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Efecto de la (+)-catequina y el resveratrol sobre el dario oxidativo del cromo hexavalente

RESUMEN

En la busqueda de sustancias con propiedades protectoras de dafio al ADN se han preferido
los componentes de la dieta humana, principalmente las plantas, por su baja toxicidad y su uso
comun. A los polifenoles como la (+)-catequina y el resveratrol que se encuentran en diversas
frutas y vegetales se les han atribuido efectos benéficos para la salud por sus propiedades
antioxidantes. En contra parte, metales pesados como los compuestos de cromo hexavalente
(Cr(VI)) pueden inducir daiio genotdxico a través de las especies reactivas de oxigeno (ERQ’s)
que se generan durante su reduccion intracelular de Cr(VI) a cromo trivalente (Cr(lll)). En este
estudio se evalud el efecto del resveratrol y de la (+)-catequina sobre la apoptosis, viabilidad
celular, los niveles de 8-oxo-7,8-dihidro-2’desoxiguanina (8-OHdG), la frecuencia de
micronucleos (MN) y los niveles de antioxidantes enddgenos en ratones tratados con
compuestos de Cr(VI). Grupos de cinco ratones Hsd:ICR fueron divididos y tratados de la
siguiente manera: a) testigo, administracién de vehiculos (agua o etanol al 30 %); b) (+)-
catequina, tratamiento de 20 6 40 mg/kg por via intragastrica; c) resveratrol, tratados con 50
mg/kg por via intragastrica; d) Cr(VI), dosis de 20 mg/kg de CrOs por via intraperitoneal; e) (+)-
catequina-CrOs; f) resveratrol-CrOs. Las evaluaciones fueron realizadas a las 0, 24, 48 y 72
horas después de los tratamientos. Se consideré una significancia de p<0.05. Las
administraciones solas de la (+)-catequina y el resveratrol no inducen dafio genotdxico ni
citotdxico, ya que no incrementan las frecuencias de MN ni las células apoptdticas, ademas de
que no modifican la viabilidad celular. El dafio genotdxico y citotdxico del CrOs se corrobord,
ya que se incrementaron significativamente las frecuencias de MN y las células apoptéticas,
ademas de que se disminuyd la viabilidad celular. Se observé una reduccidn de los niveles de
8-OHdG con el tratamiento de CrOs que podria estar relacionado con la inactivacion de los
mecanismos de reparacion del ADN. La administracion de 20 mg/kg de (+)-catequina previo al
CrOs presento un efecto dual ya que a las 72 horas se observo una reduccion de la frecuencia
de MN (efecto antioxidante) y a las 48 horas se presenté un incremento de los MN (efecto pro-
oxidante). Sin embargo, el tratamiento con resveratrol mostré una proteccion del dafio
genotoxico inducido por el CrOs, ya que hubo una disminucion de las frecuencias de MN en
todas las horas evaluadas, siendo significativo a las 24 y 48 horas al compararse con el grupo
CrOs. El incremento en las células apoptdticas observado en este grupo podria estar
relacionado con el mecanismo por el cual se eliminan las células con dafio al ADN, adem3s de
gue el incremento en los niveles de 8-OHdG sugiere también que se activaron los mecanismos
de reparacion del ADN. El incremento en la concentracién de antioxidantes totales, la
disminucién de los niveles de glutation (GSH), y la recuperacion de la actividad de la superdxido
dismutasa (SOD), sugiere que el resveratrol es capaz de intervenir en el mecanismo redox
celular.
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ABSTRACT

In the search for substances with protective properties against DNA damage, the components
of the human diet, mainly plants, have been preferred because of their low toxicity and their
common use. Polyphenols such as (+)-catechin and resveratrol found in fruits and vegetables
have been associated with beneficial health effects due to their antioxidant properties. In
contrast, heavy metals such as hexavalent chromium (Cr(VI)) compounds can induce genetic
damage through reactive oxygen species (ROS) that are generated during the intracellular
reduction of Cr(VI) to trivalent chromium (Cr(lll)). In this study, the effects of resveratrol and
(+)-catechin on apoptosis, cell viability, 8-oxo-7,8-dihydro-2'-deoxyguanine (8-OHdG) levels,
the micronuclei (MN) frequency and endogenous antioxidant levels in mice treated with Cr(VI)
compounds were evaluated. Groups of five Hsd:ICR mice were divided and treated as follows:
a) control (water and ethanol 30 %); b) (+)-catechin, treatment of 20 or 40 mg/kg by gavage ;
c) resveratrol, treated with 50 mg/kg by gavage; d) Cr(VI), 20 mg/kg CrOs dose
intraperitoneally; e) (+)-catechin-CrOs; f) resveratrol-CrOs. Evaluations were performed at O,
24, 48 and 72 hours after treatments. A significance of p <0.05 was considered. The
administration of resveratrol did not induce genotoxic or cytotoxic damage, since they did not
increase MN frequencies or apoptotic cells; besides, they did not modify cell viability. The
genotoxic and cytotoxic damage of CrOs was corroborated since MN frequencies and apoptotic
cells significantly increased, while, the cell viability decreased. A reduction in 8-OHdG levels
was observed with the CrOs treatment, which could be related to the inactivation of DNA
repair mechanisms. The administration of 20 mg/kg of (+)-catechin prior to CrO3 had a dual
effect since a reduction in the MN frequency (antioxidant effect) at 72 hours and also an
increase (pro-oxidant effect) at 48 hours were observed. However, treatment with resveratrol
showed protection against genotoxic damage induced by CrOs, because MN frequencies were
decreased at all hours evaluated, being significant at 24 and 48 hours when compared to the
CrOs group. The increase observed in apoptotic cells in this group could be related to the
mechanism by which cells with DNA damage are deleted. In addition, the increase in the 8-
OHdG levels suggests that the mechanisms of DNA repair were also activated. The increase in
total antioxidant concentration, the decrease in glutathione (GSH) levels, and the recovery of
superoxide dismutase (SOD) activity suggest that resveratrol is able to intervene in the cellular
redox mechanism.
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I.  INTRODUCCION

Se ha observado que existe una relaciéon inversamente proporcional entre el consumo de
vegetales y la incidencia de cancer (Surh y Ferguson, 2003). De ahi que se proponga el uso de
antimutagenos y anticancerigenos que se encuentran en la dieta como un procedimiento para
prevenir y tratar algunos tipos de cancer (Surh y Ferguson, 2003; Ferguson, 2004; Diaz, 2008).
Ademas de que el estudio de sustancias con propiedades protectoras o moduladoras del dafo
al ADN, surge como una opcidén complementaria a las investigaciones de genotoxicidad, ya que
al conocer los mecanismos de proteccién se pueden generar alternativas para contrarrestar
los efectos de los agentes inductores de dafio genotdxico (Garcia-Rodriguez y Altamirano-

Lozano, 2007).

Entre los componentes vegetales que han llamado mads la atencién se encuentran los
antioxidantes, ya que su consumo puede contribuir en neutralizar la accidon de los radicales
libres (RL) generados por agentes inductores de estrés oxidante (EOx) (Pineda et al., 1999;
O’Brien et al., 2003; Molina, 2009). Estudios epidemiolédgicos han reportado que una dieta rica
en antioxidantes disminuye la incidencia de diferentes tipos de cancer, asi como de
enfermedades degenerativas (Godic et al., 2014). Los antioxidantes son parte integral de la
dieta e incluyen al acido ascdrbico, tocoferoles, tocotrenoles, carotenoides, catequinas,
antocianinas, quercetina, resveratrol, entre otros. Todos los alimentos a base de plantas son
ricos en estas sustancias; por ejemplo, las frutas como las fresas y el kiwi contienen grandes
cantidades de acido ascorbico; los aceites vegetales y semillas son ricos en vitamina E; el té
(Camellia sinensis) y la cocoa presentan concentraciones altas de catequinas y el vino tinto
posee grandes cantidades de resveratrol (Wachtel-Galor et al., 2014). Diferentes estudios han
demostrado que existe una relacion inversamente proporcional entre una dieta rica en
polifenoles con la reduccion de enfermedades relacionadas con el EOx (Kaur y Kapoor, 2001;

Williams et al., 2004; Harikumar y Aggarwal, 2008; Du et al., 2016).
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Por otra parte, se ha observado un incremento en la exposicidn de las poblaciones humanas a
compuestos xenobidticos, debido principalmente al crecimiento demografico y a los avances
en la industria y la tecnologia. Dentro de estos agentes nocivos se encuentran los metales
pesados, de los cuales se ha descrito que incrementan la probabilidad de desarrollar cierto tipo
de enfermedades relacionadas con el dafio al ADN, como lo son algunos tipos de cancer.
Particularmente el Cr(VI) presenta actividad cancerigena y genotdxica mediante la generacion
de EOx, como uno de sus principales mecanismos (Valko, 2015). De ahi que surge el interés de
determinar si antioxidantes como la (+)-catequina y el resveratrol, pueden actuar como

protectores o moduladores de los efectos genotéxicos de compuestos como el Cr(VI).

II. ANTECEDENTES
2.1. Polifenoles

Los polifenoles o compuestos fendlicos se encuentran ampliamente distribuidos en la
naturaleza y constituyen uno de los grupos mas numerosos e importantes de metabolitos
secundarios de plantas, los cuales son parte esencial para la fisiologia y morfologia debido a
gue estan involucrados en el crecimiento y reproduccion, ademas de proveer proteccién
contra la radiacion ultravioleta, resistencia a patogenos y predadores (Bravo, 1998; Heim et
al., 2002). Se han descrito mas de 8000 polifenoles distintos clasificados de acuerdo a su
estructura quimica basica, es decir, por el nimero de anillos fenélicos que contienen o el tipo
de sustituyente unido a éstos. De los polifenoles actualmente descritos se considera que los
flavonoides, lignanos, estilbenos y acidos fendlicos, son los que se encuentran mas
ampliamente distribuidos en los alimentos (Rijken et al., 2002; Doo y Maskarinec, 2014; Roleira

etal., 2015).

La ingesta de los polifenoles es muy variable, ya que depende en gran medida de los habitos y
preferencias de la poblacién (Clifford, 2004), por lo que el valor medio de consumo en el
mundo se estima en 23 mg/dia (Heim et al., 2002; Martinez-Férez et al., 2002; Si y Liu, 2014),

aunque los paises asiaticos han llegado a reportar un consumo de hasta 40 mg/dia (Kuhnau
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1976; Tieppo et al., 2007). En este sentido se ha determinado que la ingesta promedio para
flavonoides se sitla entre los 20 y 26 mg/dia (Hertog et al., 1992; Kimira et al., 1998; Martinez-
Forez et al., 2002).

2.1.2. Biodisponibilidad y Metabolismo

La biodisponibilidad de los polifenoles no siempre estd relacionada con los mdas abundantes en
el organismo, esto es debido a que no presentan la misma actividad. Considerando que la
biodisponibilidad consiste en la proporcién de nutrientes que se digiere, absorbe y metaboliza
a través de una ruta normal (Srinivasan, 2001), la actividad intrinseca de los polifenoles
dependera de su absorcidn en el intestino que puede ser baja o alta, o de la rapidez de su

metabolismo o excrecion (Srinivasan, 2001; Manach et al., 2004).

En general, el metabolismo de los polifenoles se produce a través de una secuencia de
reacciones comunes para todos ellos, que es similar a la desintoxicacion metabdlica que sufren
muchos xenobidticos para reducir su efecto citotdxico, incrementar su hidrofilicidad y facilitar
su eliminacién urinaria o biliar (Manach et al., 2004). Los estudios llevados a cabo en animales
de experimentacidn han mostrado que determinados polifenoles pueden ser absorbidos
directamente en el estdmago (Piskula et al., 1999; Crespy, 2002), mientras que otros llegan
intactos al intestino delgado (Lee, 1995; Olthof et al., 2000; 2003). Solo el 5 % del total de
polifenoles ingeridos diariamente alcanzan la circulacién sanguinea sin cambios en su

estructura (Lee, 1995).

2.1.3. Actividad Antioxidante

Los mecanismos de la actividad antioxidante de los polifenoles estdn determinados
principalmente por su estructura quimica, su configuracion y el niumero total de grupos
hidroxilo (OH), donde la configuracién de éstos sobre el anillo B, es la méas importante y la cual
determina la capacidad de eliminar ERO’s. También se ha observado que la presencia de

grupos funcionales en el anillo C pueden precisar esta funcidn, mientras que la configuracién
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del anillo A se considera cuestionable para la propiedad antioxidante (figura 1) (Heim et al.,
2002; Williams et al., 2004). Para que un compuesto polifendlico pueda ser considerado como
un antioxidante debe estar presente en una baja concentracién comparado con la del sustrato
oxidante, ser capaz de retrasar o prevenir la oxidacién del sustrato y que los radicales
secundarios formados sean estables (Kaur y Kapoor, 2001). Este mecanismo se debe
principalmente, a que pueden donar un electrén y/o atomos de hidrogeno para detener la
reaccion quimica y reducir asi el dafio al ADN, la alteracion de lipidos y proteinas, y la tasa de
mutaciones (Pisoschi y Pop, 2015; Siti et al., 2015). La accién antioxidante comprende no solo
la captura de RL, sino también previene su formacidn, inhibe su propagacion y estimula los
procesos de reparacién celular (Gonzalez-Torres et al., 2000). Se ha establecido que un
antioxidante ideal es aquel que es rapidamente absorbido, que puede prevenir o eliminar la
formacion de EROQ’s, reducir los iones metalicos y que sea capaz de activar factores de
transcripcién para inducir la expresion de enzimas (Lopéz-Alarcén y Denicola, 2012; Poljsak, et

al., 2013).

Figura 1. Estructura bdsica y sistema de numeracion de los flavonoides (Tomada de Bravo, 1998).

Se ha descrito también, que los polifenoles tienen la capacidad de activar el sistema
antioxidante enddgeno, al interactuar con ciertas vias de sefializacion celular que incrementan

la expresion del sistema enzimdtico y no enzimdatico (Gonzalez-Torres et al., 2000; Kondo et
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al., 2001). En este sentido, la medida de la capacidad antioxidante considera la accidn
acumulativa y sinérgica de todos los antioxidantes presentes en el plasma y los fluidos
corporales proporcionando asi un pardmetro integrado que puede ayudar en la evaluacién de
factores fisioldgicos, ambientales, nutricionales, entre otras condiciones, que afectan el estado

redox in vivo (Ghiselli et al., 2000; Huang et al., 2005; Lépez-Alarcén y Denicola, 2013).

2.2. (+)-catequina

La (+)-catequina es un polifenol que pertenece al grupo de los flavonoides y constituye uno de
los mayores grupos de antioxidantes fendlicos (Roleira et al., 2015). Su estructura quimica
consta de dos anillos bencénicos, A y B, unidos a un anillo heterociclico, C (figura 2) (Roleira et
al., 2015). Se ha observado que la (+)-catequina es un potente antioxidante debido a la
presenciay posicion especifica de sus cinco grupos OH en su estructura que le dan la capacidad
de eliminar RLy quelar iones metdlicos, en donde la posicidn especifica de los grupos OH en el
anillo B se consideran los mds importantes para determinar la actividad antioxidante,
mediante la donacién de electrones (figura 2) (Uzun et al., 2010; Demir et al., 2011; Liu et al.,

2015; Samanta et al., 2016).

OH

HO
OH

OH

(+)-Catechin

Figura 2. Estructura quimica de (+)-catequina (Tomado de Roleira et al., 2015).
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La (+)-catequina pertenece al grupo de los flavonoides mds encontrados y consumidos en la
dieta humana (Demir et al., 2011). Se ha descrito que puede ser rapidamente absorbida y
metabolizada, y se estima que su consumo diario es de 50 mg/dia (Silberberg et al., 2005). La
(+)-catequina posee una gran variedad de efectos farmacoldgicos tales como: cardioprotector,
diurético y actividad hipotensora; asi también propiedades hepatoprotectoras, anti-
inflamatorias, antivirales y anticancerigenas (Monteith, 1990; Demir et al., 2011; Cheng et al.,
2013; Liang et al., 2015). Gokce et al. (2010), observaron que la administracion de (+)-
catequina in vivo disminuye la toxicidad pulmonar generada por la exposicién a clorpirifds. En
otros estudios realizados en ratones, también obtuvieron efectos citoprotectores de la (+)-
catequina sobre la toxicidad inducida por el benzo-[a]-pireno (Shahid et al., 2016). Por otra
parte, se ha reportado que la (+)-catequina puede presentar propiedades pro-oxidantes,
cuando se encuentran altas concentraciones de iones metalicos como el Cobre (I1) (Cu(ll)),
debido a que estos metales de transicién poseen una gran actividad redox, facilitando su
rapido reciclaje con el oxigeno molecular (O2) y la presencia de polifenoles como la (+)-
catequina, que consecuentemente lleva a la formacion de ERO’s y RL como el radical hidroxilo

(*OH) (Farhan et al., 2015).

2.3. Resveratrol

El Resveratrol (3,4’,5-trihidroxiestilbeno) es un polifenol que se encuentra en el grupo de los
estilbenos; fue la primera forma aislada de la raiz de Veratrum grandiflorum en 1940.
Inicialmente se caracterizd como un fitoalexin, el cual es una sustancia antimicrobiana
sintetizada por las plantas en respuesta a algun tipo de infeccién (Pedras y Ahiahonu, 2005;
Nakata et al., 2015). Se piensa que las propiedades fitoalexinicas del resveratrol podria explicar
la bioactividad de esta molécula en animales (Udenigwe et al., 2008). El interés sobre el estudio
de las propiedades benéficas fue a partir de atribuir a este compuesto los efectos protectores
observados para el vino tinto, del cual se ha descrito, ayuda a prevenir enfermedades

cardiacas, a incrementar la longevidad y a prevenir o disminuir la progresidon de una variedad
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de condiciones, incluyendo diversos tipos de cdncer y lesiones isquémicas. El resveratrol, es el
mayor componente antioxidante presente en la piel de las uvas donde se puede llegar a
encontrar de 50 a 100 pg por gramo de peso, lo que explica la gran concentracidn presente en
el vino tinto (Athar et al, 2007). Se han reportado diferentes concentraciones en
aproximadamente 72 especies de plantas, en cacahuates, moras y arandanos (Alarcén y

Villegas, 2007; Udenigwe et al., 2008).

El resveratrol existe tanto en su forma trans como en su isémero cis, siendo la estructura trans
la mas estable y predominante (figura 3). Su configuracién quimica comprende dos anillos
aromaticos enlazados por un puente de etileno, los cuales poseen grupos OH unidos por
atomos de carbono, como se observa en muchos componentes polifendlicos del grupo de los

estilbenos (figura 3) (Udenigwe et al., 2008).

HO OH
O HO OH
N ‘ ‘ OH
® )

OH

trans-Resveratrol cis-Resveratrol

Figura 3. Estructura quimica trans y cis del resveratrol (Tomada de Udenigwe et al., 2008).

El metabolismo y biodisponibilidad del resveratrol ha sido estudiado tanto en modelos in vitro
como in vivo y se ha reportado que su eficacia depende de su absorcion y metabolismo. Se ha

observado que después del tratamiento oral de resveratrol a roedores y seres humanos,
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aproximadamente el 70-80 % es absorbido en los intestinos y posteriormente es conjugado a
glucorinados y sulfatos (Sinha et al., 2016). En estudios in vivo (ratas y seres humanos) se ha
descrito una absorcion del 70 % y ha sido detectado en heces, orina, bilis, plasmay en 6rganos
como rifidn, estdmago, intestino e higado después de una administraciéon oral, via por la cual,

es absorbido mas eficientemente (Soleas et al., 2001; Udenigwe et al., 2008).

