lo que el EOx
constituye uno de los mecanismos fisiopatoldgicos
mads importantes. El concepto de EOx es considerado
como un desequilibrio bioquimico ocasionado por la
produccién excesiva de especies reactivas de oxigeno
(ERO7s) y radicales libres (RL) o por una disminucién
de los sistemas antioxidantes®. La generacién de
ERO’s propician la formacién de RL, los que al tener
un electrén impar o solitario en sus Orbitas externas son
altamente reactivos y pueden interaccionar con macro-
moléculas bioldgicas como el ADN, lipidos, carbohi-
dratos y proteinas; generando dafio genotdxico de
manera directa o indirectamente que puede conducir a
carcinogénesis®’. De ahi que el estudio de sustancias
con propiedades antioxidantes surge como una opcion
para la prevencién y como coadyuvante en el trata-
miento de enfermedades cronico-degenerativas rela-
cionadas con el EOx y con el dafio genotoxico.

Se estima que las células humanas sufren diaria-
mente alrededor de 10.000 reacciones o “golpes”
(“hits”) de los RL, y que los antioxidantes (endégenos

rial, induced by metal compounds such as chromium
[VI], suggesting that its antioxidant compounds are those
that have a chemopreventive effect on the EOX generated
by the Cr [VI] during its reduction to Cr (IIT). The fact
that the largest decrease in the frequency of MN was
observed at 72 hours and ad libitum treatment, suggests
that, the protective effect depends on the bioavailability,
pharmacodynamics and pharmacokinetics of the active
ingredient in green tea, so the administration of green tea
for a long period of time before the exposure to Cr [VI]
could have a more consistent preventive effect.

(Nutr Hosp. 2012;27:1204-1212)
DOI:10.3305/nh.2012.27.4.5672
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y exdgenos) los pueden contrarrestar®®. Particular-
mente, los polifenoles presentan un alto potencial
antioxidante relacionado con la disminucién de enfer-
medades cardiovasculares y de algunos tipos de cincer,
ademas de propiedades antiinflamatorias, antialergéni-
cas, inmunomoduladoras, antibacterianas, antivirales,
anti-fibréticas y neuroprotectoras. Los polifenoles se
encuentran de manera natural en las frutas y los vegeta-
les, asi como en el vino tinto, la cerveza e infusiones del
té verde®. Se ha encontrado que el té verde (Camellia
sinensis) contiene por lo menos 12 derivados de polife-
noles, entre ellos las catequinas y la miricetina (flavo-
noides), que son las que le confieren su principal poten-
cial antioxidante. Dentro de las catequinas, las mas
estudiadas han sido la galatoepigalocatecina (EGCG),
la epigalocacetina (EGC), la galatoepicatecina (ECG)
y epicatecina (EC)'".

En contraparte, los compuestos del cromo [VI] han
sido ampliamente estudiados, debido a que forman
parte de gran variedad de compuestos utilizados en la
industria y de su asociacién con la induccién de can-
cer'*, Si bien, el Cr [III] es un micronutriente esencial
que juega un papel importante en el metabolismo de
proteinas, azucares y grasas'®, el Cr [VI] puede generar
ERO’s y RL durante su reduccion intracelular a Cr [111]
e inducir dafio genotdxico, incluso se ha planteado que
la carcinogénesis del Cr [VI] puede ser iniciada y pro-
movida por esta reduccion intracelular. El Cr [VI] es
capaz de entrar en la célula a través de los canales ani6-
nicos, en donde agentes como el ascorbato, el gluta-
tion, y la cisteina lo reducen a Cr [V], Cr [IV] y Cr
[IIT]'"15. Las lesiones genéticas estructurales que origi-
nan la exposicién a compuestos de Cr [VI] incluyen la
formacion de aductos, rompimientos de cadena senci-
lla y doble, uniones entre ADN y proteinas, oxidacién
de bases nitrogenadas, produccion de sitios abdsicos,
asi como cruzamientos inter e intracatenarios'”". El
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dafio del material genético inducido por Cr [VI] tam-
bién puede presentar efectos sobre la replicacion y la
transcripcién del ADN, desregularizar los puntos de
control en el ciclo celular, afectar los mecanismos de
reparacion del ADN, y generar disrupcion en las redes
génicas regulatorias relacionadas con la muerte celular
e inducir cdncer, ya que, estos cambios genéticos/epi-
genéticos se relacionan con la progresion neopldsica'®.
De igual manera, en estudios citogenéticos se ha obser-
vado que la administracion in vivo de compuestos de Cr
[VI] pueden inducir dafio genotéxico mediante el
incremento de las aberraciones cromosdmicas (AC) y
micronudcleos (MN)"2!. Por lo que, la prevencién o
modulacién del dafio genético puede estar relacionado
con la prevencién de enfermedades cronico-degenera-
tivas como algunos tipos de cancer.

