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Resumen 

 

Los compuestos de cromo hexavalente [Cr(VI)] generan especies reactivas de oxígeno 

durante su reducción intracelular que inducen daño genotóxico, incluyendo la formación de 

aductos como el 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanina (8-OHdG). Por otro lado, se ha 

observado que el resveratrol posee un alto potencial antioxidante al cual se le han atribuido 

sus propiedades anticancerígenas. Por lo que, el objetivo de este estudio fue examinar la 

capacidad del resveratrol para contrarrestar el daño genético inducido por el Cr(VI), así como 

las posibles vías asociadas a esta protección. Los ratones macho Hsd:ICR se dividieron en 

grupos de cinco individuos cada uno: (a) control 1, agua destilada; (b) control 2, etanol al 

30%; (c) resveratrol, 50 mg/kg vía oral por sonda intragástrica; (d) CrO3, 20 mg/kg por vía 

intraperitoneal; (e) resveratrol + CrO3, resveratrol administrado 4 horas antes del CrO3. La 

evaluación se realizó en sangre periférica. La cinética de micronúcleos (MN) se midió de las 

0 a las 72 horas, mientras que los niveles de reparación de los aductos 8-OHdG, los 

biomarcadores del sistema antioxidante endógeno y la frecuencia de apoptosis se 

cuantificaron a las 48 horas. El resveratrol disminuyó la frecuencia de MN inducidos por el 

Cr(VI) y mostró efectos significativos en los niveles de aductos de 8-OHdG, lo que sugiere 

que la reparación celular podría ser mejorada por este polifenol. La administración de 

resveratrol previo al Cr(VI) restablece las actividades de la glutatión peroxidasa y la catalasa 

a los niveles del control, acompañado de modificaciones en la actividad de la superóxido 

dismutasa y los niveles de glutatión. Las propiedades antioxidantes del resveratrol podrían 

desempeñar un papel importante en la inhibición de la genotoxicidad oxidativo inducida por 

el Cr(VI). El aumento de las células apoptóticas y la disminución de la necrosis confirmaron 

que el resveratrol bloquea eficazmente las acciones del Cr(VI). 
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Abstract 

 

Hexavalent chromium [Cr(VI)] compounds generate reactive oxygen species during their 

intracellular reduction that induce genotoxic damage, including the formation of adducts such 

as 8-oxo-7,8-dihydro-2'-deoxyguanine (8-OHdG). On the other hand, it has been observed 

that resveratrol has a high antioxidant potential to which its anticarcinogenic properties have 

been attributed. Therefore, the aim of this study was to examine the ability of resveratrol to 

counteract hexavalent chromium [Cr(VI)]-induced genetic damage, as well as the possible 

pathways associated with this protection. Hsd:ICR male mice were divided into groups of 

the following five individuals each: (a) control 1, distilled water; (b) control 2, ethanol 30%; 

(c) resveratrol, 50 mg/kg orally by gavage; (d) CrO3, 20 mg/kg intraperitoneally; (e) 

resveratrol + CrO3, resveratrol administered 4 hours prior to CrO3. The assessment is 

performed on peripheral blood. Micronuclei (MN) kinetics are measured from 0 to 72 hours, 

while 8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG) adduct repair levels, endogenous antioxidant 

system biomarkers, and apoptosis frequency were quantified after 48 h. Resveratrol reduces 

the frequency of Cr(VI)-induced MN and shows significant effects on the 8-OHdG adduct 

levels, suggesting that cell repair could be enhanced by this polyphenol. Concomitant 

administration of resveratrol and Cr(VI) results in a return of the activities of glutathione 

peroxidase and catalase to control levels, accompanied by modifications of superoxide 

dismutase activity and glutathione levels. Thus, antioxidant properties might play an 

important role in resveratrol-mediated inhibition of Cr(VI)-induced oxidant genotoxicity. 

The increase in apoptotic cells and the decrease in necrosis further confirmed that resveratrol 

effectively blocks the actions of Cr(VI). 
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Introducción 

 

El resveratrol (3,4’,5-trihidroxi-trans-estilbeno) es un polifenol que pertenece al grupo de los 

estilbenos. Tiene un alto potencial antioxidante asociado a efectos benéficos para la salud 

particularmente en las enfermedades neurodegenerativas y cardiovasculares, así como en 

algunos tipos de cáncer, diabetes y trastornos relacionados con la obesidad (Rauf et al., 2017; 

Nicolás-Méndez et al., 2020). Los efectos antioxidantes del resveratrol se han atribuido a su 

capacidad para eliminar a las especies reactivas de oxígeno (ERO), activar los mecanismos 

de reparación e inducir apoptosis (Gülçin, 2010; Repossi et al., 2020). En particular, se ha 

descubierto que el resveratrol previene el daño al ADN (Quincozes-Santos et al., 2007; 

Zhang et al., 2020). Aunque se han examinado los efectos del resveratrol sobre la toxicidad 

inducida por metales, como el trióxido de arsénico, el arsenito de sodio, el óxido de cobre, el 

cloruro de cromo y el dicromato de potasio en tejido cardiaco, hepático, renal y ovárico de 

roedores (Burkhardt et al., 2001; Chen et al., 2013; Zhao et al., 2014; Banu et al., 2016; 

Khalid et al., 2018), no hay estudios aparentes que evalúen los efectos de este polifenol sobre 

la genotoxicidad inducida por compuestos de cromo hexavalente [Cr(VI)]. 