Diversos estudios epidemiolégicos han sugerido que la dieta juega un papel importante en el
desarrollo de cancer y en la prevencion de ciertos tipos de enfermedades degenerativas. En
este sentido, se ha observado que el resveratrol puede inhibir el progreso de diversos tipos de
tumores, ademads de poseer multiples actividades bioldgicas, las cuales involucran un efecto
protector contra enfermedades coronarias, infartos a miocardio y ateroesclerosis; puede
reducir el nivel de lipidos séricos y presenta propiedades anti-inflamatorias, ademas de su
capacidad de eliminar RL e incrementar los niveles de antioxidantes enddgenos (Losa, 2003;
Alarcén y Villegas, 2007). Jang et al. (1997), demostraron en varios modelos animales que el
resveratrol presenta actividad protectora en diferentes tipos y estados de carcinogénesis
(iniciacién, promocion y progresion) atribuido, principalmente, al mecanismo de induccion de
apoptosis sobre células cancerigenas mediante la modulacion de diferentes vias de
sefializacion con lo cual puede iniciar la reduccion de metdstasis, modulacion de proteinasy la
regulacion y/o detencion de la fase S-G; del ciclo celular (Losa, 2003; Udenigwe et al., 2008;
Chen et al., 2015). En diferentes estudios se han reconocido sus propiedades benéficas y se
han propuesto diversos mecanismos; el efecto anticancerigeno y quimioprotector ha sido
asociado principalmente a su atividad antioxidante; a su capacidad de inhibir distintas enzimas
como: la ciclo-oxigenasa hydroperoxidasa, proteina C cinasa; impedir la fosforilacién de Bcl-2
y de NFkB (Athar et al., 2007). Otra de las propiedades atribuidas al resveratrol es su capacidad
de poder incrementar o modular la respuesta antioxidante endégena, modificando la actividad

de catalasa, SOD, glutation peroxidasa (GPx) y glutation S-Transferasa (GST) (Banu et al., 2016).

La actividad pro-oxidante del resveratrol se puede presentar mediante auto-oxidacion la cual

produce peroxido de hidrogeno (H202) y RL como el radical superoxido (022), asi como también
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complejos de semiquinonas y quinonas, los cuales son téxicos para la célula (Sinha et al., 2016).
En diferentes investigaciones se ha observado que el resveratrol puede actuar como un pro-
oxidante en la presencia de altas concentraciones de metales como el Cu(ll), en donde la

reduccion de Cu?* a Cu* estimula la produccién de RL (Ahmad et al., 2005; Azmi et al., 2005).

2.4. Especies Reactivas de Oxigeno

Las ERO’s son especies quimicas intracelulares que contienen oxigeno y son reactivas con
lipidos, proteinas y ADN. Dentro de las ERO’s se encuentran los RL y las moléculas no radicales
gue pueden participar en la generacién de radicales libres (Turrens, 2003; Ye et al., 2015). Los
RL son especies quimicas (atdbmica o molecular) que contienen uno o mas electrones
desapareados en su ultimo orbital de energia, ya sea por ganancia o pérdida de un electrén de
un no radical, o por la ruptura homolitica de una molécula. La presencia de electrones
desapareados modifica entonces la reactividad quimica del dtomo o molécula (Halliwell y

Gutteridge, 1999; Valko et al., 2007).

Aunque el oxigeno es indispensable para la vida de los organismos aerobios, a altas
concentraciones o bajo ciertas condiciones a la concentracidn normal llega a ser téxico. La
toxicidad del oxigeno se puede explicar por la formacién de ERO’s. Estas especies son mas
reactivas que el oxigeno en su estado basal de triplete. Las principales especies son: a) las que
se producen por la ruptura o la excitacion del oxigeno (O, el ozono (0s), el oxigeno singulete
(*02)) y b) las parcialmente reducidas (H202, 0,2, radical hidroperoxil (HO2®), *OH, radical
carbonato (COs2), radical peroxil (RO;°) y radical alcoxil (RO®)). Todas estas moléculas
participan en diferentes eventos bioldgicos, en donde cada una tiene distintas propiedades
quimicas intrinsecas, las cuales intervienen en su grado de reactividad (Jezek y Hlavata, 2005;
Valko et al., 2007; Page et al., 2010; Glasauer y Chandel, 2013).

El O, es considerado un bi-radical debido a que contiene dos electrones desapareados
ubicados, cada uno de ellos, en dos diferentes orbitales externos (Turrens, 2003; Valko et al.,

2007). Dado que el O, posee estos dos electrones en giro paralelo se dificulta tomar dos
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electrones libres con giro antiparalelo a la vez, por ello solo los puede recibir de uno en uno
para cada orbital molecular externo (reaccién univalente), produciendo ERQ’s (figura 4).
Cuando uno de los electrones desapareados del O, absorbe energia e invierte su rotacion (giro)
la especie resultante es el 10,. Existen dos formas del 10,: la sigma (2) que es un RL, debido a
gue conserva los dos electrones desapareados en los orbitales moleculares externos (cada
electréon en un orbital) como en el caso del Oy, la diferencia radica en que un electrén tiene
giro paralelo y el otro giro antiparalelo, y la delta (A), la cual posee dos electrones apareados
en un solo orbital, por lo que no es un RL. La formacién del O»* ocurre por la reduccién
univalente del O,, es decir, cuando acepta un electrén, reaccién que se puede llevar a cabo
después de varios eventos. Este radical es muy inestable y es considerado como el precursor
de muchas ERO’s y un mediador de las reacciones oxidantes en cadena (Turrens, 2003). El 0>
es convertido, rapidamente, a H,O; ya sea de manera espontdnea o a través de la reaccion
catalizada por la SOD. El H,0, puede ser totalmente reducido a agua (H,0) o parcialmente
reducido a *OH, al reaccionar con el O* en presencia de metales de transicidon (figura 4)

(Lushchak, 2014).

0,——> 0, i H0,—=—HO" +HO'
4e|4H"

Y e, H (H')

2H,0= -

Figura 4. Generacidn de ERO’s a partir de la reduccion monovalente del O, (Tomada de
Lushchak, 2014).
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El *OH es considerado una de las especies oxidantes mads dafiinas debido su tiempo de vida
media corto y a su alta reactividad. La formacién de este radical puede lograrse a través de la
reaccion de Haber-Weiss entre el O,* y el H,0; catalizada por un metal de transicion (Liochev
y Fridovich, 1999; Turrens, 2003).

Anteriormente, se creia que las ERO’s solo desempefiaban un papel toxico para la célula, sin
embargo, se ha demostrado que también desempefian una funcidon importante en la
sefializacion y diferentes eventos celulares, como la muerte celular programada (apoptosis),
proliferacién, diferenciacién, adaptaciéon metabdlica, activacion de la expresién de proteinas y
en la regulacion del sistema inmunitario (Hansberg, 2008; Page et al., 2010; Glasauer vy
Chandel, 2013). Tal es el caso del H,0,, el cual, estd asociado con la sefializacion celular cuando
su concentracidn se encuentra en el rango nanomolar. El H,0, puede difundir a través de la
membrana lo que lo convierte en una molécula ideal para la sefializacién intracelular (Glasauer

y Chandel, 2013).

Las vias de generacién de ERO’s son, la xantina oxidasa (XO), la familia de NADPH oxidasas
(NOXs) y la mitocondria, la cual se considera como la principal fuente de ERO’s, producidas
principalmente en el complejo |, Il y I, dentro de la cadena de transporte de electrones (figura

5) (Skulachev, 2012; Glasauer y Chandel, 2013; Nickel et al., 2014).

0, e
e —> Oy €<— Mito
NADPH NADP*  soD1
-02-

PRXs, GPXs Fe2*, Cu?* .
H,0 €—m » OH
(Damage)

Figura 5. Principales vias de formacion de ERO’s (Tomada de Glasauer y Chandel, 2013).

n
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En condiciones normales las ERO’s son producidas y utilizadas en compartimentos celulares, y
son reguladas mediante los mecanismos antioxidantes presentes, los cuales son considerados

como la primera defensa celular antioxidante (Avello, 2006; Pisoschi y Pop, 2015).

2.4.1. Eliminacion de Especies Reactivas de Oxigeno

Todos los sistemas bioldgicos poseen mecanismos de defensa que operan para eliminar o
minimizar los efectos negativos de las ERO’s (Lushchak, 2012). Estos sistemas antioxidantes
son divididos en dos grupos principales, los antioxidantes de bajo peso molecular y los
antioxidantes de alto peso molecular. El primer grupo comprende a sustancias quimicamente
diferentes como: acido ascdrbico, tocoferoles, carotenoides, antocianinas, polifenoles y acido
urico; las cuales pueden adquirirse por medio de la dieta (conocidos también como
antioxidantes exdgenos) (Valko et al., 2007). Otro antioxidante muy importante en este grupo,
es el GSH, el cual es sintetizado por muchos organismos vivos y utilizado para controlar las
ERO’s. La funcidn antioxidante de GSH se presenta al ser cofactor de enzimas antioxidantes
como GPx, GST; al eliminar al *OH y al 02, al inactivar al H,0; y perdxidos lipidicos mediante
la accidn catalitica de GPx y al intervenir en la generacidn de las formas activas de antioxidantes
importantes como las vitaminas Cy E (Valko et al., 2007). Se ha descrito que el GSH es el mayor
antioxidante soluble presente en la célula, encontrandose en concentraciones altas en el
citosol, el nucleo y la mitocondria en donde sus niveles son ajustados para condiciones y vias
especificas (Lushchak, 2012; 2014). Por otra parte, el grupo de antioxidantes de alto peso
molecular (conocidos también como antioxidantes enddgenos), estda conformado por enzimas

como: SOD, catalasa, GPx y GST.

Una pequenfa fraccidn de la reduccién biolédgica total del O, se produce por una via univalente,
en donde el O,* es el primer intermediario, siendo capaz de iniciar la formacion en cadena de
los RL, inactivando enzimas especificas e incrementando la produccién de ERO’s y RL

(Lushchak, 2012; 2014).
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El daifo potencial del O, es contrarrestado por la SOD que cataliza la dismutacién a O, mds

H,03:

[ 02° + 02° + 2H* 2 02 + H20, ]

El H,0; producido puede ser dismutado por catalasa, generando dos moléculas de agua mas
Oz:

[2H202 9 2H20 + Oz]

o reducido por diferentes peroxidasas, como GPx:

[ H,0; + 2GSH = H,0 + GSSG ]

Si GPx es utilizada para inactivar el H,0,, deben mantenerse los niveles de GSH, para esto GSSG
(glutation disulfuro, forma oxidada de GSH), es de nuevo reducido por glutatién reductasa

(GR):

[GSSG + NADPH - 2GSH + NADP*]

Se ha descrito que el sistema antioxidante de alto peso molecular solo puede llevar a cabo la
eliminacion de 02y H,0,, pero no la de "OH. Actualmente no se conoce alguna via del sistema
antioxidante para la eliminacién del *OH; siendo la prevencién de la formaciéon como la mejor
via para proteger a los organismos vivos de los efectos deletéreos de este radical. Ademas, se
ha propuesto la capacidad antioxidante de los polifenoles que se pueden adquirir mediante la
dieta como un mecanismo adaptado paraimpedir la formacién de *OH (Lushchak, 2012; 2014).

Todo el sistema de defensa antioxidante, entonces, trabaja en conjunto para ajustar a niveles
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Optimos la produccién de ERO’s (Lushchak, 2012; 2014; Ye et al., 2015). Sin embargo, cuando
se alteran los niveles fisioldgicos y se genera un desequilibrio entre pro-oxidantes vy
antioxidantes, originado por la produccién excesiva de ERO’s y RL, que resulta en un dafio
oxidante a macromoléculas y al control redox, el cual no puede ser contrarrestado por los

sistemas antioxidantes de defensa, se induce un proceso conocido como EOx (Jones, 2006).

2.5. Estrés Oxidante

Los seres vivos poseen sistemas altamente regulados para mantener los niveles de ERQ’s en
condiciones 6ptimas fisioldgicas, sin embargo, este balance puede perderse bajo ciertas
circunstancias como: incremento en los niveles de compuestos, tanto enddgenos como
exogenos, que al autoxidarse generan ERQ’s; disminucion de la concentracion o produccion de
antioxidantes de bajo peso molecular; inactivacion de enzimas antioxidantes o por la
combinacidon de dos o mas de éstos procesos (Lushchak, 2012; 2014; Sertan et al., 2015). El
EOx produce modificaciones estructurales y funcionales de acidos nucleicos, lipidos y
proteinas. La degradacién oxidante de lipidos conlleva a la formacion de malondialdehido
(MDA), 4-hidroxinonenal e isoprostanos a partir de acidos grasos insaturados. El dafio a las
proteinas ocurre por la oxidacidn de los grupos tiol; adicién de grupos carbonilo y oxidacion de
las cadenas laterales; fragmentacion; desnaturalizacion y renaturalizacion erréneas, con la
consecuente pérdida de actividad (Pisoschi y Pop, 2015). El dafio oxidante al ADN puede
provocar el rompimiento de hebra sencilla o doble; modificacion de bases, en donde, del total
de bases nitrogenadas presentes en el ADN, la guanina es la mas susceptible a oxidarse,
formando, por la adicidon de *OH, el aducto 8-OHdG (Wang et al., 2015). La oxidacién del ADN
gue no es reparado conlleva a consecuencias bioldgicas serias como: envejecimiento o muerte
celular y transformaciones carcinogénicas (Olinski et al., 2002; Klauning y Kamendulis, 2004).
El 8-OHdG es uno de los productos mutagénicos mds abundantes, varios estudios han
reportado que en diferentes tipos de cancer se presenta un incremento de los niveles de este

aducto (Lee et al., 2012).
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Se ha relacionado al EOx con diversos estados patoldgicos en los cuales se altera la
funcionalidad celular induciendo gran variedad de cambios bioquimicos vy fisiolégicos como:
mutaciones; inestabilidad gendmica; alteracién en la transcripcion y replicacién de genes
importantes para el mantenimiento redox celular; alteracion de la transduccidn de seiiales;
interrupcion de la proliferacién celular y la comunicacion intercelular, ocasionados por la
activacién de una reaccion en cadena (Medeiros, 2008). Esto induce a que se presenten
diversas enfermedades, como diabetes, ateroesclerosis y procesos inflamatorios; se ha
relacionado también al EOx con la isquemia/reperfusidén, enfermedad de Alzheimer,
Parkinson, cataratas, el desarrollo de diversos tipos de cancer, enfermedades neuroldgicas,

cardiomiopatias, entre otros (Avello, 2006; Ramos et al., 2006).

2.5.1. Estrés Oxidante Inducido por Metales

Cuando las poblaciones se exponen crénicamente a los contaminantes ambientales, con
frecuencia se observa un aumento en la prevalencia de las enfermedades crénico-
degenerativas (De Vizcaya, 2008). Entre los contaminantes quimicos considerados como
peligrosos se encuentran los metales pesados, como el cromo, cobalto, arsénico, niquel, cobre,
zinc, cadmio, mercurio, titanio, selenio y plomo (EPA, 1998; Kawanishi et al., 2002). De los
cuales se ha descrito, pueden generar dafo a los organismos, como toxicidad en las células,
tejidos u drganos, asi como también genotoxicidad y carcinogenicidad, debido a que son
capaces de incrementar la formacion de RLy generar EOx (Conte et al., 1998; Kawanishi et al.,
2002; Valko et al., 2006). Se ha observado que la exposicion a metales se da principalmente a
través del suelo, agua, aire y por productos de consumo, lo cual incrementa el riesgo de
exposicidon a nivel global. La gravedad téxica de estos elementos se debe a la facilidad con que
reaccionan con moléculas organicas, especificamente con sus grupos sulfhidrilo, radicales
amino, fosfato, carboxilo e hidroxilo. El resultado de estas uniones ocasiona principalmente

alteracién metabdlica, EOx y genotoxicidad (Navarro-Avifio et al., 2007).
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La toxicidad y el comportamiento oxidante de los metales pesados en las células estd
determinado por la reaccion quimica de Fenton y el ciclo de Haber-Weiss, en las que participan

el radical O,y el H,0; en la formacién del *OH (figura 6) (Valko et al., 2005).

Reaccion de Fenton
Fe** + H,0; 2 Fe** + "OH + OH"

Ciclo de Haber-Weiss
Oz'_'l' H,0, =2 0, + H,0 + *OH
H+

- /

Figura 6. Reacciones de Fenton y Haber-Weiss, en las que se produce *OH.

Muchos metales como los compuestos del cromo (Cr) son conocidos por inducir dafio celular,
inflamacién y varios tipos de cancer (higado, rifién, pulmon, prostata y piel). Los principales
efectos bioldgicos del Cr estdn relacionados con los compuestos del Cr(lll) y Cr(VI), lo cuales
son producidos principalmente por actividades antropogénicas. Mientras que el Cr(lll) es un
micronutriente importante interviniendo en el metabolismo de azlcares y grasas el Cr(Vl)

presenta efectos téxicos y carcinogénicos (Lee et al., 2012).

2.6. Cromo (VI)

Los compuestos de Cr(VI) son ampliamente utilizados en procesos industriales y comerciales
incluyendo galvanoplastia, acabado de metales, curtido de cuero, procesamiento de
minerales, refinacién de petrdleo, manufactura de textiles, preservacién de la madera,
elaboracién de pulpay fabricacion de productos quimicos inorganicos y organicos (Thacher et
al., 2015). La exposicién a este metal se presenta de manera ocupacional o ambienal,

principalmente por las emisiones de los automdviles, humo de cigarro, agua y alimentos
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contaminados (O'Brien et al., 2003; Flora, 2014). Alrededor del mundo los niveles de Cr(VI)
estan concentrados solo en algunas regiones. De las 16,400,000 toneladas de Cr(VI) producidas
mundialmente, 16,376,000 toneladas son producidas solo por siete paises: Sudafrica, India,
Kasajastan, Zimbabue, Finlandia, Brasil y Turquia (Myers et al., 2010; Nickens et al., 2010; Lee
et al., 2012; Alimba et al., 2016). En general, las poblaciones estan expuestas por inhalacién
del aire, los alimentos y agua contaminados, mientras que la exposicién dérmica puede ocurrir
a través del contacto con ciertos productos o suelos. Se ha considerado que las principales
rutas de exposicion a Cr(VI) se presentan por inhalacion de aire y por consumo de alimentos,
en donde el contenido de este metal varia ampliamente y va a depender del procesamiento y
preparacion. Se ha reportado que los alimentos frescos tipicos, contienen niveles de cromo en
un intervalo de 10 a 1300 pg/kg (Nickens et al., 2010). Mientras que, los trabajadores de la
industria relacionada con compuestos de Cr(VI) pueden estar expuestos a concentraciones 2
ordenes de magnitud mas elevados que la poblacién general. La exposicién por inhalacion
genera irritacidon del tracto respiratorio, perforacidon del septum nasal, bronquitis crdnica,
decremento de la funcién pulmonar, neumonia, asi como también efectos carcinégenos

(O’'Brien et al., 2003; Jomova y Valko, 2011).

El Cr(VI) ha sido categorizado, por varios anos, dentro de los principales carcinégenos para el
ser humano, como consecuencia de su bioquimica compleja que contribuye a su reactividad
en los sistemas bioldgicos (Flora, 2014). Los compuestos de Cr(VI) son los mas toxicos debido
a su reduccion intracelular de Cr(VI) a Cr(lll) que genera ERQ’s, esta reduccidn es considerada
el mecanismo mas importante de la toxicidad del Cr(VI) (Wu et al., 2000; Jomova y Valko, 2011;
Flora, 2014). En los sistemas biolégicos el Cr(VI) es encontrado en forma de anién cromato, el
cual es similar a los sulfatos y fosfatos, lo que favorece ser rapidamente transportado mediante
canales anidnicos al medio celular (figura 7) (Bridges y Zalapus, 2005; Wise y Wise, 2012).
Dentro de la célula el Cr(VI) puede ser reducido por moléculas como NADPH, GSH, citocromo
p450 o aldehido oxidasa; esta reduccion puede llevarse a cabo en el reticulo endoplasmatico,

la mitocondria, la membrana plasmatica o el nucleo celular (Norseth, 1981; De Flora et al,,
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1985, O’Brien et al., 2003). El Cr(VI) al ser reducido produce reactivos intermedios como el

Cr(V), Cr(IV) y finalmente Cr(lll) (Mertz, 1969; O’'Brien et al., 2003; Jomova y Valko, 2011).