La capacidad antioxidante del té verde se ha demos-
trado tanto en estudios in vitro como in vivo con dife-
rentes sistemas de prueba*?*, no obstante, ha sido esca-
samente estudiado su posible efecto protector in vivo
del dafio genotdxico inducido por sustancias canceri-
genas que generan EOx mediante la formacién de
ERO’s y RL. De ahi que, el presente trabajo fue dise-
flado para estudiar los efectos de la administracién por
via oral (intragdstrica y ad libitum) del té verde sobre el
dano genotdxico inducido por metales cancerigenos
(Cr [VI]), mediante la evaluacion de MN en Eritrocitos
Policromadticos (EPC) de sangre periférica de ratones
de la cepa CD-1 tratados con triéxido de cromo.

Material y métodos
Animales

Se emplearon siete grupos de ratones machos (cinco
organismos por grupo) sexualmente maduros de la
cepa CD-1 entre 45 y 60 dias de edad con un peso de 28
a 35 g. Los ratones se obtuvieron del bioterio Harlan de
la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM) y fueron aclimatados
durante dos semanas en el bioterio de la Facultad de
Estudios Superiores Zaragoza de la UNAM. Se alimen-
taron con nutricubos (Purina), permitiéndoles libre
acceso al agua y al alimento. Se mantuvieron bajo con-
diciones de temperatura y circulacién de aire controla-
das, asi como periodos de luz-oscuridad de 12-12
horas.

Reactivos

Al menos que se indique, todos los reactivos emplea-
dos en el estudio fueron obtenidos de Sigma Chemicals
Co. (St. Louis, MO, USA). Triéxido de cromo [CAS
No. 1333-82-0]. Se emple6 té verde orgdnico de una
marca comercial obtenido de las altas montaiias de la
provincia de Fujian en China (USDA organic Uncle
Lee’s Tea®).

Tratamientos

El triéxido de cromo fue preparado en solucién
mediante su disolucién en agua destilada estéril. Se
administré inmediatamente después de su preparacion
en un volumen de alrededor de 0,25 ml. Los tratamientos
de triéxido de cromo fueron aplicados por via intraperi-
toneal, mientras que el té verde fue administrado por via
oral (sonda intragdstrica y ad libitum). El grupo testigo
fue tratado tinicamente con el vehiculo por la misma via
que los tratamientos de té verde y triéxido de cromo.

La dosis y via de administracién del triéxido de
cromo se seleccionaron de acuerdo a estudios previos
en los cuales se observéd que la administracion de trié-
xido de cromo por via intraperitoneal induce dafio
genotodxico en el ratén'*?'*2 E] té verde se administrd
por via oral, por ser la via de consumo humano. Para la
administracién por sonda intragastrica se prepard una
infusién durante tres minutos de una “bolsa” de 1,6 g
de té verde en 7,5 ml de agua potable en ebullicion, el
extracto se obtuvo por presion y se administréd cada 12
horas (dosis de 0,25 ml durante dos dias). Para la admi-
nistracion ad libitum se prepar6 la infusion durante tres
minutos del té verde (2 bolsas de té, 3,2 g) en 100 ml de
agua potable, una vez transcurrido el tiempo se retira-
ron las “bolsas” del té, se dejo enfriar durante 10 minu-
tos y se colocé en bebederos obscuros. Se calculé la
cantidad consumida del té verde diariamente (el indice
de consumo diario de té verde por ratén). Las infusio-
nes del té verde se prepararon en fresco y se administra-
ron inmediatamente durante los dias de tratamiento.