El Cr(VI) es liberado al ambiente debido a las actividades industriales, que incluyen 

principalmente la galvanoplastia, chapado (cromado) de metales, el curtido de pieles y la 

fabricación de pigmentos, o se encuentra en los gases de escape de los automóviles y en los 

productos del tabaco (EPA, 2010; Prasad et al., 2021). La exposición aguda y crónica a los 

compuestos de Cr(VI) se ha asociado con la inducción de cáncer en diferentes órganos y 

tejidos (Shi et al., 1999; Chen et al., 2019). El daño genotóxico producido durante su 

reducción intracelular puede iniciar y promover la carcinogénesis inducida por el Cr(VI) 

mediante la formación de aductos de ADN, enlaces cruzados (ADN-ADN y ADN-proteína), 

sitios abásicos y bases de ADN oxidadas (O’Brien et al., 2003). También se ha descrito que 

la inducción de la apoptosis, la inhibición de los mecanismos de reparación y la expresión 

génica desempeñan un papel crucial en el daño genotóxico generado por la exposición a 

compuestos de Cr(VI) (Valko et al., 2005; Chen et al., 2019). En varios estudios se ha 

demostrado que los antioxidantes pueden contrarrestar los efectos de las ERO incluyendo los 

radicales libres (RL) (Patlolla et al., 2009), de modo que las sustancias ricas en antioxidantes 

han surgido como agentes potenciales para prevenir y coadyuvar el estrés oxidativo y el daño 
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al ADN (García-Rodríguez et al., 2014; De Freitas et al., 2020; Sousa et al., 2021). 

Particularmente, se ha demostrado que compuestos como los polifenoles desempeñan un 

papel directo como eliminadores de radicales y quelantes de metales, además de ejercer 

efectos indirectos al modular los niveles de factores de transcripción y enzimas (Gu et al., 

2020; Majolo et al., 2020; Wang et al., 2021). Sin embargo, no hay estudios sobre los efectos 

protectores del resveratrol contra la genotoxicidad inducida por el Cr(VI) in vivo y los 

procesos metabólicos subyacentes, en los que se incluya la reparación de aductos de la 8-

oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanina (8-OHdG), los componentes del sistema antioxidante 

endógeno y la apoptosis, que pueden estar involucrados en la prevención del daño al ADN 

inducido por el Cr(VI). 

 

 

1. Antecedentes 

1.1. Especies reactivas de oxígeno 

 

Aunque el oxígeno es indispensable para la vida de los organismos aerobios, a altas 

concentraciones o bajo ciertas condiciones, puede llegar a ser tóxico. La toxicidad del 

oxígeno se puede explicar por la formación de ERO, que son más reactivas que el oxígeno 

en su estado basal de triplete (Cárdenas-Rodríguez y Pedraza-Chaverri, 2006; Choi et al., 

2019). Dentro de las ERO se encuentran los RL y las moléculas no radicales que pueden 

participar en la generación de RL (Turrens, 2003; Ye et al., 2015). Los RL son especies 

químicas que contienen uno o más electrones desapareados en su último orbital de energía, 

ya sea por ganancia o pérdida de un electrón de un no radical, o por la ruptura homolítica de 

una molécula. Las principales ERO son: a) las que se producen por la ruptura o la excitación 

del oxígeno [el oxígeno molecular (O2), el ozono (O3), el oxígeno singulete (1O2)] y b) las 

parcialmente reducidas [peróxido de hidrogeno (H2O2), así como los radicales superóxido 

(O2
•−), hidroperoxilo (HO2

•), hidroxilo (•OH), carbonato (CO3
•−), peroxilo (RO2

•) y alcoxilo 

(RO•)]. Todas estas moléculas participan en diferentes procesos biológicos, en donde cada 

una tiene distintas propiedades químicas intrínsecas, como la presencia de electrones 

desapareados que intervienen en su grado de reactividad (Valko et al., 2007; Choi et al., 

2019). 
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1.2. Formación de especies reactivas de oxígeno 

 

El O2 es considerado un biradical debido a que contiene dos electrones desapareados 

ubicados, cada uno de ellos, en dos diferentes orbitales externos (Khorobrykh et al., 2020). 