El Cr(VI) no interacciona directamente con el ADN, pero puede dafiar esta molécula al generar
ERO’s durante su reduccion, las cuales pueden desencadenar reacciones con el *OH y
consecuentemente ocasionar dafio oxidante a diferentes biomoléculas (Wise y Wise, 2012).
Se ha descrito que la generacién de "OH, O,y H;0; se lleva cabo tanto por la via Haber-Weiss

como por la reaccidn de Fenton (figura 6) (Lee et al., 2012).

El Cr(lll) originado durante la reduccion del Cr(VI), tiene una gran afinidad por las bases y
fosfatos del ADN y puede producir aductos ADN-Cr, generacidn de bases oxidadas, ruptura de
las cadenas de ADN, formacion de complejos por uniones ADN-ADN y de sitios
apurinicos/apirimidicos, asi como induccion de enlaces cruzados o interacciones del ADN con

proteinas (Hanahan y Weinber, 2000; Kawanishi et al., 2002; Jomova y Valko, 2011).

membrane
Cr(lll) i
- GSH
Cr(lll) -Cys
A Cr(III) ¢
-GSH :
-Cys ,-wo 2

—3>»CtVl —» CcI¥ —>» Criv —>» il
|

Fenton reaction
+ H,0,/oxidation adducts

DNA stran% ¢

Figura 7. Metabolismo del Cr(VI) y su genotdxicidad (Modificada de Jomova y Valko, 2011).
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2.7. Evaluacion de Dafo Genotoxico

La induccidn de dafio genético por exposicién a agentes genotdxicos es un proceso que se
realiza en varias etapas. Primeramente, ingresa al organismo, se absorbe, se distribuye y
atraviesa las membranas celulares. Una vez dentro de la célula puede ser reactivo por si mismo
(de accidn directa) o bien puede ser activado por enzimas metabdlicas (de accidn indirecta).
Se da entonces la interaccién con el ADN produciendo dafo, el cual puede ser reparado

eficiente o ineficientemente (Ames, 1983).

La evaluacién de dafio genotdxico se realiza para identificar agentes contaminantes que
representan un riesgo para la estabilidad del material genético, asi como compuestos
propuestos para uso terapéutico y sustancias que podrian ser capaces de regular o reducir los
efectos mutagénicos de algunos productos quimicos (Sloczyriska et al., 2014). En términos
generales, los ensayos de prueba para la deteccion de dafio genotdxico, se agrupan

dependiendo del tipo de alteracién que detectan y pueden ser:

a) Mutaciones génicas; entendidas como sustituciones de pares de bases, adiciones o
supresiones. Estas modificaciones pueden llegar a inactivar un gen, aunque normalmente
permiten al individuo sobrevivir y reproducirse, con lo cual las mutaciones génicas se pueden
establecer y heredar a las siguientes generaciones. Se detectan mediante procesos de

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

b) Alteraciones en la integridad del ADN; son lesiones premutagénicas, como la formacién
de aductos, ligamientos cruzados intra e interbanda y rompimientos de una o dos hebras. Estas
alteraciones pueden ser reparadas enzimaticamente, por lo que si esto ocurre no constituyen
mutaciones heredables. Algunas de las pruebas que las detectan son la determinacién de

aductos en el ADN vy la electroforesis unicelular alcalina (Hemmink et al., 1994).

c) Aberraciones cromosdémicas (AC); que se subdividen a su vez en estructurales y

numeéricas. Aberraciones estructurales; consisten en deleciones, duplicaciones, inversiones y
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translocaciones. Estas modificaciones en los cromosomas son deletéreas y provocan desde el
desarrollo de enfermedades genéticas hasta letalidad. Aberraciones numéricas incluyen
aneuploidias y poliploidias; estos cambios numéricos comunmente ocasionan una falta de
equilibrio genético drastico, y letalidad en las etapas tempranas del desarrollo, aunque
también hay alteraciones numéricas viables. En ambos casos, un analisis del cariotipo permite

detectar este tipo de dafios (Bender, 1980).

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

accion.

2.7.1. Micronucleos

Uno de los ensayos propuestos, para evaluar los niveles de genotoxicidad, es la prueba de MN
capaz de detectar indirectamente rompimiento o pérdida cromosdmica, también permite
identificar el dafio citogenético asociado a la frecuencia de AC. Esta técnica es simple, rapiday

comunmente usada como ensayo de corto término (Schmid y Ledebur, 1973).

La técnica de MN fue desarrollada por Boller y Schmid en 1970. Detecta efecto citogenético
asociado con la frecuencia de AC, evalua el dafio en cromosomas enteros o en fragmentos y
también puede identificar citotoxicidad (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 anafase de la mitosis no se incorporaron dentro del
nucleo de las células hijas, consecuentemente el MN que se forma se incluye en el citoplasma

(figura 8) (Schmid y Ledebur, 1973).
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ANAFASE TELOFASE CIRCULACION SANGUINEA

DANO
ANEPLUEGENICO

DANO
CLASTOGENICO

Figura 8. Formacion de un Microntcleo (Tomado Ramos-Ledn, 2015).

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 Ledebur, 1973; Heddle et al., 1983). Los MN pueden ser
facilmente detectados, ya que son de forma redonda con un didmetro de alrededor de 1/20 a
1/5 de un eritrocito. Un incremento en la frecuencia de MN en animales tratados con agentes
quimicos, indica que éstos son inductores de dafio cromosémico (Krishna y Hayashi, 2000;

Fenech et al., 2016).

La visualizacion de los MN en células eritroides es facil, ya que éstas células carecen de un
nucleo principal. Entre estas células se distinguen claramente a los eritrocitos policromaticos
(EPC, eritrocito joven) que aun conservan el ARN ribosémico y a los eritrocitos
normocromaticos (ENC, eritrocito maduro) que ya perdieron el ARN ribosdmico 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 Ledebur, 1973; Hayashi et al., 1990). Utilizando la técnica de tincién con NA, los MN,
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EPCy ENC se pueden distinguir utilizando un microscopio de fluorescencia. Los EPC presentan
color rojo por el ARN que aun 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 9)

(Hayashi et al., 1990).

Figura 9. Tincion con NA. EPC en un color rojo y MIN en un color amarillo.

2.7.2. 8-oxo-7,8-dihidro-2’desoxiguanina

El ADN celular es constantemente modificado por varios factores genotdxicos, tanto
enddégenos como exdgenos, que inevitablemente danan esta molécula mediante
modificaciones quimicas y/o estructurales. La generacion de ERO’s mediante la respiracion
celular es el mayor mecanismo endégeno de dafio al ADN, mientras que el mecanismo exégeno
esta dado por la exposicidn a agentes que originan ERO’s (Boiteux et al., 2016). En este sentido,
se ha descrito que ciertos iones metalicos pueden ser carcindgenos para los seres humanos,

debido a que pueden inducir genotoxicidad mediante la generacién de EOx y la inactivacién de
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los sistemas de reparacion (Wu et al., 2015). Se han descrito cerca de 80 tipos de lesiones tanto
a bases nitrogenadas como a la desoxirribosa por la actividad de los RL, los cuales son capaces
de generar dafio genético ya sea de manera directa o indirecta, induciendo rompimientos de
una o dos hebras, modificaciones de bases o sitios abasicos; estos tipos de dafio se han
involucrado en el proceso de envejecimiento y carcinogénesis (Pilger y Riidiger, 2006; Talhaoui

etal., 2016).

Se ha observado que el *OH preferentemente reacciona con los atomos C8 de las purinas del
ADN, ocasionando la oxidacion de nucleosidos en el ADN e induciendo la formacion de aductos
como el 8-OHdG (representado también como 8-oxodG) y provocando que consecuentemente
ocurran transversiones del nucleétido guanina por timina durante la replicacién (Evans et al.,
2004; Pilger y Riidiger, 2006). El 8-OHdG es una de las lesiones que ha llamado mas la atencion
debido a que tienen un papel importante en la mutagénesis y carcinogénesis, lo que lo
convierte en un biomarcador relevante para el estudio del dafio oxidante al ADN,
carcinogénesis y genotoxicidad (Hollstein et al., 1996; Evans et al., 2004; Valko et al., 2007;
Flora, 2014; Talhaoui et al., 2016).

Cuando el ADN es atacado por RL una de las bases mas susceptibles a dafio oxidante es la
guanina, la cual puede ser transformada a 8-oxo-7,8-dihidroguanina (8-oxoG). Se han
detectado diferentes formas estructurales de esta lesidon, que consisten en la propia
nucleobase (8-0x0G), ribonucleésido (8-0xoG) y nucledsido (8-OHdG). Las nucleobases como
8-0x0G son menos comunes, pero actlan como trampas para radicales cationicos, ya que
tienen un potencial de oxidacion mucho menor que la guanina (Kanvah y Schuster, 2006;
Prabhulkar y Li, 2010). El aducto 8-OHdG puede ser eliminado mediante reparacién por
escision de bases (BER) por la 8-oxo-guanina glucosilasa (0OGG1), o por el mecanismo de
reparacion por escision de nucleotido (NER) (Floyd et al., 1986; Cheng et al., 1991; Hollstein et
al., 1991). De este modo, el monitoreo de 8-OHdG extracelular también proporciona
informaciéon sobre los mecanismos de reparacion del ADN (Prabhulkar y Li, 2010). En este

sentido, se ha descrito que la inhibicién de los mecanismos de reparacion del ADN es uno de
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los mayores inductores de genotoxicidad, en donde el dano al ADN, no reparado, es
considerado esencial para la iniciacién de carcinogénesis en repuesta a sustancias enddgenas
o exdgenas (Bach et al., 2015). El producto de oxidacién de la nucleobase, 8-OHdG, es de
particular interés y relevancia debido a su importancia biolégica, como una lesién mutagénica

replicativa y transcripcional (Evans et al., 2016).

Cabe mencionar que 8-oxodG y 8-OHdG son moléculas tautomericas, es decir, se diferencian
solo en la posicion de grupos funcionales, pero guardan un equilibrio quimico. Inicialmente, la
reaccion de la adicion de *OH conduce a la generacion de aductos radicales, luego por una
abstraccion electrdnica, se forma 8-OHdG (figura 10). El 8-OHdG sufre tautomerismo ceto-
enol, lo que favorece el producto oxidado 8-oxodG. Sin embargo, en la literatura cientifica se

utilizan 8-OHdG y 8-oxodG para el mismo compuesto (Valavanidis et al., 2009).

Dado que 8-OHdG, a diferencia de cualquier otra especie que contiene guanina oxidada, es
soluble en agua y permeable a la membrana, se secreta al espacio extracelular después de ser
removido y eliminado de la hélice del ADN por los mecanismos de reparacion, posteriormente
puede detectarse y medirse en orina, saliva o plasma, por lo que es utilizada y reconocida como
biomarcador del dafio oxidante (Evans et al., 2004; Pilger y Riidiger, 2006; Ock et al., 2011. La
preferencia por medir 8-OHdG deriva de un estudio inicial que sugiere que los niveles de 8-
oxoG estan significativamente influenciados por la dieta, no asi los niveles de 8-OHdG (Evans

etal., 2016).

Existen diferentes técnicas para llevar a cabo la mediciéon de 8-OHdG, uno de los mas utilizados
es el ensayo inmuno-enzimatico ELISA (Asami et al., 1998), el cual consiste en utilizar un
anticuerpo anti-8-OHdG monoclonal, un anticuerpo secundario conjugado con HRP, y un
sustrato colorimétrico de deteccién. El anticuerpo monoclonal 8-OHdG se une
competitivamente al 8-OHdG inmovilizado en pozos pre-revestidos y en solucion. El
anticuerpo unido al 8-OHdG en la muestra es eliminado por lavado, mientras que se retiene al

anticuerpo unido al 8-OHdG adjunto al pozo. La deteccion del anticuerpo retenido se realiza
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usando un conjugado de HRP y sustrato colorimétrico. Una de las ventajas de utilizar esta

técnica es que puede ser realizada facilmente (Pilger y Riidiger, 2006).

o 0
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C8-OH-adduct radical 7-Hydro-8-hydroxy-2'-deoxyguanosine
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Figura 10. Formacidn del aducto 8-OHdG y su tautomero 8-oxodG
(Tomada de Valavanidis et al., 2009).

2.7.3. Apoptosis y Viabilidad Celular

La muerte celular programada es un proceso celular fundamental y esencial para el desarrollo
y mantenimiento de la homeostasis de los tejidos, con el objetivo de eliminar las células
danadas, infectadas o transformadas (Norbury y Hickson, 2001; Cascales, 2003). La apoptosis
comienza por la activacién de un programa intrinseco o extrinseco y se caracteriza por el
mantenimiento de las membranas celulares intactas permitiendo asi su eliminacién por
fagocitosis; se considera un proceso en el cual la muerte celular es iniciada y completada de
una manera ordenada mediante una serie de cambios bioquimicos y morfolégicos, incluyendo
el incremento de ERQ’s, activacidn de caspasas, encogimiento celular, condensacién de la

cromatina y degradacién nucleosomal (Cascales, 2003; Tait y Green, 2012; Forbes-Hernandez
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et al., 2014). Las células que sufren apoptosis exhiben una morfologia caracteristica que
incluye condensacion citoplasmatica y nuclear, el rompimiento especifico de proteinas
celulares, la fragmentacién de la célula en cuerpos apoptdticos, y el rompimiento endolitico
del ADN en fragmentos oligonucleosdmicos que posteriormente son fagocitados por

macroéfagos o incluso por células vecinas (figura 11) (Ramirez y Rojas, 2010; Tait y Green, 2012).

VIA MITOCONDRIAL ViA DEL RECEPTOR DE
(INTRINSECA) LA MUERTE (EXTRINSECA)
| I ]
[' Interacciones receptor-ligando

-— I * Fas
e = *»».,f\) + Receptor de TNF

Lesion celular " Mitocondrias _Citocromo cy otras.
« Eliminacion de los e proteinas proapoptosis ' Y
factores de crecimiento / o Proteinas adwtadovas‘-\
* Lesiones del ADN A >

(radiacion, toxinas,
radicales libres)

« Mal plegamiento
de las \
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(estrés en
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/ Efectores de la
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Caspasas iniciadoras  Caspasas
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(Bcl-2, Bokx) ejeculoras

Activacion de
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Bullas en la membrana Cuerpo apoptosico

Figura 11. Cambios morfoldgicos caracteristicos de la apoptosis (Tomada de Robbins y Cotran, 2010).

Para que una célula sea inducida a morir por apoptosis se necesita que dicha célula deje de
recibir sefales de supervivencia y comience a recibir las de muerte. Estas ultimas son muy
diversas: elevados niveles de oxidantes en el interior de la célula; lesion del ADN por oxidantes,
luz ultravioleta, radiaciones ionizantes, farmacos quimioterapéuticos (Cascales, 2003). Siendo

la apoptosis un proceso activo y estrictamente regulado, existen diversos activadores
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(citocromo ¢, smac/diablo, AIF, BIR3) y reguladores negativos (IAP, Hsp, Bcl-2 y BcIXL, etc.)
(Cascales, 2003; Forbes-Hernandez et al., 2014).

Por otra parte, se ha observado que el proceso de apoptosis puede ser desencadenado como
un mecanismo de respuesta por agentes quimiopreventivos para suprimir el proceso de
carcinogénesis (Taraphdar et al., 2001). El analisis de la muerte celular puede ser llevado a
cabo tanto en sistemas in vivo como in vitro. En este sentido, se han reportado diversos
métodos que permiten la adecuada distincidn entre la apoptosis y necrosis (Allen et al., 1997).
Tal como el método por tincién diferencial con fluorocromos, utilizando una mezcla de los
colorantes NA y bromuro de etido (Br-Et). En donde el NA tiene la capacidad de introducirse a
las células, tanto viables, como no viables mostrando una fluorescencia verde al intercalarse
dentro de un acido nucleico de doble cadena (ADN), o bien mostrando fluorescencia roja-
naranja si se une a un acido nucleico de cadena sencilla (ARN); mientras que el Br-Et se
introduce Unicamente a las células no viables debido a la perdida de integridad de la
membrana plasmatica, de tal manera que puede intercalarse en el ADN mostrando una

fluorescencia roja (figura 12) (Baskic et al., 2006).
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Figura 12. Tincién con fluorocromos NA/Br-Et. Células viables (A). Células apoptdticas tempranas (B).
Células apoptdticas tardias (C). Células no viables o necrdticas (D) (Tomada de Garcia-Rodriguez et al.,
2016).
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[1l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La exposicion de las poblaciones humanas a agentes genotdxicos como los compuestos de
Cr(VI1) se ha relacionado con el desarrollo de algunos tipos de cancer y se ha propuesto como
uno de sus principales mecanismos de dafo al EOx generado durante su reduccidn intracelular
de Cr(VI) a Cr(lll).

En contraparte, se ha demostrado en estudios in vitro e in vivo con diferentes sistemas de
prueba que los compuestos polifenolicos como la (+)-catequina y el resveratrol muestran una
elevada capacidad antioxidante. Por lo que, es de interés estudiar el efecto de los
antioxidantes polifendélicos presentes en la dieta humana sobre los efectos de agentes
carcinogénicos relacionados con el dafio genotdxico y el EOx. Particularmente los efectos de
la (+)-catequina y el resveratrol no han sido estudiados in vivo, sobre el dafo genotdxico y
citotoxico inducido por sustancias con potencial carcinogénico que generan EOx como los

compuestos de Cr(VI). De ahi que, la pregunta a resolver del presente estudio es:

¢Qué efecto presentan los polifenoles (+)-catequina y resveratrol sobre la apoptosis,
viabilidad celular, los niveles de 8-OHdG, la frecuencia de microntcleos y los niveles de

antioxidantes enddgenos en ratones Hsd:ICR tratados con cromo hexavalente ?

IV.HIPOTESIS

Si los polifenoles como la (+)-catequina y el resveratrol poseen propiedades antioxidantes y se
ha propuesto que los compuestos de Cr(VI) pueden inducir dafio genotdxico y citotdxico
mediante la generacidon EOx durante su reduccién intracelular de Cr(VI) a Cr(lll), entonces se
espera que la administracion in vivo de (+)-catequina y resveratrol a ratones tratados con CrO3
disminuyan las frecuencias de MN, incrementen la apoptosis, restablezcan los niveles de 8-

OHdG, antioxidantes totales y GSH, asi como la actividad de la SOD.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Estudiar el efecto de la (+)-catequina y el resveratrol sobre la apoptosis, viabilidad celular, los
niveles de 8-OHdG, la frecuencia de micronucleos y los niveles de antioxidantes enddgenos en

ratones Hsd:ICR tratados con compuestos de cromo hexavalente.

5.2. Objetivos Particulares

I. Determinar las dosis no genotdxicas ni citotdxicas de la (+)-catequina y el resveratrol
mediante la evaluacién de induccidon de MN, apoptosis, niveles de 8-OHdG, frecuencias

de EPC con relacién a los ENC y viabilidad celular en ratones Hsd:ICR.

Il. Evaluar el efecto genotdxico y citotéxico del Cr(VI) mediante la cinética de induccién
de MN, apoptosis, niveles de 8-OHdG, frecuencia de EPC con relacidon a los ENC vy

viabilidad celular en ratones Hsd:ICR tratados con CrOs.

lll. Evaluar el efecto de la (+)-catequina y el resveratrol sobre el dafio genotdxico y
citotoxico inducido por Cr(VI) mediante la cinética de induccién de MN, apoptosis,
niveles de 8-OHdG, frecuencias de EPC con relacién a los ENC vy viabilidad celular en

ratones Hsd:ICR tratados con CrOs.

IV. Evaluar el efecto del Cr(V1), la (+)-catequina y el resveratrol sobre la actividad de la SOD,
asi como los niveles de antioxidantes totales y de GSH en ratones Hsd:ICR; mediante el

método del ABTS, reciclaje enzimatico de Griffith y la reduccion de NBT.