Los criterios de evaluacioén y condiciones de trabajo
se establecieron con base en los lineamientos de los
programas de la GENOTOX y la FDA*. El efecto de
la administracion del té verde sobre el dafio genotdxico
inducido por el triéxido de cromo, se evalué mediante
el andlisis de la cinética de MN en EPC durante 72
horas.” Grupos de cinco ratones fueron tratados de la
siguiente forma: a) Grupo testigo sonda intragdstrica,
se le administré el vehiculo (0,25 ml de agua potable)
por via oral (sonda intragéstrica) cada 12 horas durante
dos dias, b) Grupo testigo ad libitum, se le permiti
libre acceso al vehiculo (agua potable), ¢) Grupo té
verde sonda intragdstrica, se tratd por via oral (sonda
intragdastrica) con 0,25 ml de t€ verde (infusién de 1,6
2/7,5 ml) cada 12 horas durante dos dias, d) Grupo té
verde ad libitum, se trat6 por via oral (libre acceso) con
una infusién de té verde (3,2 g/100 ml) durante 10 dias,
e) Grupo trioxido de cromo, se les aplicé 20 mg/kg de
triéxido de cromo por via intraperitoneal, f) Grupo té
verde sonda intragdstrica-trioxido de cromo, se les
administraron cuatro dosis del té verde (0,25 ml de
infusién 1,6 g/7,5 ml) por sonda intragdstrica cada 12
horas durante dos dias antes de la aplicacién del trié-
xido de cromo (20 mg/kg) y g) Grupo té verde ad libi-
tum-trioxido de cromo, al que se le permitié libre
acceso a la infusién del té verde (3,2 g/100 ml) durante
10 dias antes de la aplicacién del triéxido de cromo (20
mg/kg).
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Preparacion de laminillas

Se prepararon laminillas cubiertas de naranja de
acridina (NA) con base en la técnica de Hayashi
(1991)*. La NA se prepar6 en una solucién con agua
desionizada (1mg/ml), de la cual se tomaron 10 ml y
se colocaron en portaobjetos precalentados (alrede-
dor 70° C). Con ayuda de otro portaobjetos se exten-
di6 el colorante y se dejé secar a temperatura
ambiente. Las laminillas se guardaron en la oscuri-
dad hasta su uso.

Toma de muestras

Una vez administrados los tratamientos, se les tomaron
a los ratones muestras de 5 ul de sangre de la vena caudal
cada 24 horas durante 72 horas. Las muestras se colocaron
directamente en las laminillas previamente preparadas
con NA. Inmediatamente se colocé un cubreobjetos (24 x
50 mm) y fueron selladas las orillas. Todas las preparacio-
nes se guardaron en cajas de pldstico en la oscuridad, a una
temperatura de aproximadamente 4° C. El andlisis de las
preparaciones se realiz6 después de 12 h de haber sido
preparadas, procurando no exceder de cinco dias. Se
hicieron dos laminillas por cada organismo®.

Evaluacion

Las evaluaciones se realizaron mediante la identifi-
cacidn de los eritrocitos normocromaticos (ENC), de
los EPC y de los MN bajo un microscopio de fluores-
cencia (Nikon OPTIPHOT-2). La tincién diferencial
que se obtuvo con la NA, diferenci6 a los EPC de los
ENC, ya que los EPC se tifien de rojo fluorescente
debido al ARN-ribosomal, y los MN se tifien de color
amarillo fluorescente por su contenido de ADN (fig. 1).
Se analizaron 2.000 EPC por cada ratén, en los que se
identificé la presencia o ausencia de MN para la eva-
luacién del dafio genotdxico?.

Fig. 1.—Frotis de sangre de raton teiiida con naranja de acridi-
na, donde se muestra un EPC con un MN [a].

Andlisis estadistico

Los resultados de la induccién de MN se presentan
como media + desviacién estdndar y se compararon
mediante un andlisis de varianza (ANOVA) seguido de
una prueba de Tukey. La Frecuencia Neta de la Induc-
cién de MN (por sus siglas en ingles NIF), se analizé
con una Chi-cuadrada®3. Se emplearon los programas
SPSS/PC V18™y Statistica/PC V 6.0™, para hacer los
andlisis estadisticos. Para todos los casos se considerd
el nivel de significancia de p < 0,05.

Resultados

Se emplearon dos grupos testigo ya que el té verde se
administré por via oral mediante sonda intragéstrica y
ad libitum. Como se muestra en la tabla I, no se obser-
varon modificaciones significativas en los promedios
de MN entre las dos vias de administracién en los gru-
pos testigo, al igual que en los grupos que fueron trata-
dos solo con el té verde. Los consumos promedio del té
verde por ratén cuando se administré ad libitum fueron
de 5,6 ml/diay el tratamiento fue durante 10 dias, por lo
que la dosis total fue de 56 ml de la infusién 3,2 g/100
ml. Mientras que, para la administracion intragdstrica
se emplearon cuatro dosis de 0,25 ml, por lo que la
dosis total fue de 1 ml de la infusién de 1,6 g/7,5 ml. Sin
embargo, la administracién de 20 mg/kg de triéxido de
cromo presentd incrementos de 6, 7y 4 MN a las 24, 48
y 72 horas respectivamente, los cuales resultaron esta-
disticamente significativos al ser comparados con los
grupos testigo (ad libitum y sonda intragdstrica), con
los grupos tratados solo con té verde y con su propia
hora 0 (muestra obtenida antes de aplicar el trata-
miento) (tabla I). Cuando se combinaron los tratamien-
tos de té verde y triéxido de cromo, se observé una dis-
minucién en los MN en comparacién con el grupo al que
solo se le administro el triéxido de cromo, siendo mayor
la disminucién con el tratamiento ad libitum del té verde
(alrededor de 2 MN en todas las horas evaluadas). Sin
embargo, aunque se disminuyeron los promedios de MN
en el grupo tratado con triéxido de cromo-té verde, al
hacer la ANOVA estos resultan estadisticamente signi-
ficativos a las 24 y 48 horas (grupo triéxido de cromo-
té verde sonda intragdstrica) y a las 24 horas (grupo
triéxido de cromo-té verde ad libitum) (tabla I).
Tomando en cuenta las desviaciones estandar observa-
das y dado que el promedio de MN a la hora 0 no fue el
mismo para todos los grupos, se calculd el valor abso-
luto del NIF de MN, partiendo de la premisa de que la
induccién de los MN a la hora 0 de cada grupo es su
propio testigo. Por lo que, se rest6 la frecuencia de MN
observada a la hora O a las evaluadas en las siguientes
horas®. En la fig. 2 se muestra el andlisis por tiempo y
por grupo del NIF de MN calculado para 10.000 EPC,
se puede observar que, en comparacién con el grupo al
que se le aplico solo el tratamiento de triéxido de
cromo, los grupos tratados con té verde y triéxido de
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Tabla I
Frecuencia de MN en EPC de los grupos tratados con té verde y trioxido de cromo

MN/1.000 células

Tratamiento Dosis Hora n Media + DE ANOVA
Testigo 0 0 5 1,8+£1.6
(via sonda) 24 5 1,8+0,8
48 5 1,8+0,8
72 5 2,0+1,0
Testigo 0 0 5 1,4+1,1
(libre acceso) 24 5 1,4+0,9
48 5 1,4+0,5
72 5 1,0+1,0
Té verde 1 ml* 0 5 1,0+0,7
(via sonda) 24 5 2,621
48 5 22+1,5
72 5 1,2+0,8
Té verde 56 ml* 0 5 3,0+0,7
(libre acceso) 24 5 1,0+1,0
48 5 1,6 2,5
72 5 2,623
Triéxido de cromo 20 mg/kg 0 5 1,3+0,8
24 5 8,128 a,b, g
48 5 9,1+23 a,c,h
72 5 5,1+1,5 a,d,i,m
Té verde-Trioxido 1 ml* 0 5 1,8+24
de cromo (via sonda- ip) -20 mg/kg 24 5 7,0+3,2 e,j
48 5 7,649 f,j,1
72 5 3,8+4,3
Té verde-Trioxido 56 ml* 0 5 1,4+1,1
de cromo (acceso libre- ip) -20 mg/kg 24 5 6,2+1,3 g k,c
48 5 5,8+3,4
72 5 1,6 0,5