V. Evaluar el efecto de la (+)-catequina y el resveratrol sobre la actividad de la SOD, asi
como los niveles de antioxidantes totales y de GSH en ratones Hsd:ICR tratados con
CrOs; mediante el método del ABTS, reciclaje enzimatico de Griffith y la reduccién de

NBT.
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VI. Material y Método
6.1. Animales

Se emplearon ratones macho de la cepa Hsd:ICR, de entre 45 y 60 dias de edad con un peso
variable de 28 a 35 g obtenidos del laboratorio Harlan de la Facultad de Quimica, UNAM. A los
organismos se les permitio el libre acceso al agua y alimento (nutricubos Purina®), y se
mantubieron bajo condiciones controladas de temperatura y humedad, asi como de periodos
luz-obscuridad 12-12 horas. Los criterios de evaluacion y condiciones de trabajo fueron
establecidos con base en los lineamientos de la GENOTOX, la EPA, la ECETOC y la FDA (Heddle,
1983; FDA 2000). También los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité de

Bioética de la FES-Z, UNAM.

6.2. Reactivos

Los reactivos empleados en el estudio se obtuvieron de Sigma Chemicals Co. (St. Louis, MO,
USA). Colorante NA [CAS No 10127-02-3]; Bromuro de Etidio (Br-Et) [CAS No 1239-45-8];
Resveratrol [CAS No 501-36-0]; (+)-catechin.H,0 [CAS No 154-23-4] y CrOs3 [CAS No. 133-82-0].
Para la evaluacion de concentracion de 8-OHdG se empled el “kit” comercial Il 8-oxo-dG ELISA
Trevigen [No. 4380-192-K]; para la determinacion de antioxidantes totales se utilizé el “kit”
para Antioxidantes de Cayman [No. 709001]; para medir la concentracién de GSH se empled
el “kit” HT glutation de Trevigen [No. 7511-100-K] y para medir la actividad de SOD se utilizd
el “kit” Superdxido Dismutasa de Trevigen [No. 7501-500-K].

6.3. Tratamientos

El CrO3 se administré en una dosis de 20 mg/kg de peso por via intraperitoneal, con base en
los resultados de estudios previos en los que se ha observado dafio genotdxico (Garcia-
Rodriguez et al., 2001; O'Brien et al., 2003); mientras que los polifenoles se administraron por
via oral (sonda intragdstrica) por ser la via comun por la que ingresan a nuestro organismo. Los

tratamientos se prepararon en solucién a partir de su disolucién en agua estéril o etanol al 30
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%. Una vez preparados los reactivos, se administraron inmediatamente en un volumen

aproximado de 0.25 mL por ratén.

Los grupos experimentales fueron conformados con cinco ratones y fueron tratados de

acuerdo al protocolo 1 (figura 13) y protocolo 2 (figura 14).

32



Efecto de la (+)-catequina y el resveratrol sobre el dafio oxidativo del cromo hexavalente

Protocolo 1

. Grupo Testigo ) X * *V *

Administracién de ) Oh ) 24 h ) 48 h ) 72 h )

0.25 mL del vehiculo
(agua potable)

Il. Grupo
(+)-catequina =) * * *V *

Administracién 20 6 40 Oh 24 h 48 h 72 h

mg/Kg via intragdstrica

. Grupo Cr{Vl) m) * * *xV *

Administracion de > oh ) 24h ) 48h > 2h >

20 mg/Kg de CrO5 via ip

IV. Grupo experimental ‘ * * *' *

Administracion de > Oh ) 24 h ) 48h ) 72h >

20 6 40 mg/Kg de (+)-catequinay
20 mg/Kg de CrO4

-

o * \
Administracion de los Toma de muestra para MN Toma de muestra para
tratamientos apoptosis, niveles de 8-OHdG y

antioxidantes endégenos

Figura 13. Protocolo para la administracién de los tratamientos: (+)-catequina via i.g. y CrOz via i.p. (20 mg/kg).
Testigo: tratados Unicamente con agua potable via oral; (+)-catequina: 20 6 40 mg/kg por via intragastrica; CrOs:
20 mg/kg via i.p; (+)-catequina-CrOs: combinacidon de ambos tratamientos. La administracidn del polifenol se
realizé 4 horas antes del CrOs.
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Protocolo 2

I.  Grupo Testigo ) % * *V *

Administracion de ) Oh > 24 h ) 48 h > 72 h )

0.25 mL del vehiculo
(agua potable)

Il.  Grupo Testigo

- * % %k %k
Administracion de '
vehiculo etanol al 30 % Oh 24 h 48 h 72 h

ll.  Grupo resveratrol

Administracion de 50,706 _mmp * *V *

100 mg/Kg via intragdstrica > Oh ) 24 h ) 48 h ) 72 h >

V. Grupo Cr(Vi) ) * * *y *

Administracién de > Oh ) 24 h ) 48 h ) 72 h )

20 mg/Kg de CrO5 via ip

V. Grupo experimental - E 3 * *V *

Administracién de > Oh ) 24 h ) 48 h ) 72 h >

50 mg/Kg de resveratrol y
20 mg/Kg de CrO,

|

Administracién de los Toma de muestra para MN v Toma de muestra para
tratamientos apoptosis, niveles de 8-OHdG y
antioxidantes enddgenos

Figura 14. Protocolo para la administracion de los tratamientos: Resveratrol via i.g. y CrOzvia i.p. (20 mg/kg).
Testigos: tratados unicamente con agua potable o etanol al 30 % via oral; Resveratrol: 50 mg/kg por via
intragdstrica; CrOs3: 20 mg/kg via i.p; Resveratrol-CrOs: combinacion de ambos tratamientos. La administracion
del polifenol se realizé 4 horas antes del CrOs.
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6.4. Ensayo de Microntcleos y Relacion de Eritrocitos Policromdticos/Eritrocitos
Normocromadticos

Las evaluaciones de MN y la relacién de EPC/ENC se realizaron de acuerdo a la técnica descrita
por Hayashi et al. (1990). Se tomaron muestras de sangre periférica de ratén, y fueron
colocadas en laminillas previamente tratadas con NA, posteriormente se observaron en un
microscopio de fluorescencia (OLYMPUS CX31RBSFA) 24 horas después de su preparacion. La
tincidn de los eritrocitos con NA permite diferenciar a los EPC de los ENC y a los MN. Para la
evaluacién de dafio genotdxico se cuantificaron los MN presentes en 4000 EPC (EPC-MN) por
ratdn y para la evaluacion de dafio citotdxico la frecuencia de EPC en 2000 eritrocitos totales
(EPC + ENC). Se calculdé también la Frecuencia de Induccion Neta (NIF, por sus siglas en inglés)
ya la Frecuencia de Induccién Diferencial (DIF, por sus siglas en inglés) (Garcia-Rodriguez et al.,

2001).

6.5. Determinacion de 8-oxo-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina

Para la determinacién de 8-OHdG en plasma se utilizé el ensayo inmuno-enzimatico ELISA (Kit
Il Trevigen 4380-192-K) de acuerdo a Asami et al. (1998). El 8-OHdG, se elimina del ADN vy
posteriormente es transportado a la saliva, orina y plasma donde puede ser detectado. Se
emplearon placas de 96 pozos previamente recubiertas con 8-OHdG, un anticuerpo anti-8-
OHdG monoclonal de ratdn, un anticuerpo secundario conjugado con HRP, y el sustrato
colorimétrico de deteccidn. El anticuerpo monoclonal 8-OHdG se une competitivamente a 8-
OHdG inmovilizado en pozos de pre-revestidos y en solucién. El anticuerpo unido a la 8-OHdG
en la muestra se elimina por lavado, mientras que el anticuerpo unido a la 8-OHdG en la placa
permanece en el pozo. La deteccién del anticuerpo retenido se realizdé usando un conjugado

de HRP y el sustrato colorimétrico. La absorbancia se medid a 450 nm.

6.6. Evaluacion de Apoptosis y Viabilidad Celular

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

modificada por Garcia-Rodriguez et al. (2013) de McGahon et al. (1995). Las muestras
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obtenidas de sangre periférica de ratén (50 pL) se centrifugaron durante 5 minutos a 5000
rpm, se retird el sobrenadante e inmediatamente después se resuspendid el botdén celular con
la mezcla de colorantes (NA/Br-Et). Las muestras fueron colocadas en portaobjetos y
posteriormente evaluadas bajo un microscopio de fluorescencia (OLYMPUS CX31RBSFA) con
una emisiéon de luz azul (480 nm) y un filtro de luz amarilla (515-530 nm). Se evaluaron 300
células por ratdén, entre las que se cuantificd el nimero de células viables, células apoptdticas
y células necrodticas. Posteriormente, se calcularon los valores porcentuales del indice

apoptotico y viabilidad celular en cada grupo experimental.

6.7. Determinacion de la Capacidad Antioxidante Total

La determinacién de antioxidantes totales se realizéd en muestras de plasma mediante un “kit”
comercial (kit Cayman 709001) basado en el método ABTS propuesto por Miller et al. (1993).
En este ensayo, 2,2 ‘-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS) se incubd con
metamioglobina y H,0; para producir ABTS™, el cual se observé de color azul-verde y pudo ser
medido en un espectrofotometro a 450 nm. Los antioxidantes presentes en la muestra
disminuyen la concentracién de ABTS™, lo cual implica una reduccién en la absorcion
proporcional a su concentracién. La curva estandar de calibracidn se construyé con trolox (6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), un andlogo de la vitamina E. El valor de los
antioxidantes totales de las muestras analizadas se expresé como un equivalente de la

concentracion milimolar de solucién trolox.

6.8. Determinacion de la Concentracion Intracelular de GSH

El nivel de glutatién se determind en eritrocitos de sangre periférica utilizando un “kit”
comercial (Kit Trevigen No. 7511-100-K) mediante el método de reciclaje enzimatico de Griffith
(1980), en el cual el GSH es oxidado por 5,5 -ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB, reactivo de
Ellman) y reducido por NADPH en presencia de glutation reductasa (GR). La formacién de 4cido

2-nitro-5-tiobenzoico (TNB) se monitored a 412 nm. El contenido de glutation de la muestra se
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determiné por comparacion del valor observado con una curva estandar generada a partir de

concentraciones conocidas de GSH.

6.9. Determinacion de la Concentracion Intracelular de Superdxido Dismutasa

La determinacion de SOD se realizé en eritrocitos de sangre periférica, utilizando un “kit”
comercial (Kit Trevigen No. 7500-100-K). El ensayo consiste en que los iones generados a partir
de la conversion de la xantina en acido Urico, y H20; por la xantina oxidasa (XOD), convierten
a NBT en NBT-diformazano el cual absorbe la luz a 450 nm. La SOD puede reducir las
concentraciones de O, y por lo tanto disminuir la tasa de formacién de NBT-diformazano. La
reduccion en la aparicion de NBT-diformazano es una medida de la actividad de SOD presente

en las muestras experimentales (McCord y Fridovich, 1969).

6.10. Andlisis Estadistico

Los resultados obtenidos de MN, NIF, apoptosis, viabilidad celular y la relacion de EPC/ENC se
presentan en graficas y se analizaron con la prueba estadistica chi-cuadrada o Kruskal-Wallis.
Los niveles de 8-OHdG, antioxidantes totales, GSH y SOD se presentan en promedios con su
desviacidn estandar (media + d.e.) y se les aplico andlisis de varianzas, seguido de una prueba
Tukey. Se empleé GraphPad Prism versién 5.0 (Adler et al., 1998; Garcia-Rodriguez et al.,

2001). Para todos los casos, se considerd una p<0.05.
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VIl. RESULTADOS

7.1. Determinacion de las Dosis no Genotdxicas ni Citotdxicas de (+)-catequina y
Resveratrol

7.1.1. (+)-catequina

Con base en los objetivos establecidos lo primero que se realizé fue determinar la dosis no
genotodxica ni citotoxica de la (+)-catequina. Se realizé la administracion de 20 6 40 mg/kg de
(+)-catequina por via i.g. Como se puede observar en el Anexo 1 ninguna de las dosis modifico
los MN de manera significativa, asi como tampoco se presentaron efectos significativos sobre

la apoptosis y la viabilidad celular (Anexo 2).

7.1.2. Resveratrol

En el Anexo 3 se presentan las graficas de los MN evaluados de las 0 a las 72 horas cuando se
administraron diferentes dosis de resveratrol (50, 70 y 100 mg/kg) por via i.g. El tratamiento
con 50 mg/kg no modificd de manera significativa los MN en ninguna de las horas evaluadas.
Cuando se realizé la administracion de 70 mg/kg se observé una disminucidn significativa a las
72 horas. Mientras que no se presentaron modificaciones de los MN con la administracién de
100 mg/kg. Por otra parte, ninguna de las dosis aplicadas modificé de manera significativa los
porcentajes de las células apoptodticas, asi como tampoco la viabilidad celular (Anexo 4). Cabe
mencionar que con el tratamiento de 70 y 100 mg/kg hubo muerte de organismos durante las

evaluaciones.
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7.2. Efecto de la Administracidn de 20y 40 mg/kg de (+)-catequina Sobre el
Dafio Genotdxico Inducido por CrOs

7.2.1. Micronucleos

Debido a la variabilidad observada a las O horas de cada grupo (Anexos 5 y 6) se realizé el
calculé del NIF, partiendo de la premisa de que la induccién de MN a la hora 0 de cada grupo
es su propio testigo, por lo que se les restaron los MN evaluados en la hora 0 a los valores

obtenidos en las siguientes horas (Garcia-Rodriguez et al., 2001).

NIF= MNa xi-MNa Xo
Donde:
a= grupo

Xi = tiempo de evaluacién (24, 48 6 72 h)

Xo= tiempo 0

En la figura 15 se muestra el analisis del NIF por tiempo y por grupo, calculado para 20,000
EPC, cuando se administraron los tratamientos de (+)-catequina (20 mg/kg), CrOs y (+)-
catequina-CrOs. Se puede observar que en el grupo (+)-catequina no hay modificacién de las
frecuencias de MN. El tratamiento con 20 mg/kg de CrOs incrementé de manera significativa
las frecuencias de MN a las 24, 48 y 72 horas al comparar con el grupo testigo y con el grupo
combinado (72 horas). Por otra parte, cuando se administro el tratamiento (+)-catequina-CrOs
se presentd una disminucion a las 72 horas del 70 % de las frecuencias de MN con respecto al
grupo tratado con CrOs. Sin embargo, para la hora 24 y 48 se puede observar un incremento

de las frecuencias de MN, que resulto significativo al compararse con el grupo testigo.
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Figura 15. Andlisis por tiempo y por grupo del NIF de MN calculado para 20,000 EPC cuando se
administré una dosis de 20 mg/kg de (+)-catequina por via i.g.
p<0.05: °vs testigo; °vs (+)-catequina-CrOs. Analizados mediante la prueba estadistica chi-cuadrada.

Dado que la administracién de 20 mg/kg de (+)-catequina disminuyd las frecuencias de MN
inducidas por el CrOs Unicamente a las 72 horas se decidié administrar una dosis mayor (40
mg/kg) con la finalidad de buscar una proteccién mas consistente en todas las horas evaluadas.
En la figura 16 se presenta el analisis del NIF calculado para las frecuencias de MN evaluados
en los grupos tratados con (+)-catequina (40 mg/kg), CrOs y (+)-catequina-CrOs. Puede
observarse que, aunque en el grupo combinado hay una disminucion de las frecuencias de MN
del 16 % a las 48 horas no resulté significativo al compararse contra el grupo CrOs. Para las
horas 24 y 72 no se presentd modificacién de las frecuencias de MN con respecto al grupo
tratado solo con CrOs, sin embargo, fueron significativos al compararse con el grupo testigo.

Esto indica que la administracidn de (+)-catequina en una dosis de 40 mg/kg no protege contra
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el dafio genotdxico inducido por el CrOs. Cabe mencionar que se presenté la muerte de un

organismo en el grupo combinado.

601 CJ TESTIGO

. 3 (+)-CATEQUINA

50- [ CrOs
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40
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Figura 16. Andlisis por tiempo y por grupo del NIF de MN, calculado para 20,000 EPC cuando se
administré una dosis de 40 mg/kg de (+)-catequina por via i.g. p<0.05: *vs testigo. Analizados
mediante la prueba estadistica chi-cuadrada.” muerte de 1 organismo.

7.2.2. Apoptosis

En la figura 17 se muestran los resultados obtenidos al realizar el analisis de la apoptosis
cuando se administraron los tratamientos de (+)-catequina (20 mg/kg), CrOs y (+)-catequina-
CrOs. La dosis sola de (+)-catequina no modificé las células sanas y apoptdticas. Por otra parte,
el tratamiento con CrOs disminuyé de manera significativa las células sanas, mientras que
incrementd el porcentaje de células apoptodticas, resultando significativo cuando se compard
contra el grupo testigo y combinado. Cuando se administrd el tratamiento (+)-catequina-CrOs
hubo una reduccién en el porcentaje de células apoptdticas en comparacién con el grupo
tratado solo con CrOs, sin embargo, aun resultd significativo al compararlo contra el grupo

testigo. Por otra parte, ninguno de los tratamientos modifico las células necréticas.
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Figura 17. Porcentaje de células sanas, apoptdticas y necroticas, evaluadas en células nucleadas de
sangre periferica de ratones tratados con 20 mg/kg de (+)-catequina. p<0.05: °vs testigo; °vs (+)-
catequina-CrOs. Analizados mediante la prueba estadistica chi-cuadrada. Se evaluaron 300 células por
raton.

En la figura 18 se presentan los resultados obtenidos cuando se administraron los tratamientos
de (+)-catequina (40 mg/kg), CrOs y (+)-catequina-CrOs. Se observé un incremento significativo
de las células apoptéticas unicamente en el grupo tratado solo con CrOs. En cuanto a las células
sanas y necroéticas, ninguno de los tratamientos modificd estos parametros de manera

significativa.
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Figura 18. Porcentaje de células sanas, apoptdticas y necréticas, evaluadas en células nucleadas de
sangre periferica de ratones tratados con 40 mg/kg de (+)-catequina. p<0.05: *vs testigo. Analizados
mediante la prueba estadistica chi-cuadrada. Se evaluaron 300 células por ratdn.

7.3. Efecto de la Administraciéon de 50 mg/kg de Resveratrol Sobre el Dafio
Genotdxico Inducido por CrOs

7.3.1. Micronucleos

Con base en los resultados obtenidos de las evaluaciones realizadas de las diferentes dosis de
resveratrol se decidid evaluar el efecto de la administracion de 50 mg/kg de resveratrol sobre
el dano genotéxico inducido por el CrOs. En la figura 19 se presenta el andlisis del NIF de los
MN cuando se administraron los tratamientos de resveratrol, CrOs y resveratrol-CrOs. Puede
observarse que la administracién sola de resveratrol no modifico las frecuencias de MN de
manera significativa en ninguna de las horas evaluadas. El tratamiento de CrOs mostro un
incremento de la frecuencia de MN que resulté significativo al compararlos con su testigo y

con el grupo combinado. Por otra parte, cuando se administro el tratamiento resveratrol-CrO3
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se observd que, aunque las frecuencias de MN resultaron estadisticamente significativas para
las 48 y 72 horas, hay un porcentaje de disminucidn con respecto al grupo tratado con CrOs en

un 78,59y 67 % para las 24, 48 y 72 horas, respectivamente.
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Figura 19. Andlisis por tiempo y por grupo del NIF de MN, calculado para 20,000 EPC cuando se
administré una dosis de 50 mg/kg de resveratrol y 20 mg/kg de CrOs.
p<0.05; °vs testigo agua; °vs testigo etanol; °vs resveratrol-CrOs. Analizados mediante la prueba
estadistica chi-cuadrada.

7.3.2. 8-oxo-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina

Los niveles de 8-OHdG se evaluaron, ademas de las frecuencias de MN, como un parametro
especifico de dafio oxidante en el ADN. En la Tabla 1 se muestran los niveles de 8-OHdG
evaluados a las 48 horas, en el cual se puede observar que el grupo tratado Unicamente con
resveratrol presentd un aumento en la concentracion de 8-OHdG comparado con lo obtenido

en el grupo testigo, sin embargo, este incremento no resulto significativo. Por el contrario, el
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grupo tratado con CrO3 mostrd una disminucién que resultd estadisticamente significativa al
compararlo contra el grupo combinado. Cuando se administré el tratamiento de resveratrol-
CrOs la concentracion de 8-OHdG aumentd con respecto al grupo CrOsy con los grupos testigo,

sin embargo, no es significativo.

Tabla 1. Promedio de [nM] de 8-OHdG en ratones Hsd:ICR tratados con resveratrol y CrO;
(media % d.e.)

[nM] 8-OHdG

TRATAMIENTO DOSIS (mg/kg) N (media + d.e.)
TESTIGO AGUA = 246+7.8
TESTIGO ETANOL*® -- 23.6+5.0
RESVERATROL 50 4 27.7+5.4

CrOs 20 13.6 +4.1*
RESVERATROL-CrOs 50-20 286+7.5

Significancia de p<0.05. *vs resveratrol-CrOs. Valores comparados mediante ANOVA. *Dilucién de
testigo-etanol preparada al 30 % (59 mg/kg de etanol).

7.3.3. Apoptosis

En la figura 20 se presentan los resultados obtenidos al realizar el analisis de apoptosis cuando
se administré resveratrol, CrOs y resveratrol-CrOs. El tratamiento solo de resveratrol no
incrementd el nimero de células apoptéticas. Por otro lado, hay una elevacidn significativa en
el numero de células apoptédticas con la administracion de CrOs. Cuando se administro el
tratamiento combinado hubo un incremento en el nimero de células apoptéticas con respecto
al grupo CrOs3, el cual resulté significativo al compararlo contra ambos grupos testigo. Ninguno

de los tratamientos presentd efectos significativos sobre las células necrdticas.

45



Efecto de la (+)-catequina y el resveratrol sobre el dafio oxidativo del cromo hexavalente

100~
TESTIGO AGUA
o €28 TESTIGO ETANOL®
80 o B3 RESVERATROL
5 @@ cro;
% i a B RV-Cro,
= 60- 2
I =
O e
w ']
) 404 ﬁ
N =
=
"
204 o
=
0 k"

SANAS APOPTOTICAS NECROTICAS

Figura 20. Porcentaje de células sanas, apoptdticas y necroticas, evaluadas en células nucleadas de
sangre periferica de ratones tratados con 50 mg/kg de resveratrol. Se evaluaron 300 células por raton.
p<0.05: °vs testigo-agua; °vs testigo-etanol. Analizados mediante la prueba estadistica chi-cuadrada.
*Dilucion de etanol preparada al 30 % (59 mg/kg de etanol).

7.4. Efecto de la Administracién de (+)-catequina (20 6 40 mg/kg) Sobre el Dafio
Citotdxico Inducido por CrOs

7.4.1. Relacion de Eritrocitos Policromdticos/Eritrocitos Normocromdticos

En los Anexos 8 y 9 se muestran los diagramas de cajas con bigote de las frecuencias de EPC
con respecto a los ENC, evaluados de las 0 a las 72 horas de los grupos tratados con (+)-
catequina (20 y 40 mg/kg), CrOs y la combinacion de los tratamientos. Se observd que la
administracion de sola de 20 6 40 mg/kg de (+)-catequina no modificé los promedios de EPC

de manera significativa (Anexo 8 y 9). El CrOs disminuyo significativamente los EPC. Por otro
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lado, la administracién del tratamiento combinado de (+)-catequina (20 mg/kg) y CrOs no
modificd los EPC de manera significativa (Anexo 8); mientras que la administraciéon de (+)-
catequina (40 mg/kg) y CrOs disminuyd significativamente los promedios de EPC a las 24 horas
(Anexo 9) al compararlo contra el grupo testigo. La disminucion de los promedios de EPC en
los diferentes grupos, con respecto al grupo testigo, puede ser un indicio de citotoxicidad,
aunando la muerte de organismos en el grupo combinado (40 mg/kg de (+)-catequina-CrOs).
Para corroborar un posible efecto citotdxico se realizaron evaluaciones de viabilidad celular

mediante la técnica descrita por Garcia-Rodriguez et al. (2013).

7.4.2. Viabilidad Celular

Los resultados obtenidos de la evaluacion de EPC con respecto a los ENC mostraron una alta
variabilidad en los datos, por lo cual se realizé la determinacion del dafo citotoxico mediante
la técnica descrita por Garcia-Rodriguez et al. (2013), para viabilidad celular. En la figura 21 se
puede observar que ninguno de los tratamientos modificé de manera significativa la viabilidad

celular.
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Figura 21. Porcentaje de células viables y no viables, evaluadas en células nucleadas de sangre
periférica de ratones tratados con 20 mg/kg de (+)-catequina y CrOs. Analizados mediante la prueba
estadistica chi-cuadrada. Se evaluaron 300 células nucleadas por raton.

En la figura 22 se muestran los resultados obtenidos de la evaluacion de los grupos (+)-
catequina (40 mg/kg), CrOs y (+)-catequina-CrOs. La administracion sola de (+)-catequina no
modificé la viabilidad celular. Por su parte el grupo tratado con CrOs, mostré un decremento
de las células viables y un incremento de células no viables, sin embargo, no resultarén
significativos. Cuando se realizé la combinaciéon de los tratamientos, se observé una
disminucién de las células viables y un mayor incremento de las células no viables que lo

observado en el grupo CrOs, sin embargo, no resultaron significativos.
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Figura 22. Porcentaje de células viables y no viables, evaluadas en células nucleadas en sangre
periférica de ratones tratados con 40 mg/kg de (+)-catequina y CrOs. Analizados mediante la prueba
estadistica chi-cuadrada. Se evaluaron 300 células por ratén. 'muerte de un organismo.

7.5. Efecto de la Administracién de 50 mg/kg de Resveratrol Sobre el Dafio
Citotdxico Inducido por CrOs

7.5.1. Relacidn de Eritrocitos Policromdticos/Eritrocitos Normocromdticos

En el Anexo 10 se presentan los diagramas de cajas con bigote de las frecuencias de EPC con
respecto a las frecuencias de ENC evaluados de las 0 a las 72 horas en los grupos tratados con
resveratrol, CrOs y la combinacion de los tratamientos. No hubo modificaciones significativas

de los promedios de EPC cuando se administrd resveratrol o CrOs. En el grupo combinado se
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observd un incremento significativo de las frecuencias de EPC a las 72 horas al compararlo
contra el grupo testigo (agua). Para corroborar un posible efecto citotdxico, se realizarén

evaluaciones de viabilidad mediante la técnica descrita por Garcia-Rodriguez et al. (2013).

7.5.2. Viabilidad Celular

En la figura 23 se muestran los resultados obtenidos del analisis de la viabilidad celular de los
grupos tratados con resveratrol, CrOs y resveratrol-CrOs. Se observé que la administracion de

los tratamientos no modificd de manera significativa la viabilidad celular.
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Figura 23. Porcentaje de células viables y no viables, evaluadas en células nucleadas de sangre
periférica de ratones tratados con resveratrol y CrOs. Analizados mediante la prueba estadistica chi-
cuadrada. Se evaluaron 300 células nucleadas por ratén. Dilucién de etanol preparada al 30 % (59
mg/Kg de etanol).
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7.6. Efecto de la Administracidon de Resveratrol (50 mg/kg) y CrOsz Sobre el Sistema
Antioxidante

7.6.1. Capacidad Antioxidante Total

En la Tabla 2 se muestran las concentraciones de antioxidantes totales evaluadas a las 48 horas
después de la administracion de los tratamientos, en el cual se observé que, aunque el
tratamiento solo de resveratrol incremento los niveles de antioxidantes totales, éste no resulté
significativo. Mientras que en los grupos CrOs y combinado no se observaréon cambios
significativos. Por lo anterior se decidié evaluar el efecto de los tratamientos directamente

sobre los dos principales antioxidantes celulares, GSH y SOD.

Tabla 2. Promedio de las concentraciones en plasma de antioxidantes totales en ratones Hsd:ICR
tratados con resveratrol y CrOs (media + d.e.)

maeto 0095y Imaoxeacs
TESTIGO AGUA -- 0.3+0.2
TESTIGO ETANOL # -- 0.4+0.1
RESVERATROL 50 4 1.3+£0.9
CrOs; 20 0.3+0.3
RESVERATROL-CrOs 50 - 20 0.4+0.2

Valores comparados mediante ANOVA. *Dilucion de testigo-etanol preparada al 30 % (59 mg/kg de
etanol).
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7.6.2. Concentracion de Glutation

En la Tabla 3 se muestran las concentraciones de GSH evaluadas a las 48 horas después de la
administracion de los tratamientos. Se observd que, en el grupo resveratrol, la concentracién
de GSH disminuyé ligeramente en comparacién con el grupo testigo; mientras que en el grupo
tratado Unicamente con CrOs, la concentracién de GSH, disminuydé ligeramente en
comparacion con el grupo testigo. Por otro lado, cuando se realizé la administracion de
resveratrol-CrOs se presenté una disminucién de la concentracion de GSH que resultd

significativa cuando se compard contra los grupos testigo y con el grupo CrOs.

Tabla 3. Promedio de las concentraciones en plasma de GSH en ratones Hsd:ICR tratados con
Resveratrol y CrOs (media + d.e.)

awato 0SSy oo
TESTIGO AGUA - 20.0+1.8
TESTIGO ETANOL # -- 18.6 + 3.8
RESVERATROL 50 4 16.1+15
CrOs3 20 189+2.0
RESVERATROL-CrOs3 50 - 20 57+192abc

Significancia de p<0.05; °vs testigo agua; Pvs testigo etanol; ‘vs CrOs. Valores comparados mediante
ANOVA. *Dilucién de etanol preparada al 30 % (59 mg/kg de etanol).
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7.6.3. Actividad de Superoxido Dismutasa

En la Tabla 4 se presentan los promedios de la actividad de SOD evaluados a las 48 horas
después de la administracién de los tratamientos. En el grupo tratado solo con resveratrol se
presentd unincremento de la actividad de SOD, el cual resultd significativo cuando se compard
contra el grupo testigo (etanol 30 %). Por el contrario, en el grupo CrOs se observé una
disminucién significativa de la actividad de SOD cuando se compard contra el grupo testigo
(agua) y con el grupo combinado. Cuando se administro el tratamiento resveratrol-CrOs, hubo
un incremento de la actividad de SOD en comparacién con lo obtenido en el grupo CrOs, sin

embargo, aun resultd ser significativo cuando se compard contra los grupos testigo.

Tabla 4. Promedio de la actividad en plasma de SOD en ratones Hsd:ICR tratados con Resveratrol y

CrO; (media % d.e.)

ATAMENIO 0085 W e e oD
TESTIGO AGUA -- 66.0 + 8.4
TESTIGO ETANOL * - 51.5+3.3
RESVERATROL 50 4 79.2+6.8°
CrOs 20 5.7+3.12%°¢
RESVERATROL-CrO; 50 - 20 204+19 &b

Significancia de p<0.05; °vs testigo agua; °vs testigo etanol; ‘vs resveratrol-CrOs. Valores comparados
mediante ANOVA. *Dilucion de etanol preparada al 30 % (59 mg/kg de etanol).
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Tabla Comparativa de los Parametros Evaluados en Ratones Hsd:ICR
Tratados con Resveratrol y (r0; (media * d.e.)

246+7.38

0.3+0.2 20.0+1.8 66.0 £ 8.4

-- 23.6+5.0 04+0.1 18.6 +3.8 515+3.3

50 5 27.7+54 1.3+£0.9 16.1+15 79.2+6.8"

20 13.6 +4.1° 0.3+0.3 18.9+2.0 5.7+£3.1%°
50 - 20 286+7.5 04+0.2 57+193abc¢ 204+192a°b

Significancia de p<0.05; °vs testigo agua; Pvs testigo etanol; ‘vs resveratrol-CrOs. Valores
comparados mediante ANOVA. *Dilucién de etanol preparada al 30 % (59 mg/kg de etanol).
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VIIl. DISCUSION

La exposicion ocupacional o ambiental a metales es considerado un factor critico para el
desarrollo de muchos tipos de enfermedades (Lee et al., 2012). Entre los metales a los que
se estd potencialmente expuesto, se encuentran los compuestos de Cr(VI), los cuales han
sido reconocidos como genotdéxicos y cancerigenos para el ser humano (Myers et al., 2010;
Lee et al., 2012). Por otra parte, se ha observado que compuestos polifendlicos como la (+)-
catequina y el resveratrol poseen propiedades antioxidantes y se les ha relacionado con la
disminuciéon de enfermedades crénico-degenerativas. De ahi que en el presente estudio se
evalud el efecto de (+)-catequina y resveratrol, sobre el dafio genotdxico y citotdxico
inducido por compuestos de Cr(VI) y su relacion con la actividad apoptética, asi como con

los niveles de antioxidantes totales, GSH y SOD en ratones de la cepa Hsd:ICR in vivo.

Al realizar la administracion sola de 20 6 40 mg/kg de (+)-catequina, como se esperaba,
ninguna de las dosis incrementd las frecuencias de MN de manera significativa, al ser un
compuesto presente en el té verde, el cual se ha asociado con efectos benéficos para la
salud y se le han atribuido propiedades antimutagénicas y anticarcinogénicas (Oikawa et
al., 2003; Chengelis et al., 2008). En estudios previos en nuestro laboratorio la
administracion de té verde a ratones no induce dafio genotdxico (Garcia Rodriguez et al.,
2012, 2013). Por otra parte, investigaciones in vitro han reportado que diferentes dosis
utilizadas de (+)-catequina no inducen dafo genotdxico al no encontrar fragmentacién de
ADN (Alshatwi et al., 2014). La administracidn de (+)-catequina (20 mg/kg) previo al CrOs;
presentd un efecto dual, debido a que se observé una disminucion del 70 % de las
frecuencias de MN a las 72 horas, sin embargo, a las 48 horas se incrementan ligeramente
las frecuencias de MN al compararse con el grupo CrOs. Las catequinas son componentes
fendlicos con una gran variedad de actividades, en diferentes estudios se ha corroborado
su gran actividad antioxidante. Sin embargo, se ha observado también, tanto en estudios in
vitro como in vivo, que la administracion de (+)-catequina, presenta efectos tanto
antioxidantes como pro-oxidantes, atribuyendo estos efectos a la dosis administrada, a la

actividad sinérgica con el compuesto téxico, bioabilidad e interaccién de este polifenol con
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diferentes metales de transicion, como el Cu(ll) y el hierro (11) y (IIl) (Fe(ll) y Fe(lll)) (Lambert

etal., 2007; Cheng et al., 2013; Tao y Lambert, 2014; Shahid et al., 2016).

En estudios previos se ha mostrado que la (+)-catequina es capaz de catalizar la reduccién
de Cu(ll) a Cu(l) mediante la formacion del complejo ternario ADN-(+)-catequina-Cu(ll),
cuando el ion metalico se encuentra en altas concentraciones, lo cual es acompafiado de la
produccién de productos oxidados de (+)-catequina y el incremento de ERQO’s. Se ha
observado también, que el complejo formado de (+)-catequina-Cu(ll) puede causar el
rompimiento de cadenas de ADN con la consecuente accidn pro-oxidante de este polifenol
(Sohail et al., 2005; Kaku y Nakagawa, 2009; Yar et al., 2012). De ahi que se sugiere que el
el ligero incremento observado en las frecuencias de MN a las 24 y 48 horas en el grupo (+)-

catequina-Cr(VI) pudiera ser por este mismo efecto.

Por otra parte, se obtuvo una disminucion de la frecuencia de MN a las 72 horas, esto
sugiere un efecto protector de la (+)-catequina a este tiempo. Dicha proteccién puede
deberse a que a esta hora de evaluacién la presencia de CrOsz en el organismo habia
disminuido, ya que se ha reportado que su tiempo de vida media es de 48 horas y es
eliminado mediante la orina y las heces, por lo tanto, la reaccién de reducciény la presencia
de sus iones metdlicos intermediarios es menor. En diversos estudios se ha observado que
el efecto dual de algunos polifenoles como la (+)-catequina depende del ciclo redox del
metal presente (Ahmad et al, 1992). La reduccion de la formacion de reactivos
intermediarios del CrOs pudo favorecer la actividad antioxidante de la (+)-catequina
permitiendo la eliminacién de RL y con ello la disminucién de dafio al ADN (Ahmad et al.,
1992; Yar et al., 2012). La (+)-catequina ademas de la (-)-epigalocatequina-3-galato (EGCG),
(-)-epicatequina-3-galato (ECG), (-)-epigalocatequina (EGC), (-)-epicatequina (EC), (+)-
galocatequina (GC) conforman aproximadamente el 30 % del peso seco de las hojas de
Camellia sinensis la cual es la principal planta con la que se elabora el té verde (Dufresne,
2001; Srinivasan et al., 2008; Chandra, 2010). Se ha descrito que esta bebida posee
propiedades antioxidantes atribuidas principalmente a la presencia de catequinas. Diversos
estudios in vivo han indicado que la administracion de té verde puede proteger contra el
dafio genotdxico inducido por compuestos de Cr(VI) (Garcia-Rodriguez et al., 2012; 2013).
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Se ha observado que pueden inhibir la formacidon de tumores inducidos por diversos
agentes quimicos, asi como también la iniciacién, promociéon y progresion de la
carcinogénesis en piel, pulmén, eséfago, estémago, higado, intestino delgado, pancreas,
colon y glandulas mamarias. En otras investigaciones in vivo se ha indicado que la
administracion de los polifenoles extraidos del té verde disminuye el dafio oxidante al ADN
el cual es inducido por compuestos metdlicos (Lambert, 2003; Garcia-Rodriguez et al.,

2013).

Al realizar la administracion de 40 mg/kg de (+)-catequina previo al CrOs se presentd un
comportamiento similar al grupo tratado solo con CrOs en todas las horas evaluadas, por lo
que esta dosis de (+)-catequina no protege contra el dafio genotdxico inducido por el
tratamiento con CrOs, atribuyendo este resultado a que posiblemente al aumentar la dosis
de (+)-catequina pudo haber acentuado la muerte celular y como consecuencia observar
menos células con dafio al ADN (MN). En estudios in vitro se ha observado que al
incrementar la dosis administrada de (+)-catequina se intensifica el dafio genotdxico al
elevarse los niveles de 8-oxodG y de ERO’s, en presencia de Cu(ll) (Oikawa et al., 2003;
Kawanishi et al., 2005). Otros autores han descrito que muchos de los polifenoles
consumidos en la dieta, en altas concentraciones, pueden presentar un efecto genotéxico
en presencia de metales de transicién, debido a que participan en la reduccién del ion
metalico, generando asi, rompimiento de doble cadena del ADN, las cuales, al no ser
rapidamente reparadas y ser retenidas por un tiempo mas largo, llevan a la muerte de la

célula (Bhat y Hadi, 1992; 1994).

Otro de los criterios de evaluacidn, para determinar el efecto de los tratamientos sobre el
material genético, fue la actividad apoptdtica. Este tipo de muerte celular es un proceso
normal en los organismos, que puede ser activada como un mecanismo para eliminar las
células con dafio en su material genético y cuando se excede la capacidad de reparacidn
celular, por lo cual al ser una de las respuestas celulares frente al dafio al ADN puede ser
considerada como un marcador de dafio genotdxico (Hayashi et al.,, 1990; Wu et al., 2012;
Garcia-Rodriguez et al., 2013). Al realizar la administracién de 20 6 40 mg/kg de (+)-
catequina se observé que ninguna de las dosis modificd los porcentajes de células sanas y
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células apoptoticas. Al relacionar este resultado con las frecuencias de MN, se puede sugerir
gue la administracion sola de (+)-catequina en ambas dosis no induce dafio genotdxico, ya
gue se ha descrito que una de las respuestas al haber dafio al ADN es la induccion de

apoptosis a través de sefiales intrinsecas (Chakraborti et al., 2017).

Cuando se administré (+)-catequina (20 mg/kg) previo al CrOs se observd que hay una
disminucién en el nUmero de células apoptéticas comparado con el grupo tratado solo con
CrOs; este resultado puede estar relacionado con la activacidon de la expresién de genes
antiapoptoticos como el Bcl-2 que suprimen la apoptosis a pesar de haber dafio en el ADN.
En este sentido, se ha reportado que la administracion de diferentes dosis de (+)-catequina
incrementa la expresion de Bcl-2, en ratones tratados con benzo[a]pireno (Shahid et al.,
2016). Al realizar la administracion de 40 mg/kg de (+)-catequina previo al tratamiento de
CrOs se observo, de igual manera, una disminucién en el nimero de células apoptéticas
comparado con lo observado en el grupo CrOs, lo cual puede estar relacionado con el

mecanismo anteriormente descrito.