*p <vs. CrO3 hora 0; p < vs. testigo ad libitum hora 24; <p < vs. testigo ad libitum hora 48; ‘p < vs. testigo ad libitum hora 72; ¢p < vs. testigo sonda
hora 24; 'p < vs. testigo sonda hora 48; ¢p < vs. té verde ad libitum hora 24; "p < vs. té verde ad libitum hora 48; 'p < vs. té verde ad libitum hora 72;
ip <vs. té verde-triéxido de cromo via sonda hora 0; “p < vs. t€ verde-triéxido de cromo via ad libitum hora 0; 'p < vs. té verde sonda hora 48; "p <vs.

té verde-triéxido de cromo ad libitum hora 72.

*Dosis de 0,25 ml cada 12 horas durante dos dias (Infusiones de 1,6 g/7,5 ml).
**Consumo promedio diario de 5,6 ml durante 10 dias (Infusiones de 3,2 g/100 ml).

cromo, tanto por sonda intragastrica como ad libitum,
presentan disminuciones en las frecuencias de MN del
31y 62% alas 72 horas, del 20 'y 35% a las 48 horas y
del 18 y 31% a las 24 horas respectivamente. Como se
muestra en la fig. 2, las frecuencias de MN observadas
en el grupo tratado solo con triéxido de cromo también
resultan estadisticamente significativas al compararse
con el grupo que fue tratado con triéxido de cromo y té
verde ad libitum alas 72 horas.

Discusion de resultados

Aunque al consumo del té verde se le han atribuido
efectos benéficos en la salud humana, las investigacio-
nes cientificas sobre esta bebida y sus componentes se
han desarrollado principalmente durante las dos ulti-
mas décadas. Diversos estudios realizados in vitro, han

mostrado una fuerte evidencia de que los componentes
antioxidantes del té verde (polifenoles) pueden desem-
pefiar un papel importante en el riesgo y la patogénesis
de varias enfermedades cronico-degenerativas, espe-
cialmente en las enfermedades cardiovasculares y el
céncer. Sin embargo, algunos resultados observados en
los estudios epidemiolégicos y clinicos son contradic-
torios, ya que si bien, en algunos se reporta que el con-
sumo del té verde en humanos muestra varios efectos
fisiolégicos en la modulaciéon de algunas enfermeda-
des, en otros no se han presentado estos mismos efec-
tos®. Esto debido a que el efecto del consumo de té
verde en humanos puede estar afectado por otras varia-
bles como lo son; factores socioecondémicos y el estilo
de vida, asi como por la metodologia empleada en la
preparacion del té y la forma de la ingesta®*. De ahi
que, se proponga realizar estudios in vivo empleando
animales de experimentacion en los que se puedan con-
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trolar estos factores o variables. En el presente estudio
se empled un modelo in vivo, para estudiar la posible
quimioprevencion del té verde sobre el dafio genot6-
xico inducido por metales cancerigenos, con la finali-
dad de contribuir en la generacion de estrategias en el
tratamiento y prevencion de enfermedades relaciona-
das con el EOx dada la capacidad antioxidante que le
confieren algunos de sus componentes al té verde y por
otra parte, inferir el modo de accién de los agentes pro-
tectores del dafio genotdéxico (desmutagenesis y bio-
antimutagénesis), en este caso del té verde.

Se observé que la administracién por via oral (sonda
intragdstrica y ad libitum) del té verde es capaz de
modular in vivo el dafio genotdxico inducido por agen-
tes identificados como cancerigenos inductores de
EOx como los compuestos de Cr [VI]. El ensayo de
MN ha sido propuesto como una herramienta Util para
la medicién de genotoxicidad in vivo. Los MN son cro-
mosomas completos que se rezagan durante la anafase
y no son incorporados al nicleo principal durante la
division celular o fragmentos de cromosomas, por lo
que los MN son indicativos de dafio al ADN>*?". Al
administrar in vivo el té verde tanto por sonda intragds-
trica como ad libitum no se observaron efectos signifi-
cativos en los promedios de MN, de hecho, en el trata-
miento ad libitum hay una disminucién de alrededor de
dos MN (hora 24 y 48) en comparacion con la evalua-
cién realizada antes de iniciar el tratamiento con té
verde (hora 0), lo cual incluso podia ser indicativo de
proteccion de la induccién de los MN basales que pre-
sentaban los organismos. En estudios previos en los
que se administrd a ratones y ratas, infusiones del té
verde o algunos de sus componentes antioxidantes,
tampoco se han reportado efectos genéticos, ni téxicos
aparentes, lo que concuerda con nuestras observacio-
nes**3%, E] aumento en los promedios de MN obser-
vado por la administracién del tratamiento de triéxido
de cromode 7,8 y 4 MN alas 24, 48 y 72 horas respec-
tivamente es indicativo de dafio genotéxico, ya que los
lineamientos de la FDA y la OECD sefialan que para
que una sustancia o compuesto sea considerada como
un agente genotoxico, este debe de inducir mas de 4
MN/1.000 EPC evaluados®®. El dafio genotdxico
observado en el presente trabajo por la administracién
del triéxido de cromo corrobora los resultados reporta-
dos previamente tanto por nuestro grupo de trabajo
como por otros grupos, quienes también observaron
dafio genotdxico mediante el incremento en la frecuen-
ciade AC e induccién de MN, asi como de rompimien-
tos de cadena sencilla y doble del ADN y de mutacio-
nes puntuales?' 44!, La induccidén del dafio genotéxico
del Cr [VI] se ha relacionado con los procesos bioqui-
micos involucrados en el ciclo redox y la generacién de
ERO’s y RL, ya que se ha propuesto que el Cr [VI] al
atravesar la membrana celular puede ser reducido
intracelularmente y producir reactivos intermedios
como el Cr [V], Cr [IV] y finalmente Cr [III]". El
mecanismo mas importante de la activacién del oxi-
geno por metales de transicidn, involucra a la reaccién

de Fenton/Haber-Weiss, que genera el radical hidroxil
(OH"), el cual es altamente reactivo y capaz de dafiar al
ADN. En el ciclo de Haber-Weiss, el Cr [VI] puede
catalizar la formacién de radicales OH" a partir del
radical superdxido (O-27), esto es, el radical (O-27)
puede reducir al Cr [VI] para generar Cr [V], el cual
puede reaccionar con el H O, para producir el radical
OH' y generar nuevamente Cr [VI]'"".

Si bien, la via por la que el Cr [VI] ejerce sus princi-
pal actividad cancerigena en humanos, es mediante la
inhalacidn, recientemente se ha propuesto considerar
otras vias de administracién con la finalidad de inferir
directamente los posibles mecanismos en la quimio-
prevencion del dafio genotéxico*?. En modelos anima-
les in vivo, la via de administracién intraperitoneal es
aceptada para estudiar las interrelaciones directas de
los agentes inductores de dafio mutdgeno o canceri-
geno en los 6rganos blanco®<.