Cuando se evaluod la citotoxicidad con la relacién EPC con respecto a los ENC, se observaron
variaciones significativas en los promedios de los diferentes grupos. Si bien la OECD (1997)
indica que al realizar la prueba de MN se determine también la frecuencia de EPC/ENC, este
parametro debe tomarse con reserva, debido a que cuando un compuesto causa muerte
celular, pueden activarse también los mecanismos de divisién celular y por lo tanto
enmascarar el efecto (Krishna et al., 1986; Hayashi et al., 2000). Para corroborar un posible
efecto citotdxico se realizd la evaluacidn de la viabilidad celular mediante la técnica de
NA/Br-Et modificada por Garcia-Rodriguez et al. (2013). La administracion sola de las dosis
de 20 6 40 mg/kg de (+)-catequina no modificé el porcentaje de células viables, lo que
sugiere que estas dosis no inducen dafio citotéxico. En estudios previos realizados in vitro
observarén que el tratamiento con (+)-catequina no disminuye la viabilidad celular

(Alshatwi et al., 2014).

Cuando se administré el tratamiento de (+)-catequina (20 mg/kg) previo al CrOs no se

presentarén modificaciones sobre la viabilidad celular. En el grupo de (+)-catequina (40
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mg/kg) previo al CrOs hubo una disminucién en el porcentaje de células viables comparado
con lo obtenido en el grupo CrOs, con lo que se puede sugerir que, aunque no resulté
significativo, se presenté un efecto citotdxico. Estudios previos in vitro obtuvierén que la
(+)-catequina incrementa la citotoxicidad al interaccionar sinérgicamente con iones
metalicos y consecuentemente, aumentar el dafio al ADN e inducir muerte celular
apoptodtica o incluso necrosis (Ahmad et al., 1992; Sohail et al., 2006; Yasuda et al., 2012).
Otro factor observado como signo de citotoxicidad fue la muerte de un organismo en el
grupo combinado (40 mg/kg de (+)-catequina-CrOs), con lo cual es posible sugerir que el
efecto citotdxico se presenta en una manera dosis dependiente, bajo las condiciones
experimentales de este trabajo. En estudios in vivo en los cuales se administraron diferentes
dosis de catequinas por un periodo de 28 dias se observé que conforme se incrementaba la

dosis aumentaban también los efectos citotdxicos (Chengelis et al., 2008).

Debido a la baja proteccién del dafio genotdxico obtenida con la administracion de ambas
dosis de (+)-catequina y CrOs se decidié evaluar el efecto del resveratrol sobre el dafio
genotodxico y citotdxico inducido por el CrOs. Tras realizar evaluaciones de genotoxicidad y
citotoxicidad de diferentes dosis de resveratrol (50, 70 y 100 mg/kg) se decidié trabajar con
la dosis de 50 mg/kg, debido a que las dosis de 70 y 100 mg/kg presentaron signos de
citotoxicidad. Diferentes estudios clinicos indican una tolerancia de hasta 5 g/dia de
resveratrol, sin embargo, resultados concretos acerca de su toxicidad, aun son escasos

(Kursvietiene et al., 2016).

El tratamiento de resveratrol no modificd las frecuencias de MN, lo que sugiere que la
administracion de este polifenol no induce dano genotdxico. El resveratrol, en su forma
isomérica trans es reconocido por tener una gran actividad bioldgica. Se ha descrito que el
estudio de este polifenol comenzd desde las investigaciones relacionadas del consumo de
vino tinto y la relacion directa entre la baja incidencia de enfermedades coronarias en la
poblacién europea, mejor conocido como paradoja francesa (Kopp, 1998; Hengst y Yun,
2012; Singh et al., 2013). Asimismo, en nuestro grupo de trabajo se observé que la
administraciéon de vino tinto a ratones no induce dafo genotodxico (Garcia-Rodriguez et al.,
2015).
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Esta molécula ha recibido considerable atencion debido a sus diversas propiedades como
son: anti-inflamatorias, antiapoptédticas, antioxidantes, antidiabéticas, antivirales vy
cardioprotectoras (Singh et al., 2013). Estudios previos de genotoxicidad han demostrado
que el resveratrol presenta efectos anticarcinogénicos asociado principalmente a su
actividad antioxidante (Athar et al, 2007). Basso et al. (2016), observaron que el
tratamiento a linfocitos con 20 y 40 ug de resveratrol no induce dafio genético mediante la

evaluacién de MN, ACy ensayo cometa.

Al realizar la administracion de CrOs se observé un incremento en las frecuencias de MN, lo
cual corrobora el dafio genotdxico previamente reportado para los compuestos de Cr(VI)
(O’Brien et al., 2003; Henkler et al., 2010) y en particular para el CrOs (Garcia-Rodriguez et
al., 2001). En este estudio se observd que el mayor efecto sobre la induccién de MN se
presentd a las 48 horas, esto se puede atribuir a que en general la mayor distribucién y
biotransformacién de este metal se presenta a esta hora después de su administracién
(Heddle et al., 1983; Hayashi et al., 1990). El mecanismo de dafio genotdxico de los
compuestos de Cr(VI), se ha planteado con base en que éstos tienen la capacidad de
ingresar a la célula mediante canales transportadores de aniones. Dentro de la célula, el
Cr(VI1) es reducido por reductantes celulares como el GSH, el ascorbato y el NADPH a Cr(V),
Cr(IV) y Cr(lll); estos intermediarios son altamente reactivos y participan en la produccién
de ERO’s ademas de interaccionar directamente con las bases nitrogenadas y fosfatos del
ADN, ocasionando asi un significativo dafio oxidante al ADN como modificacién de bases;
rupturas; entrecruzamientos ADN-ADN y ADN-proteinas; formacién de aductos; cambios
oxidantes de nucleétidos y AC, lo cual induce dafio mutagénico y cancerigeno (Shi et al.,

1990; Shi et al., 1999; Ding y Shi 2002; Wang et al., 2011; Lee et al., 2012).

El tratamiento previo de resveratrol redujo las frecuencias de MN con respecto al grupo
tratado solo con CrOszen un 78, 59y 67 % a las 24, 48 y 72 horas, respectivamente, estos
resultados se esperaban debido a que en estudios previos se ha observado que la
administracion de vino tinto a ratones, puede disminuir el dafio genotdxico inducido por
metales cancerigenos (Garcia-Rodriguez et al., 2015). El efecto protector obtenido en el
presente estudio puede deberse a la estructura del resveratrol, que lo caracteriza como un
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compuesto polifendlico similar al dietil-estilbeno, un estrégeno sintético. Se ha descrito que
al poseer esta caracteristica puede incrementar la expresiéon de factores de transcripcién
del balance redox, nucleares e inflamatorios (Abdel-Wahab y Abdel-Wahab, 2016). En
estudios in vivo se ha observado que el tratamiento con resveratrol protege contra dafos
oxidantes inducidos por glutamato mediante la eliminacion de RL y la induccién de la
expresion de antioxidantes endégenos (Fukui et al., 2010). La propiedad antioxidante del
resveratrol ha sido reportada con implicaciones protectoras contra los mecanismos pro-
oxidantes de sustancias genotdxicas, asi como también de drogas quimioterapéuticas
(Sinha et al., 2016). Se ha descrito que el resveratrol posee una accidn fisiolégica compleja
debido a su capacidad de modular diferentes vias celulares (Pirola y Frojdo, 2008;
Kursvietiene et al., 2016). Ahmad et al. (2003) observaron que la administraciéon de bajas
concentraciones de resveratrol en cultivos celulares inhibe la fragmentacién del ADN
inducido por H;0.. El efecto antioxidante de este compuesto polifendlico se ha obtenido en
diversos estudios in vitro en donde ha sido capaz de eliminar el *OH, O3, asi como otros RL,
previniendo asi lesiones al ADN (Losa, 2003; Goswami y Das, 2009; Kursvietiene et al., 2016).
Con base en los resultados obtenidos en trabajos previos, se propone que el efecto
protector sobre el dafio genotdxico, puede deberse a su capacidad de eliminar los RL
producidos por la reduccion del CrOs y a su capacidad de interaccionar con el sistema
antioxidante enddgeno. Las propiedades quimiopreventivas del resveratrol han sido
reflejadas por su capacidad para bloquear la activacion de varios carcindgenos y/o estimular

su eliminacién para prevenir el dafio oxidante al ADN (Kundu y Surh et al., 2008).

El aducto 8-OHdG es una de las lesiones oxidantes mas frecuentes en el ADN, ademas de
gue es altamente mutagénico. Sin embargo, la mayoria de estos aductos son eliminados
mediante mecanismos de reparacién. Después de que el 8-OHdG es reparado, puede ser
transportado por la sangre, saliva u orina para su excrecion, y es aqui donde puede ser
detectado y cuantificado (Cheng et al., 1992; Wu et al., 2004; Hsien-Wen et al., 2007; Chan-
Young et al., 2012). Cuando se determind la concentracion de 8-OHdG en plasma saguineo
se obtuvo un ligero incremento con la administracién Unica de 50 mg/kg de resveratrol que

no resultd significativo. En diversos estudios in vitro con células senescentes, se ha
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observado que el tratamiento con resveratrol incrementa los niveles de 8-OHdG, asi como
también la actividad de OGG1 (Mikuta-Pietrasik et al., 2012). En otros trabajos se ha
mencionado también que el tratamiento con resveratrol en modelos in vitro puede
incrementar la funcién de endonucleasas involucradas en los mecanismos de reparacion del
ADN (Goswami y Das, 2009). Abdel-Wahab y Abdel-Wahab (2016), mostraron que el
resveratrol es capaz de inducir el aumento de la funcién de las maquinarias de reparacion
del ADN, al activar las vias de sefializacidn de SIRT1. Por su parte, el tratamiento de CrO3
disminuyé los niveles del 8-OHdG con relacidn al grupo testigo y al grupo resveratrol-CrOs,
resultando significativo para este Ultimo. Se ha propuesto que el Cr(VI) puede inhibir los
mecanismos de reparacién del ADN. Maeng et al. (2003) observaron in vivo una disminucién
en la actividad de enzimas de reparacién en ratas expuestas a cromato de sodio (VI). En
estudios in vitro, se observé que el Cr(VI) reduce la expresion de OGG1 que es una de las
enzimas implicadas en la reparacion del aducto 8-OHdG (Hodges et al., 2002). La
disminucién en la concentracién de 8-OHdG obtenida con el tratamiento de CrOs; podria
estar relacionado con lo descrito anteriormente. Cuando se administraron ambos
tratamientos, resveratrol-CrOs, se observé una recuperacién de los niveles de 8-OHdG al
compararse con el grupo CrOs e incluso se observa un ligero incremento en comparacion
con los grupos testigo. Este resultado permite sugerir que el resveratrol es capaz de

recuperar la actividad de los mecanismos de reparacion inhibidos por el CrOs.

Al realizar el anadlisis de apoptosis se observé que la administraciéon sola de resveratrol no
aumenta el numero de células apoptéticas, con lo cual se corrobora que el resveratrol no
induce dafio genotoéxico, también se sugiere que al no haber células dafiadas genéticamente
no hay inducciéon de apoptosis; ya que diversos autores describen que uno de los
mecanismos antigenotdxicos del resveratrol es mandar a apoptosis células con dafio al ADN

(Kundu y Surh, 2008; Athar et al., 2009; Goswami y Das, 2009).

Por otra parte, se presentd un incremento en el nimero de células apoptdticas cuando se
administré CrOs, este resultado confirma observaciones previas in vitro e in vivo (Hayashi
et al., 2004; Garcia-Rodriguez et al., 2014; Das et al., 2015). El dafio al ADN y la alteracidn
de los estados oxidantes, tiene el potencial para desencadenar o sensibilizar una célula a
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apoptosis. Por lo tanto, las ERO’s generadas a partir de la reduccidn del Cr(VI) juegan un
papel importante en la via de sefializacién de apoptosis (Hayashi et al., 2004; Garcia-
Rodriguez et al.,, 2013). Si bien la apoptosis es un mecanismo relevante para el
mantenimiento de una poblacidon de células funcionales y sanas, hay un margen de actividad
apoptédtica que si se rebasa puede conducir a errores que permiten a las células danadas
escapar de la muerte celular y proliferar, lo cual podria ser un factor importante en la

carcinogénesis que se ha observado en personas expuestas a cromo (Das et al., 2015).

La administracidn previa de resveratrol al CrOsz incrementd el nimero de células apoptdticas
en comparacion con el grupo tratado solo con Cr(VI), éste aumento es estadisticamente
significativo al compararse con los grupos testigo. Al correlacionar este resultado con la
disminucién en la frecuencia de MN se puede sugerir que, bajo las condiciones
experimentales de este trabajo, la induccién de apoptosis por el tratamiento de resveratrol
puede establecerse como uno de sus mecanismos de eliminacion de las células con dafio
en su ADN. Se ha descrito en diversos estudios que el resveratrol es capaz de inducir
apoptosis debido a que puede activar ciertas vias pro-apoptdticas. Gao et al. (2002)
mostraron que el tratamiento de resveratrol en lineas celulares leucémicas presenta
actividades pro-apoptéticas. En otro estudio en el cual se utilizé una linea diferente de
células leucémicas, las cuales son resistentes a apoptosis mediante la via de sefializacién
CD95, se observé que el resveratrol fue capaz de inducir apoptosis mediante la activacién
de la caspasa-9 (Dorrie et al., 2001). También se ha mencionado que el resveratrol es capaz
de inhibir la activacién de proteinas anti-apoptdticas, iNOS y Bcl-2, en células B leucémicas
(Roman et al., 2002). Athar et al. (2009) y Mitrut et al. (2009), mencionan que el efecto pro-
apoptético del resveratrol estd mediado por la regulacion de la via dependiente e
independiente de p53. Asimismo, se ha reportado que el resveratrol puede inducir
apoptosis mediante la activacion de ciertas MAPK en diferentes lineas celulares

cancerigenas (Kundu y Surh, 2008).

Como se menciond anteriormente, se evalud la citotoxicidad con la relacion EPC con
respecto a los ENC, con esta evaluacién, se observaron variaciones significativas en los
promedios de los diferentes grupos administrados. De igual manera se corroboré Ia
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citotoxicidad mediante la evaluacién de la viabilidad celular con la técnica de NA/Br-Et
modificada por Garcia-Rodriguez et al. (2013). La administracion sola de resveratrol no
modifica la viabilidad celular, lo que se sugiere que no induce dano citotdxico. En estudios
in vitro se ha observado que el tratamiento con resveratrol no induce citotoxicidad cuando
lo administran en concentraciones de 1-100 uM (Zielinska-Przyjemska et al., 2015). En otro
trabajo realizado para evaluar derivados de resveratrol obtuvieron un incremento de la
viabilidad celular (Mulakayala et al., 2013). Por otra parte, el tratamiento con resveratrol-
CrOs no modificd el porcentaje de células viables, por lo que no presenté efectos citotdxicos
como se ha reportado previamente (Mitrut et al., 2009; Mulakayala et al., 2013; Zieliriska-

Przyjemska et al., 2015).

No se observaron modificaciones significativas en los niveles de antioxidantes totales
presentes en plasma mediante el método del ABTS. Esto puede deberse a que la
homeostasis redox se mantiene por un sistema complejo donde el cambio en Ia
concentracion de un antioxidante puede ser compensado por otro (Benzie y Strain, 1999;
Marim et al., 2015). Sin embargo, al evaluar la concentracion de GSH, se observd una ligera
disminucién con el tratamiento de resveratrol, que puede deberse a un incremento en la
actividad de enzimas antioxidantes, GPx y GST, que utilizan como cofactor al GSH (Kundu y
Surh, 2008; Banu et al., 2016). Gow-Chin et al. (2002) observaron, en cultivos de linfocitos,
que el resvertrol es capaz de incrementar la actividad de enzimas antioxidantes como GPx,
GST y GR. En el grupo CrOs se observé una concentracion similar al grupo testigo (agua),
con este resultado se puede sugerir que la reduccion de Cr(VI) pudo realizarse mediante la
via NADPH y no por la via GSH, que previamente se ha reportado. Al combinar los
tratamientos se observé una disminucion significativa de la concentracion de GSH. En
diversas investigaciones se ha observado que la administracion de resveratrol en lineas
celulares disminuye la concentracién de GSH (Kumar et al., 2015; Zielinska-Przyjemska et
al., 2015). En otros estudios se ha explicado que la disminucién de los niveles de GSH con el
tratamiento de resveratrol, es debido a la induccidon del incremento de la actividad
enzimatica de GST, la cual utiliza la formacidn de conjugados xenobidtico-GSH como uno de

sus mecanismos cito-protectores (Banu et al., 2016). Se ha observado también que el
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resveratrol regula o activa la expresion de GPx, la cual utiliza como sustrato para su funcién
al GSH, al incrementar la actividad de GPx podria explicarse la disminucién del sustrato
(GSH) (Kundu y Surh, 2008). Un incremento en la actividad de GST y GPx podria explicar
también la disminucién de la concentracion de GSH en el grupo combinado. El GSH participa
en la desintoxicacion de xenobidticos mediante la actividad enzimatica de GST y puede
presentar actividades sinérgicas con otros antioxidantes. Banu et al. (2016), mostraron que
el tratamiento con Cr(VI) disminuye la actividad de diferentes tipos de GST (Gstm1, Gstm2
y Gstad), las cuales desempenan una funcidén importante en la desintoxicacién celular a
través de la formacién de conjugados con GSH, mientras que el tratamiento de resveratrol

logra mitigar los efectos del Cr(VI).

Al realizar las evaluaciones de la actividad de SOD se observé que la administracion sola de
resveratrol incrementa significativamente la actividad de esta enzima con respecto al grupo
testigo (etanol 30 %). Mikuta-Pietrasik et al. (2012), también observaron que el tratamiento
con diferentes concentraciones de resveratrol (0.5 y 10 uM), a células de mesotelio
peritoneal, incrementa la actividad de SOD. Por otra parte, se observo que la administracién
de CrOs disminuye significativamente la actividad de SOD. En estudios in vivo en donde se
analizé la actividad de SOD a trabajadores expuestos a Cr(VI), se observé que la actividad
enzimatica disminuye significativamente (Wu et al., 2001). Asatiani et al. (2004), obtuvieron
en cultivos celulares (L-41) que el tratamiento de 20 uM de Cr(VI1) reduce significativamente
la actividad de SOD. Al ser la SOD parte del primer y uno de los mas importantes
mecanismos de defensa antioxidante al catalizar la dismutacién del radical 02> en H,0, y
0>, se plantea que la disminucién de SOD en el grupo Cr(VI) puede deberse a su agotamiento
durante la neutralizacion del 022, que se genera durante la reduccién de Cr(VI). Por otra
parte, cuando se administraron los tratamientos combinados, resveratrol-CrOs, se observé
una recuperaciéon de la actividad de SOD. Se ha observado en estudios in vivo que la
administracion de resveratrol en una dosis de 10 mg/kg restaura la actividad de SOD, la cual
fue disminuida por la administracion de Cr(VI) (Banu et al., 2016). Se ha descrito que uno
de los efectos cito-protectores del resveratrol es debido a su capacidad de activar vias de

sefializacion especificas que promueven el sistema de defensa antioxidante enddgeno
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(Duarte et al., 2010). En este sentido, se ha observado que el resveratrol posee la capacidad
de poder mantener y/o restaurar la concentracion intracelular de antioxidantes endégenos

entre las cuales se encuentra la SOD (de la Lastra y Villegas, 2007; Vipin et al., 2014).