Al administrar el té verde por via oral previamente a
la aplicacion del triéxido de cromo por via intraperito-
neal, se observé una disminucién de las frecuencia de
MN, lo que sugiere que el té verde presenta efectos pro-
tectores sobre el dafio genotéxico inducido por el trié-
xido de cromo. El efecto del té verde sobre la induccion
de MN también ha sido observado en ratones tratados
durante 28 dias por via oral con infusiones (0,2% de té
verde) en los que se redujo el nimero de MN que indu-
cen mutdgenos como el Benzo[a]pyreno®. De igual
manera, se observé que la administracion de extractos
de té verde a ratas, suprimi6 eficazmente las AC indu-
cidas por la aflatoxina B, en células de médula ésea*.
En otros estudios, se encontrd que la administracién de
infusiones al 2% de té verde a ratones y ratas, reduce
los aductos en el ADN producidos por la administra-
cidén de carcindgenos en células de pulmoén e higado*+.
La proteccién del dafio genotdxico inducido por el trié-
xido de cromo puede ser debida al alto contenido de
antioxidantes que presenta el té verde, los cuales a su
vez pudieron inactivar a las ERO’s y RL generados por
la reduccién de Cr [VI] a Cr [III]. El té verde contiene
cantidades relativamente grandes de polifenoles, que
son los que le confieren su principal potencial antioxi-
dante. Se ha demostrado in vitro que los polifenoles
son capaces de capturar RL como el 1,1-difenil-2-
picril-hidrazil (DPPH), los radicales hidroxilo (OH-) y
lipidos derivados de los RL, los cuales pueden desem-
pefiar un papel importante en la patogénesis de varias
enfermedades como el cancer*’“. Por lo que, el uso de
antioxidantes como los componentes polifendlicos del
té verde, pudiera ser una estrategia importante en la
prevencién y tratamiento de las enfermedades crénico-
degenerativas asociadas con las ERO’s y RL como
algunos tipos de cancer.

Debido a la escasa informacién que hay en relacion
al efecto del té verde sobre la posible modulacién o qui-
mioprevencién del dafio genotdxico producido por
metales cancerigenos, se considera relevante estudiar
estas interrelaciones para contribuir en el plantea-
miento de las vias de induccién de dafo genotdxico de
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los compuestos del Cr [VI], dado que los compuestos
de Cr [VI] generan EOx mediado por la generacion de
ERO’s y RL durante la reduccién de Cr [VI] a Cr [1II] y
el té verde es rico en polifenoles con propiedades antio-
xidantes. Por otra parte, en estudios in vitro en los que
se han empleado polifenoles del té verde se ha obser-
vado que estos pueden presentar un efecto inhibidor
sobre la activacidén del NF-kB, el cual se considera un
factor de transcripcion en la respuesta al EOx de varios
genes, incluyendo ciertos oncogenes, como el c-myc*.
Estas observaciones resultan interesantes, ya que en
otros estudios se ha mostrado que los radicales OH-
generados por los compuestos de Cr[VI] en las reaccio-
nes mediadas por RL desempefian un papel importante
en la activacién del NF-kB*. Dado que este factor de
transcripcion se considera que desempefia un papel
clave en el mecanismo de la carcinogénesis del Cr [VI],
y dado que los polifenoles del té verde pueden inhibir la
activacion del NF-xB in vitro es posible que este sea
uno de los mecanismos por los que el té verde presente
su proteccion contra el dafio genotéxico y de la carci-
nogénesis inducida por el Cr [VI].

Por otra parte, en el presente estudio se observé que
la mayor proteccion del té verde sobre el dafio genot6-
xico inducido por el triéxido de cromo se presenta a las
72 horas, esto puede relacionarse con la distribucion,
biotransformacion y eliminacion del triéxido de cromo
y con el origen de los MN, ya que aunque se ha repor-
tado que el mayor dafio genotéxico de los compuestos
de Cr [VI] se presenta alrededor de las 24 horas des-
pués de su administracion, en algunos estudios se ha
observado que puede persistir hasta las 72 horas!+!1°2!5,
y pudiera estar relacionado al origen de los MN; que
pueden ser inducidos tempranamente (dafio aneuploi-
dégeno) o tardiamente (dafio clastégeno). En nuestro
laboratorio, hemos observado que el triéxido de cromo
es capaz de inducir MN por ambos mecanismos (Gar-
cifa-Rodriguez et al., en preparacién)’'. Por otra parte, el
té verde present6 mayor efecto protector sobre el dafio
genotoxico inducido por el triéxido de cromo, con tra-
tamiento ad libitum administrado durante 10 dias pre-
vios a la aplicacién del triéxido de cromo, ya que pre-
sent6 disminucién de la frecuencia de MN inducidos
por el triéxido de cromo del 62% en comparacién con
el 31% del tratamiento intragdstrico. Esto también
puede tener una relacién con la distribucién, biotrans-
formacién y eliminacion del té verde, ya que es posible
que influyan en su disponibilidad, concentracién y acti-
vidad antioxidante de los componentes del té verde*+.
En estudios previos, se observo que la administracion
de extractos del té verde (alrededor del 2%) como tnica
fuente de liquidos durante 10 semanas, disminuia el
63% del indice de mutaciones en el higado de ratones
transgénicos de la cepa C57BL/6 después de la séptima
semana®, por lo que se propone la posibilidad de una
mayor efectividad de los tratamientos crénicos de los
extractos de Camellia sinensis. De igual manera, la
administracién a ratas F344 de soluciones del 1,25%
durante dos 6 seis semanas presenta una mayor efecti-

vidad contra el dafio causado por la administracién de
azoxymethane a partir de la quinta semana®.

El efecto citotéxico puede ser determinado por la
reduccién de la frecuencia de EPC, por lo que se ha
sugerido evaluar la relacién de EPC con respecto a los
ENC>**. En nuestro estudio no se observaron modifi-
caciones en la relacion entre los EPC con respecto a los
ENC en ninguno de los tratamientos administrados a
pesar de que los compuestos de Cr [VI] son altamente
citotéxicos'*". Sin embargo, es recomendable tomar
con reserva la evaluacion de la frecuencia de EPC para
considerar la citotéxicidad, partiendo del hecho de que
cuando se presenta toxicidad en la eritropoyesis pue-
den activarse también los mecanismos de divisién
celular y por lo tanto enmascararse el efecto®.

Conclusion

En este estudio se observé que la administracion in
vivo a ratones hembra de la cepa CD-1 de té verde (via
oral intragdstrica y ad libitum) de concentraciones equi-
valentes a las consumidas en promedio por los humanos,
no inducen dafio genot6xico ni citot6xico. Mientras que,
se corrobord el dafio genotdxico de los compuestos de Cr
[VI], mediante el incremento de la frecuencia de MN
inducido por el tratamiento de 20 mg/kg de peso corporal
de triéxido de cromo, de las 24 a las 72 horas después de
su aplicacion por via intraperitoneal. Cuando se combi-
naron los tratamientos del té verde y el triéxido de cromo
se observé proteccion del dafio genotdxico limitada por
el tiempo y que la administracién del té verde ad libitum
durante 10 dias fue mas efectiva, que al ser administrado
solo por dos dias por via intragdstrica. A partir de nues-
tras observaciones podemos sugerir que el consumo del
té verde, que es una bebida popular y consumida en
varios paises, genera expectativas para su posible aplica-
cién en la quimioprevencion del dafio genotdxico, lo cual
podria conducir a una futura aplicacién para prevenir
procesos de carcinogénesis y mutagénesis. Por lo que, es
necesario ampliar este tipo de estudios para obtener datos
concluyentes sobre los posibles beneficios en la salud
humana. Cabe sefialar que muchos carcinégenos, como
los compuestos de Cr [VI], ejercen sus efectos cancerige-
nos mediante la produccién de ERO’s y RL, por lo que el
té verde y sus componentes antioxidantes podrian actuar
como un agente terapéutico contra la carcinogénesis
inducida por este tipo de agentes cancerigenos. De igual
manera, se sugiere ampliar la informacién referente a la
realizacion de evaluaciones in vivo de la absorcion, distri-
bucién y metabolismo de té verde, asi como de sus princi-
pales componentes con propiedades antioxidantes como
los polifenoles.
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Fig. 2.—Efecto del té verde sobre la induccion de MN por el
trioxido de cromo (CrO,) en sangre periférica de raton. Repre-
sentacion del valor absoluto de los datos obtenidos de MN por
10.000 EPC al realizarles el cdlculo del NIF; a) p < 0,05 vs.
Testigo sonda y ad libitum; b) p < 0,05 vs. té verde sonda y ad
libitum; c) p < 0,05 té verde-trioxido de cromo ad libitum).
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