La acumulacién excesiva de ERQ’s puede inducir modificaciones oxidantes a
macromoléculas celulares (lipidos, proteinas y Acidos nucleicos). El dafio al ADN ha sido
implicado en la mutagénesis, oncogénesis y envejecimiento. Las lesiones al ADN incluyen
modificacion de bases, dafio a la desoxirribosa, rompimiento de hebras vy sitios abasicos.
Por otro lado, la transcripcion de genes puede ser regulada por oxidantes, antioxidantes y
otros determinantes del estado redox celular, las ERO’s pueden producir también dafio a
proteinas induciendo otros tipos de mutaciones. En contra parte, el resveratrol es un
potente antioxidante y eliminador de RL debido a su habilidad de promover la actividad de
una variedad de enzimas antioxidantes. La habilidad de este compuesto polifenélico para
actuar como un antioxidante depende de sus propiedades redox de sus grupos
hidroxifendlicos, del potencial para la deslocalizacién de electrones a través de su
estructura quimica, mediante el incremento de enzimas antioxidantes, el cual es
considerado como una estrategia fundamental, y mediante su efecto en el sistema redox
celular (Kundu y Surh et al., 2008; Goswami y Das, 2009; Vipin et al., 2014). La produccion
excesiva de ERO’s a través de reacciones tanto enzimdticas como no enzimaticas, que
contribuye a la actividad carcinogénica y genotdxica del CrOs, corroborada por el
incremento en la frecuencia de MN, la induccion de apoptosis y la disminucién de los niveles

de 8-OHAG, pudo ser disminuida por la administracion previa del resveratrol.
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CONCLUSIONES Y COMENTARIOS FINALES

La administracion sola de 20 6 40 mg/kg de (+)-catequina y 50 mg/kg de resveratrol
no inducen dafio genotdxico ni citotdxico ya que no incrementan las frecuencias de
MN, células apoptdticas ni modifican la viabilidad celular.

Se corroboré el dafio genotdxico del CrOs ya que incrementé las frecuencias de MN
y de las células apoptdticas.

La administracion de 20 mg/kg de (+)-catequina previo al tratamiento con CrOs;
presentd una disminucién de la frecuencia de MN a las 72 horas (posible efecto
antioxidante), pero a las 48 horas incrementa los MN (posible efecto pro-oxidante).

La administracion de 50 mg/kg de resveratrol protege contra el dafio genotdxico
inducido por el CrOs, ya que se presentd una disminucién de las frecuencias de MN.

La administracion de 50 mg/kg de resveratrol incrementa las células apoptoticas,
que podria estar relacionado con la eliminacion de las células con dafio al ADN (MN).

La administracion de 20 mg/kg de CrOs disminuye los niveles de 8-OHdG en plasma
de sangre periférica, lo cual podria estar relacionado con la inactivacién de los
mecanismos de reparacion del ADN.

La administracion de 50 mg/kg de resveratrol solo y previo al tratamiento de CrOs
incrementa los niveles de 8-OHdG, lo que sugiere que este polifenol podria re-
activar los mecanismos de reparacion del ADN.

Ninguno de los tratamientos mostré efectos significativos sobre los niveles de
antioxidantes totales. El grupo resveratrol y el tratado con resveratrol-CrOs
presentaron una disminucién de los niveles de GSH, posiblemente por el incremento
en la actividad de GST y GPx. En el grupo resveratrol-CrOs se recupero la actividad
de SOD, la cual se disminuyé en el grupo tratado solo con CrOs.
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XI. ANEXOS
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Grafico de caja y bigote en el cual se representan y comparan las distribuciones de los
valores obtenidos de MN evaluados en 20,000 EPC cuando se administraron 20 é 40 mg/kg
de (+)-catequina. A) distribucion de MN a las 0 horas; B) distribucién de MN a las 24 horas;
C) distribucion de MN a las 48 horas; D) distribucién de MN a las 72 horas.
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ANEXO 2
A)
100+ B3 TESTIGO
B8 (+)-CATEQUINA 20 mg/kg
B3 (+)-CATEQUINA 40 mg/kg
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<
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Porcentaje de células sanas, apoptdticas y necrdticas (A). Porcentaje de células viables y no
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20 6 40 mg/kg de (+)-catequina.
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Grafico de caja y bigote en el cual se representan y comparan las distribuciones de los
valores obtenidos de MN evaluados en 20,000 EPC cuando se administraron 50, 70 6 100
mg/kg de resveratrol. A) distribucién de MN a las 0 horas; B) distribucion de MN a las 24
horas; C) distribucion de MN a las 48 horas; D) distribucion de MN a las 72 horas.

p<0.05; *vs testigo. Andlisis realizado mediante Kruskal-Wallis.
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ANEXO 4
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Porcentaje de células sanas, apoptdticas y necréticas (A). Porcentaje de células viables y no
viables (B). Se evaluaron 300 células nucleadas de sangre periférica de ratones tratados con
50, 70 6 100 mg/kg de resveratrol.
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Grafico de caja y bigote en el cual se representan y comparan las distribuciones de los

valores obtenidos de MN evaluados en 20,000 EPC cuando se administraron 20 mg/kg de
(+)-catequina y CrOs. A) distribucion de MN a las 0 horas; B) distribucién de MN a las 24
horas; C) distribucion de MN a las 48 horas; D) distribucion de MN a las 72 horas.

p<0.05; *vs testigo. Analisis realizado mediante Kruskal-Wallis.
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ANEXO 6
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Grafico de caja y bigote en el cual se representan y comparan las distribuciones de los
valores obtenidos de MN evaluados en 20,000 EPC cuando se administraron 40 mg/kg de
(+)-catequina y CrOs. A) distribucion de MN a las 0 horas; B) distribucién de MN a las 24
horas; C) distribucion de MN a las 48 horas; D) distribucién de MN a las 72 horas.

p<0.05; *vs testigo. Analisis realizado mediante Kruskal-Wallis.
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ANEXO 7
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Grafico de caja y bigote en el cual se representan y comparan las distribuciones de los
valores obtenidos de MN evaluados en 20,000 EPC cuando se administraron 50 mg/kg de
resveratrol y CrOs. A) distribucion de MN a las 0 horas; B) distribucién de MN a las 24 horas;
C) distribucién de MN a las 48 horas; D) distribucion de MN a las 72 horas.

p<0.05; *vs testigo agua. Andlisis realizado mediante Kruskal-Wallis.

g6



A)

EPC /10000 ENC

C)

EPC /10000 ENC

Efecto de la (+)-catequina y el resveratrol sobre el dafio oxidativo del cromo hexavalente

ANEXO 8
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Grafico de caja y bigote en el cual se representan y comparan las distribuciones de los

valores obtenidos EPC evaluados en 10,000 eritrocitos totales, cuando se administraron 20
mg/kg de (+)-catequina y CrOs. A) distribucion de EPC/ENC a las 0 horas; B) distribucion de
EPC/ENC a las 24 horas; C) distribucion de EPC/ENC a las 48 horas; D) distribucion de
EPC/ENC a las 72 horas. p<0.05; *vs testigo. Andlisis realizado mediante Kruskal-Wallis.
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ANEXO 9
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Grafico de caja y bigote en el cual se representan y comparan las distribuciones de los

valores obtenidos de EPC evaluados en 10,000 eritrocitos totales, cuando se administraron
40 mg/kg de (+)-catequina y CrOs. A) distribucion de EPC/ENC a las 0 horas; B) distribucién
de EPC/ENC a las 24 horas; C) distribucion de EPC/ENC a las 48 horas; D) distribucion de
EPC/ENC a las 72 horas. p<0.05; *vs testigo. Analisis realizado mediante Kruskal-Wallis.
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Grafico de caja y bigote en el cual se representan y comparan las distribuciones de los
valores obtenidos de EPC evaluados en 10,000 eritrocitos totales cuando se administraron
50 mg/kg de resveratrol y CrOs. A) distribucidn de EPC/ENC a las 0 horas; B) distribucién de
EPC/ENC a las 24 horas; C) distribucién de EPC/ENC a las 48 horas; D) distribucion de
EPC/ENC a las 72 horas. p<0.05; *vs testigo. Andlisis realizado mediante Kruskal-Wallis.
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ANEXO 11

El presente trabajo fue presentado de manera parcial o total en los siguientes eventos
académicos:

Evento: XVI Reunidn Internacional de Ciencias Médicas.

Titulo de la ponencia: EFECTO DE LOS FLAVONOIDES DEL TE VERDE ((+)-CATEQUINA)
SOBRE LA APOPTOSIS, VIABILIDAD CELULAR Y LA FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS
EN SANGRE PERIFERICA DE RATONES Hsd:ICR EXPUESTOS A CROMO HEXAVALENTE.

Autores: Nicolds-Méndez Tonancy, Altamirano-Lozano Mario y Garcia-Rodriguez
Maria del Carmen.

Organizador: Departamento de Ciencias Médicas. Divisién de Ciencias de la Salud.
Universidad de Guanajuato.

Lugar y Fecha: Universidad de Guanajuato. Campus Ledn. Ledn Guanajuato. Del 27
al 29 de abril de 2016.

Evento: XXI Simposio del Departamento de Ciencias de la Salud.

Titulo de la ponencia: EFECTO DE LA EXPOSICION DE RATONES Hsd:ICR A METALES
PESADOS (PENTOXIDO DE VANADIO Y TRIOXIDO DE CROMO): MICRONUCLEOS,
APOPTOSIS Y VIABILIDAD CELULAR.

Autores: Nicoldas-Méndez Tonancy, Herndndez-Cortés Lourdes Montserrat,
Altamirano-Lozano Mario Agustin, Garcia-Rodriguez Maria del Carmen.

Organizador: Departamento de Ciencias de la Salud. UAM Iztapala.

Lugar y Fecha: Universidad Autonoma Metropolitana, Iztapalapa. México, Ciudad de
Meéxico. Del 17 al 21 de octubre de 2016.
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Evento: 23rd Annual Meeting of de Society for Redox Biology and Medicine (SFRBM).

Titulo de la ponencia: SIMULTANEOUS EVALUATIONS OF GSH LEVELS, SOD ACTIVITY
AND HE GENOTOXIC DAMAGE IN MICE TREATED WITH CHROMIUM (VI) AND
CATECHINS OF GREEN TEA [(+)-CATEQUIN AND (-)-EPIGALLOCATECHIN-3-GALLATE].

Autores: Maria del Carmen Garcia-Rodriguez, Tonancy Nicolas-Méndez, Gabriela
Serrano-Reyes, Mario Altamirano-Lozano.

Organizador: Society for Redox Biology and Medicine’s en conjunto con la Society
for Free Radical Research International (SFRBM/SFRRI 2016).

Lugar y Fecha: Hyatt Regeancy, San Francisco. California. Estados Unidos. Del 16 al
19 de noviembre de 2016.

Evento: 56 Annual Meeting and ToxExpo.

Titulo de la ponencia: EVALUATION OF APOPTOTIC ACTIVITY, MICRONUCLEUS
INDUCTION AND LEVELS OF 8-HIDROXYDEOXYGUANINE IN PERIPHERAL BLOOD OF
Hsd:ICR MICE EXPOSED TO HEXAVALENT CHROMIUM COMPOUNDS.

Autores: T. Nicolas-Méndez, G. Serrano-Reyes, M. Pacheco-Martinez. M.
Altamirano-Lozano, M.C. Garcia-Rodriguez.

Organizador: Society of Toxicology.

Lugar y Fecha: Baltimore Convention Center. Baltimore, Maryland. Estados Unidos.
Del 12 al 16 de marzo de 2017.

Evento: XVII Reunidn Internacional de Ciencias Médicas

Titulo de la ponencia: ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS EFECTOS FITOQUIMICOS
ANTIOXIDANTES (RESVERATROL) Y NUEVO FARMACOS PARA EL TRATAMIENTO DE
MALARIA Y LEISHMANIA SOBRE LA FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS Y LA ACTIVIDAD
APOTOTICA EN RATONES Hsd:ICR.

Autores: Hernandez-Cruz Estefani Yaquelin, Nicolas-Méndez Tonancy, Hernandez-
Luis Francisco, Lopez-Sanchez Alejandra, Garcia-Rodriguez Maria del Carmen.
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Organizador: Departamento de Ciencias Médicas. Divisidon de Ciencias de la Salud.
Universidad de Guanajuato.

Lugar y Fecha: Universidad de Guanajuato. Campus Ledn. Ledn Guanajuato. Del 26
al 28 de abril de 2017.

Evento: 11" World Congres on Polypohenols Applications.

Titulo de la ponencia: EVALUATION OF APOPTOTIC ACTIVITY, MICRONUCLEUS
INDUCTION AND LEVELS OF 8-HIDROXYDEOXYGUANINE IN PERIPHERAL BLOOD OF
Hsd:ICR MICE EXPOSED TO HEXAVALENT CHROMIUM COMPOUNDS.

Autores: GARCIA-RODRIGUEZ, Maria del Carmen; NICOLAS-MENDEZ, Tonancy;
RETANA-UGALDE, Raquel; ALTAMIRANO-LOZANO, Mario.

Organizador: International Society of Antioxidants in Nutrition and Health.

Lugar y Fecha: Universidad de Viena. Viena. Austria. 20y 21 de junio de 2017.
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Universidad de Guanajuato, Campus Leén
Division Ciencias de la Salud, Departamento de Ciencias Médicas.

XVi

Reunion Internacional
de Ciencias Médicas

2/-29 abril 201k

Auditorio del Departamento de Estudios Culturales
del Campus Leén, de la Universidad de Guanajuato
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XV1 Reunion Internacional de Ciencias Médicas

80. Efecto de los flavonoides del té verde ((+)-catequina) sobre
la apoptosis, viabilidad celular y la frecuencia de micronucleos
en sangre periférica de ratones Hsd:ICR expuestos a cromo
hexavalente

Nicolas-Méndez Tonancy, Altamirano-Lozano Mario y Garcia-Rodriguez Maria del
Carmen®. Unidad de Investigacion en Genética y Toxicologia Ambiental. Facultad
de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM.

Introduccién. El estudio de sustancias con propiedades protectoras o moduladoras
del dafio al ADN, surge como una opcién complementaria a los estudios de
genotoxicidad, ya que al conocer los mecanismos de proteccion se pueden
generar alternativas para contrarrestar los efectos de los agentes genotéxicos. De
ahi que, se proponga el uso de antimutagenos que se encuentran en la dieta como
un procedimiento para proteger o modular el dafio genotodxico. Los compuestos del
cromo hexavalente pueden dafiar el ADN mediante el estrés oxidante que se
genera durante su reduccion intracelular. En contraparte, los flavonoides como la
(+)-catequina que se encuentran en el té verde, presentan un alto potencial
antioxidante.

Objetivo. En este estudio se evalud el efecto de la (+)-catequina sobre la
apoptosis, viabilidad celular y la frecuencia de micronucleos en sangre periférica
de ratones Hsd:ICR expuestos a cromo hexavalente.

Meétodos. Grupos de seis ratones macho fueron tratados con: a) 20 mg/kg de CrO3
por via intraperitoneal; b) 20 mg/kg de (+)-catequina por via intragastrica; c¢) con
ambos tratamientos (+)-catequina y CrO3 (20-20 mg/kg). Las muestras de sangre
periférica fueron tomadas de la vena caudal a las 0, 24, 48 y 72 horas despues de
la aplicacién de los tratamientos. Los micronucleos (MN) se evaluaron de acuerdo
a la tecnica propuesta por Hayashi et al. (1990)[1], mientras que apoptosis y
viabilidad celular se realizé de acuerdo a la técnica modificada por Garcia-
Rodriguez et al., (2013)[2].

Resultados. Se observo que la administracion de CrO3 incrementa las frecuencias
de MN y la apoptosis. La administracion de (+)-catequina no modifica las
frecuencias de MN nila apoptosis. Cuando se combinaron los tratamientos de (+)-
catequina y CrO3 no se observaron cambios en las frecuencias de MN al
comparar con el grupo tratado solo con CrO3.

Conclusion. Los resultados sugieren que la administracion de 20 mg/kg de (+)-
catequina no presenta efectos sobre el dafio genotoxico y citotéxico inducido por
el CrO3. Proyecto financiado por UNAM mediante la DGAPA PAPIIT-IN217712.
[1]Hayashi et al., 1990. Mutat Res; 245:245-249. [2]Garcia-Rodriguez et al., 2013.
Oxid Med Cell Longev; 2013:1-9.
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EFECTO DE LA EXPOSICION DE RATONES Hsd:ICR A METALES PESADOS (PENTOXIDO DE VANADIO Y TRIOXIDO
DE CROMO): MICRONUCLEOS, APOPTOSIS Y VIABILIDAD CELULAR

Nicolas-Méndez Tonancy, Hernandez-Cortés Lourdes Montserrat, Altamirano-Lozano Mario Agustin,
Garcia-Rodriguez Maria del Carmen*
Unidad de Investigacion en Genética y Toxicologia Ambiental (UNIGEN).
Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM. México D.F.
*carmen.garcia@unam.mx; Tel. 56230772.

La contaminacién ambiental por metales pesados constituye en la actualidad una preocupacion a nivel mundial
por los riesgos que conlleva para la salud humana. Aunque algunos metales son micronutrientes y se encuentran
en casi todos los seres vivos, a concentraciones elevadas y/o diferentes nimeros de oxidacién pueden presentar
efectos toxicos. El pentéxido de vanadio (V20s) ha sido considerado por la “International Agency of Research on
Cancer” (IARC) como un posible carcindgeno para el humano, y aunque ha mostrado efectos citotdxicos y toxicos
generalizados, existen pocas evidencias in vivo de sus efectos sobre el ADN y de los mecanismos de induccion
del dafio. Por otra parte, a los compuestos del cromo [VI] la IACR los reconoce como potentes cancerigenos,
aunado a sus efectos genotdxicos y citotdxicos. Los compuestos metdlicos del cromo [VI] son capaces de
atravesar la membrana celular y reducirse a cromo [lll], durante esta reduccidon se generan especies reactivas de
oxigeno y radicales libres, mismos que pueden interaccionar y dafar biomoléculas como el ADN. De ahi que, en
el presente estudio se comparo el efecto de la exposicién de ratones macho a V,0s y tridxido de cromo (CrOs),
mediante la evaluacién de la cinética de micronucleos (MN), la induccidn de apoptosis, viabilidad celular y la
relacién entre eritrocitos policromaticos/normocromaticos (EPC/ENC). Grupos de cinco ratones fueron tratados
por via intraperitoneal con 40 mg/kg de V,0s 6 20 mg/kg de CrOs. Las muestras de sangre periférica fueron
tomadas de la vena caudal a las 0, 24, 48 y 72 horas después de la aplicacion de los tratamientos. Los MN se
evaluaron de acuerdo a la técnica de propuesta por Hayashi et al., (1990)?, mientras que la apoptosis y viabilidad
celular se realizé de acuerdo a la técnica modificada por Garcia-Rodriguez et al., (2013). Los resultados
mostraron que hubo mayor incremento de las frecuencias de MN con la administracién de CrOs; que la observada
cuando se administré el V,0s, ademas de que la administracion del CrOs incrementa las frecuencias de MN en
todos los tiempos evaluados después de su administracidn y en V,0s solo presenta incrementos significativos a
las 48 y 72 horas. Por otra parte, tanto el V,0s como el CrOs; incrementaron de manera significativa las células
apoptdticas, siendo mayor el incremento en el grupo tratado con V,0s. En cuanto a la citotoxicidad se observd
que la administracion de V,0s modifica la relacion de EPC/ENC de manera significativa en las muestras obtenidas
a las 48 y 72 horas; mientras que la administracién de CrO; modifica significativamente la relacion de EPC/ENC
en todos los tiempos evaluados después de las administraciones de los tratamientos. Al evaluar la viabilidad
celular se observé que la administracidn tanto del V,05 como del CrOs; disminuyen significativamente las células
viables, siendo mas significativa para el tratamiento con V,0s. Con base en los resultados obtenidos hasta el
momento se corrobora el dafio genotdxico de los compuestos de Cr(VI) y se observa que la exposicidn de las
poblaciones humanas a compuestos metalicos como el V,0s y CrO; puede representar un riesgo genético y
citotoxico. Proyecto financiado por UNAM mediante la DGAPA, PAPIIT-IN219216.

! Hayashi M, Morita T, Kodama Y, Sofuni T, Ishidate M. (1990). The micronucleus assay with mouse peripheral
blood reticulocytes using acridine orange-coated slides. Mutat Res; 245. 245-249.

2 Garcia-Rodriguez MC, Carvente-Judrez MM, Altamirano-Lozano MA. (2013). Antigenotoxic and apoptotic
activity of green tea polyphenol extracts on hexavalent chromium-induced DNA damage in peripheral blood of
CD-1 mice: analysis with differential acridine orange/ethidium bromide staining. Oxid Med Cell Longev; 1-9.
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systarmc absorption of reduced CoQ1D might inhiblt cxidative
siress of the testicle and dysfunction of the sperm.

doi: 10.1016/).freeradbiomed 2016.10.269
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Peroxiredoxing as Markers of Oxidative Stress in
Circulating Blood Cells

Arnddree G Pearson’, Stephamie M Moran’, Massma Zawari’, and Mark
B Hampion'

‘Centre for Free Radicsl Ressarch, University of Olago
Chnstchurch, New Zealand

Th.mmm)m-mdmmm
effectively  reduce '.‘mﬁwm
www ludi:anmperauw-

that measurement of the radox status
of Pres in blood ceils will be & marker of cidative stress, either dus
to increased generation of or

peroxide, despie Prx 2 being completely owdized under thess
conditions. We conclude that the redox status of Prs vanes
between diffarent blood cell types and between cytoplasm and
mitochondria of the same cells. These pararneters warrant furthar

mmuhmmwmmz«
mellwﬂmm micronucleus Mi

wmm (EGCG]] on ghttathione (GSH) levels
and supsroxidodismutasa (SOD) activity was evalustad
simultanecusly with the analysis of MN and apoptosis. Groups of
five Hed-CR mico were divided and treated as follows: () only
wvehicle; i) (+ Featachin (20 and 40 mg/kg) or EGCG (10 moikg) by
gavage, ) CrO, (20 mg/g) intraperoneally. and iv) (+ -catechin
or EGCG in addition to CrO,. Evaluations were performed at 0, 24,
«md?‘lhmrnm No significant changes in Mi
frequancies were observed when the catechine of green tea were
administrated alona. However, the treatment with CrO, showed an
Increase in MN, spoptosis and GSH levels, but the activity of SOD
dacreased. The treatment with (» catechin prior to administration
of CrD; showed no effects on MN and apoptosis. However,
treatment with EGCG passibly presents both effects; prooxidant
and antioxidant because the MN was increased at 24 h. but t was
reduced at 48 h when EGCG was administrated prior to CrO,,
Addttionally, G5H levels decreased and SOD activity & recovered.
mmmdmmﬂmgmmmmqﬁWlm
in the alimination of micronuclested cells.
Financial support was cblained from DGAPA-UNAM PAPIT
IN219216; IN217712; PAEP-2016; CONACYT 703847/554686.

Referance.
(1] Maria ded Carmen Garcis-Rodrigusz, o al 2013. Oxid Med Cell

Longav, wvol. 2013, Aricle D 486419, 9 pag
2o 10.1155/2013/488419,

doi: 10.1016/j freeradbiomed 2016.10.271

The compounds of Cr{Vl) generates reactive oxygen species
mymnmum;wuww The
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Neuroblastoma Cell Response 1o Oxidative Stress Is
Impaired by Retinoic Acid-Induced Differentiation:
Role of HO-1

Arondoly!, Umbert Marin Marmary', and Moria Adelowde Promzars’
'DIMES - University of Genoas, Genoa, Naly, *Giannina Gasfini
Institute, IRCCS, Genoa, Naly

The modulation of redox balance s able to drive different cell
functions, from differentiaton to prolferation. In & previous work,
we showed that aslMrans retnoic scid (ATRA) induced
differsntistion of SH-8Y5Y neurcblastoma (NB) cells through the
peneration of reactive oxygen species (ROS) [Nittl et al Cell Signal
2010]. However, ATRA-cferentisted N8 cells resulled more
senaltive to the further unbalance of redox state in companson with
undifferentisted ones. as shown in response to glycoxydative
stress [Nitti of ol Nourosci Letters 2007 Herme oxygenase 1 (HO-
1), induced by the b ription factor Nrf2, plays a crucial role in
cefi adaptation to oxidatve stress through he genemation of
bilirubin, ferritin and carbon monoxide with antioxidant and ant-
wmmhmmwnmm1m
nvestigated the ability of undifferentiated and ATRA-
mmoﬁhbhnoomm
SH-SYS5Y expoture to 100-500 uM H,0; decreased cell viability
significantly more in ATRA- differentisted cells than in the
undifferentiated ones. The expression of GCLM and GCLC, key
enzymes in the synthesis of GBH, was nol modifed by H.0;
treatment in any condbion. However, aftar H,0; treatment hame
oxygenase 1 (HO-1) expression and Nrf2 binding to HO-1 promotar
were significantly reduced in differentiated cells in cormpanson to
the undferentisted ones |n sddition, exposure to billrubin
prevented cell death induced by H;0; in diferentiated cells,

5106 SfRBM / SFRRI 2016
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Cellular responses to oxidative and electrophilic insults are mediated
via the transcription factor Nif2 and although it has been shown pre-
viously that DS individuals have increased levels of basal oxidative
stress, there is no literature concerning the Nrf2 pathway activation and
kinetics in this population. Therefore, this study aims to elucidate the
dynamics and role of Nrf2 and its downstream targets in DS cell models.
By using two known Nrf2 activators, the fungicide maneb and the orga-

Ifur dietary comp Wt sulforaphane, we present data showing
that DS cells respond differently than euploid controls in regards to Nrf2
activation. Specifically, we observed altered basal abundance of Nrf2-
regulated proteins (GCLC, NQO1, HO-1} in DS fibroblasts. Additionally,
we observed that DS fibroblasts possess elevated levels of Nif2 in the
cytoplasm compared to euploid controls. Kinetics of toxicant-mediated
Nrf2 nuclear translocation and activation/DNA binding were also evalu-
ated. Together, these data demonstrate that the Nif2 pathway in DS is
altered, which could impact a DS individual’s ability to combat oxidative
insults and adapt to exposures,

@ 1940 Exacerbation of Xenobiotic-Mediated Oxidation
of Mitochondrial Peroxiredoxin 3 in Down
Syndrome

D. Brown. 5. Aivazidis, and ). Roede. University of Colorado,
Aurora, CO.

Down syndrome (DS), the most common genetic form of intellectual
disability, results from a triplication of chromosome 21. These Individ-
uals suffer from a broad array of comorbidities, like diabetes, seizures,
and onset Alzheimer's disease. Additionally, DS individuals display
elevated markers of oxidative stress and p dysfunctional mito-
chondria. A major cellular antioxidant defense and redox signaling
system is the peroxiredoxin/thioredoxin/thioredoxin reductase system.
Humans possess six different peroxiredoxin (Prx) isoforms that are local-
ized in the cytoplasm (Prx1, Prx2, Prxd, Prx5, Prx6) as well as the mito-
chondrion (Pr3), The redox state of these proteins, particularly Prel and
Prx3, can be investigated to assess the redox state of the cytoplasm vs.
the mitochondrion. Due to these previous observations of DS-mediated
oxidative stress and mitochondrial dysfunction, we hypothesized that
the mitochondrial compartment in DS cells would be more oxidized,
compared to euploid controls, and that exposure to oxidative stressars
would exacerbate this oxidized environment. To test this hypothesis
we utilized patient derived dermal fibroblasts and exposures to various
xenobiotic agents (paraquat, auranofin, beta-lapachone) known to alter
the cellular redox environment. Investigation of the basal abundance of
Prx proteins in DS and euploid control cells showed DS-mediated dif-
ferences Prx abundance. Upon treatment with the redox-altering com-
pounds, DS cells displayed elevated Prx3 (mito) oxidation compared
to euploid cells, while Prx1 (cyto) oxidation was similar in both DS and
control cells. Together, these data show that DS mitochondria suffer
greater oxidation compared to euploid controls, which indicates that
DS individuals may be more sensitive to the toxic effects of xenobiotics
known to alter mitochondrial function and redox balance.

@ 1941 Silencing of Long Isoforms of Nuclear
Factor Erythroid 2-Related Factor 1 Primes
Macrophages toward M1 Polarization

H.Wang', J. Zhu', Z. Liu', H. Lv', F. Chen’, ). Fu', Y, Hou', R. Zhao',
Y. Xu', Q. Zhang’, and J. Pi'. 'China Medical University, Shenyang,
China; and *Emory University, Atlanta, GA.

Inflammation plays a significant role in many adverse health outcomes
resulting from environmental perturbations. Dissecting the functions
of transcription factors regulating macrophage activation is important
for understanding pro- and anti-inflammatory responses. Nuclear factor
erythrold 2-related factor 1 (Nrf1, also known as Nfe2l1) is a CNC-bZIP
protein that preferentially heterodimerizes with small MAF proteins,
AP1 transcription factors or other bZIP proteins and activates transcrip-
tion through binding to the NF-E2/AP1-like ARE/EpRE site. Human and
rodent Nm genes may be transcribed into alternatively spliced forms
resulting in multiple protein isoforms. While the exact physiolog-
ical functions of various isoforms of Nrf1 are still under investigation,
accumulating evidence indicates that long isoforms of Nrf1 (L-Nrf1,
also referred as TCF11) are an important regulator in the antioxidant
response and proteasome homeostasis. In this study, we found that
stable knockdown of L-Nrfl mRNA (Nrf1{L}-KD) in RAW 264.7 macro-
phages resulted in augmented expression of multiple genes indicative
of M1 polarization, including Nos2, Cox2, II6, 1B, Tnfa and Ccl2, under
resting and/or LPS-challenged conditions. Compared to Scramble cells,
co-exposure of Nrf1(L)-KD RAW macrophages to LPS plus IFNy, a classic
M1 polarization condition, also led to a dramatically elevated induction
of the M1 genes. Conversely, M2 polarization induced by IL4 plus IL13
treatment was attenuated in Nrf1(L)-KD RAW cells which exhibited a sig-

@

nificant reduction in the mRNA expression of Arg] and Mrc1. Analysis of
the key transcription factors involved in M1 polarization by RT-qPCR and
immunoblot revealed that Nrf1(L}-KD cells have Increased gene expres-
sion and phosphorylation of NF-xB, STAT1 and STAT3 under resting
and M1 polarization conditions. Moreover, Nrf1(L)-KD cells appeared
to have elevated level of intracellular ROS which prime the activation
of redox-sensitive inflammation regulators. These findings collectively
suggest that L-Nrf1 functions as a negative requlator of M1 polarization
and pro-inflammatory response in macrophages.

1942 Evaluation of Apoptotic Activity,
Micronucleus Induction, and Levels of
8-Hydroxydeoxyguanine and Glutathione in
Peripheral Blood of Hsd:ICR Mice Exposed to
Hexavalent Chromium Compounds

T. Nicolds-Méndez?, G. Serrano-Reyes?, M, Pacheco-Martinez’,
M. Aitamirano-Lozano’, and M. C. Garcia-Rodriguez?. 'UAM
lztapalapa, Ciudad de México, Mexico; and 2UNAM, Ciudad de
Meéxico, Mexico.

Clinical and laboratory evidence indicates that exposure to hexava-
lent chromium (Cr(V1)), a highly toxic metal, can lead to oxidative DNA
damage. The Cr(Vl) compounds are relevant as they are widely used
in the industry. According to previous studies(1], Cr-induced genomic
DNA damage including 8-hydroxydeoxyguanine (8-OHdG, 7,8-dihy-

uanosine), a form of oxidative DNA damage, DNA-DNA
interstrand crosslinks, Cr-DNA adducts, single-strand breaks, and DNA-
protein crossiinks. In this study we investigate the apoptotic activity,
micronucleus induction (MN), as well as the levels of 8-OHdG and glu-
tathione (GSH) in peripheral blood of HsdICR mice exposed to Cr(V1),
Groups of five Hsd-ICR mice were divided and treated: a) only vehicle
(water distilled) and b) 20 ma/kg of trioxide of chromium (CrOy) by intra-
peritoneally. The evaluations for MN were performed at 0, 24, 48 and
72 hours after treatment; while the evaluations for apoptosis, GSH and
8-OHdG levels were performed at 48 hours. The treatment with 20 mg/
kg of CrOs showed an Increase in MN and apoptotic cells frequencies,
Moreover, it was observed a slight decrease in the levels of 8-OHdG
and an increase of GSH levels. Our results corroborate the genotoxic
and cytotoxic damage reported for Cr(Vi) compounds(2). Aithough the
B-OHAG has been recognized as a biomarker of oxidative DNA ,
and Cr(Vl) generate reactive oxygen spices (ROS) during reduction
to Cr(lil), the observed decrease in the levels of 8-OHdG in the group
treated with CrOs it could be due to its effects on repair mechanisms.
The genotoxic damage observed could be related with the increase of
GSH levels since Cr(Vl) induces DNA strand breakage in the presence
of GSH. Financial support was obtained from DGAPA-UNAM, PAPHT
IN219216, PEAP-2017; CONACYT 703847/584686. 1] T. C. Tsou and J. L
Yang, “Formation of reactive oxygen species and DNA strand breakage
during interaction of chromium (lll) and hydrogen peroxide in vitro:
evidence for a chromium (Ill)-mediated Fenton-like reaction.” Chem.
Biol. interact,, vol. 102 no. 3, pp. 133-153, 1996. [2] ASTDR., “Agency for
Toxic Substances and Disease Registry..” Toxicol, Profile Chromium., no.
September, p. 592, 2012

@ 1943  Plasticity of the Nrf2 Antioxidant Pathway in
Response to Aging and Cadmium in Glutathione-
Deficient Mice

i) ite', D. Botta', le', and T..
', University of Washington, Seattle, WA; and
“University of Washington Interdisciplinary Center for Expasures,
Diseases, Genomics, and Environment, Seattle, WA.

The Nrf2 signaling pathway is one of the most important cellular
defense and survival pathways, and the importance of Nrf2 signaling
in aging has been well documented. Intracellular levels of glutathione
(GSH) both governs and is governed by the Nrf2 pathway through its
influence on thiol redox status and the expression of genes involved in
its biosynthesis, including GCLC and GCLM, the subunits of the rate-lim-
iting enzyme in GSH production, glutamate cysteine ligase. Mice homo-
zygous for the Gcim gene are severely deficient in GSH compared to
wild-type (WT) controls, having approximately 10% of normal GSH levels
in most tissues. To compensate for reduced GSH, Gcim” mice have
upregulated Nrf2-regulated genes in their livers, Here, we present data
corroborating the phenotype previously described in young Gelm-/-
mice and show this phenotype persists into old age (24+ months). Aged
Gclm-/- mice maintain a hepatic GSH redox state similar to Gelm*** mice,
while maintaining increased insulin sensitivity and glucose tolerance
compared to thelr wild-type counterparts. Gom mice also display a sig-
nificantly lower body weight than Gcim*/* mice. Curiously, under basal
conditions, aged Gclm* mice have lower percent oxidized glutathione
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XVII Reunion Internacional de Ciencias Médicas

28. Estudio comparativo de los efectos de fitoquimicos
antioxidantes (resveratrol) y nuevos farmacos para el
tratamiento de malaria y leishmania sobre la frecuencia de
micronucleos y la actividad apoptotica en ratones Hsd:ICR

Hernandez-Cruz Estefani Yaquelin', Nicolas-Méndez Tonancy', Hernandez-Luis
Francisco?, Lopez-Sanchez Alejandra? Garcia-Rodriguez Maria del Carmen™!
Unidad de Investigacion en Genética y Toxicologia Ambiental, FES-Zaragoza,
UNAM. 2Departamento de Farmacia, Facultad de Quimica, UNAM, México D.F.
*carmen.garcia@unam.mx

Introduccién: Los fitoquimicos antioxidantes como el resveratrol han sido
asociados con la modulacion y proteccion de la induccién de algunos tipos de
cancer. Por otra parte, con la finalidad de potenciar las propiedades antioxidantes
de algunas moléculas como lo son los compuestos quinolinicos, en la Faculta de
Quimica de la UNAM, se han desarrollado estructuras como las 2.4,6-
triaminoquinazolinas (TAQ), que han generan grandes expectativas para su uso
como fitoquimicos en el tratamiento del cancer.

Objetivo: En este trabajo se compararon los efectos del resveratrol y la TAQ-MLB02
sobre la actividad apoptotica y la induccién de micronucleos (MN) en ratones
Hsd:ICR.

Método: Los MN se evaluaron de acuerdo a la técnica propuesta por Hayashi et al.,
(1990)", mientras que apoptosis y viabilidad celular mediante la técnica modificada
por Garcia-Rodriguez et al., (2013)2. Grupos de seis ratones macho fueron tratados
con: a) testigo, solo se les administré el vehiculo; b) testigo positivo, se les
administraron 20 mg/kg de CrO3 via i.p.; ¢) fitoquimicos, se les administraron 100
mg/kg de resveratrol via i.g. 6 10 mg/kg de TAQ-MLBO2 via i.p. Las evaluaciones
se realizaron en muestras de sangre obtenidas de la vena caudal alas 0, 24, 48 y
72 h después de la aplicacion de los tratamientos.

Resultados: Se observé que las administraciones de ambos fitoquimicos no
modifican las frecuencias de MN, sin embargo, incrementa las células apoptéticas
por lo que disminuyen la viabhilidad celular.

Conclusién: Estos resultados nos permiten sugerir que la TAQ-MLBO02 no inducen
dafio genotdxico, pero si incrementa la induccion de apoptosis, lo que nos permite
sugerir que al igual que para el resveratrol esta molécula pudiera presentar la misma
via para eliminar las células dafiadas genéticamente.

Fuentes: ' Hayashi, et al. (1990). Mutat Res; 245. 245-249. - Garcia-Rodriguez, et
al. (2013). Oxid Med Cell Longev; 1-9.

Proyecto financiado por UNAM mediante la DGAPA PAPIIT-IN219216, y por CB-SEP-CONACYT
220664
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EFFECTS OF RESVERATROL ON 8-OHDG LEVELS AND ENDOGENQUS ANTIOXIDANTS EVALUATED
SIMULTANEOUSLY WITH THE MICRONUCLEUS AND APOPTOSIS FREQUENCIES IN PERIPHERAL
BLOOD OF MICE TREATED WITH HEXAVALENT CHROMIUM

RODRIGUEZ. Maria del Carmen (1) NICOLAS-MENDEZ, Tonancy (1); RETANA-UGALDE, Raquel (2]
ALTAMIRANQ-LOZANO, Mario (1)

1 Unidad de Investigacion en Genética y Toxicologia Ambiental. FES-Z. UNAM, Mexico; 2: Unidad de Investigacion en
Gerontologia, FES-Z. UNAM. Mexico

cammen garcaiunam.mx

The compounds of Cr{V|) generate reactive oxygen speces during its reduction 1o Crilll) leading fo DNA damage such as
B-hydroxydecxyguanine (8-OHdG) Resveratrol 5 widely known for i's cytoprotective actions against several diseases
The effects of resveratrol on superoxide dismutase (SOD) activiy, 8-OHdG and glutathions (GSH) levess, and the
micronucieus (MN) and apoptosis frequencies were evaluated simutaneously according to Hayashi1] and Garcia-
Rodriguez|2]. Groups of five animals were reated: i) only vehicle; i) resveratrol (50mg/kg) by gavage: iii) CrO3 (20ma/kg)
intraperitoneally, and iv| resveratrol in addition to CrQ3. Ne signfficant changes in MN and apoptosis were cbserved in-
group treated only with resveratrol, although the 8-OHdG, GSH and SOD were modified The treaiment with CrO3
increased MN and apoptosis, and decreased SOD and 8-OHdG The treatment with resveratrol prior to administration of
CrO3 increased the apoptotic cells and B-OHcG levels suggesting that these may piay a role in the elimination and
reduction of micronucleated cells. The decreased GSH and the recuperation of SOD by the resveratrol could be related
with Its oxidative stress-suppressian properties on genotoxic damage induced by CrO3.

[1] M, Haysshiet al, Mutat Res. Let 120(1883) 241.247
{21 M.C. Garcia-Rodriguez ef al. Dwc Med Cell Longev. 1D 48541620131 1.8
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