Dado que el O2 posee estos dos electrones en giro paralelo se dificulta tomar dos electrones 

libres con giro antiparalelo a la vez, por ello sólo los puede recibir de uno en uno para cada 

orbital molecular externo (reacción univalente), produciendo así ERO. Cuando uno de los 

electrones desapareados del O2 absorbe energía e invierte su rotación la especie resultante es 

el 1O2. Existen dos formas del 1O2: la sigma (Σ) y la delta (Δ). La forma Σ se considera un 

RL, debido a que conserva los dos electrones desapareados en los orbitales moleculares 

externos (cada electrón en un orbital) como en el caso del O2, la diferencia radica en que un 

electrón tiene giro paralelo y el otro giro antiparalelo. Mientras que la forma Δ posee dos 

electrones apareados en un solo orbital, por lo que no es un RL. Por otro lado, la formación 

del O2
•− ocurre por la reducción univalente del O2, es decir, cuando acepta un electrón, 

reacción que se puede llevar a cabo después de varios eventos. Este radical es muy inestable 

y es considerado como el precursor de muchas ERO y un mediador de las reacciones 

oxidativas en cadena (Khorobrykh et al., 2020). El O2
•− es convertido rápidamente a H2O2, 

ya sea de manera espontánea o a través de la reacción catalizada por la enzima superóxido 

dismutasa (SOD). A su vez, el H2O2 puede ser totalmente reducido a agua o parcialmente 

reducido a •OH (Lushchak, 2014). La formación del •OH puede lograrse a través de la 

reacción de Haber-Weiss entre el O2
•− y el H2O2, y la reacción de Fenton mediante la catálisis 

del H2O2, con metales de transición, generalmente hierro (Figura 1). De las ERO generadas, 

el •OH es considerado una de las especies oxidantes más dañinas debido a su tiempo de vida 

media corto y a su alta reactividad (Turrens, 2003; Khorobrykh et al., 2020). 

Las vías de generación de ERO son: la xantina oxidasa (XO), la familia de la nicotinamida 

adenina dinucleótido fosfato (NADPH) oxidasas (NOX’s) y la mitocondria, la cual se 

considera como la principal fuente de ERO, producidas principalmente en el complejo I, II y 

III, dentro de la cadena de transporte de electrones (Figura 1) (Choi et al., 2019; Zhang et al., 

2019). En condiciones normales las ERO son producidas y utilizadas en compartimentos 

celulares, y son reguladas mediante los mecanismos antioxidantes presentes, los cuales son 
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considerados como la primera defensa celular (Pisoschi y Pop, 2015; Khorobrykh et al., 

2020). 

 

 

 

Figura 1. Generación de especies reactivas de oxígeno (ERO) a partir de la reducción 

monovalente del oxígeno molecular (O2). La formación de ERO se lleva a cabo mediante 

una serie de reacciones en secuencia, en donde el producto de una primera reacción 

participa en la generación de una nueva ERO. Las principales vías de generación de ERO 

son: la xantina oxidasa (XO), la familia de la nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 

(NADPH) oxidasas (NOXs) y la cadena de transporte de electrones en la mitocondria (CTE 

mt). R1) generación del radical superóxido (O2
•−): se deriva del O2 después de recibir un 

electrón proveniente de varias oxidasas, o de la cadena de transporte de electrones 

mitocondriales (CTEmt). R2) Generación de especies reactivas de nitrógeno (ERN): en esta 

vía el O2
•−reacciona con óxido nítrico (NO•) para formar peroxinitrito (ONOO−). En fase 

acuosa, ONOO− reacciona rápidamente con dióxido de carbono (CO2) para generar aniones 

radicales de carbonato (CO3
•−) y dióxido de nitrógeno (NO2•); en la fase hidrofóbica, el 

ácido peroxinitroso (ONOOH) puede sufrir fisión homolítica y formar al radical hidroxilo 

(•OH) y al NO2•. R3) Generación de peróxido de hidrógeno (H2O2): en esta vía el O2
•− se 

dismuta espontáneamente o por la superóxido dismutasa (SOD) en H2O2. La nicotinamida 

adenina dinucleótido fosfato oxidasa 4 (NOX4) y la oxidasa dual 1/2 (DUOX1/2) también 

pueden dismutar directamente a O2 y H2O2. R4) Generación de •OH: a partir de H2O2 a 

través de las reacciones de Fenton y Haber-Weiss o mediante la conversión del H2O2 en 

ácido hipocloroso (HClO) por la mieloperoxidasa (MPO). El HClO reacciona con O2
•− para 

formar •OH. R5) Generación de radicales lipídicos: la peroxidación lipídica es 

generalmente iniciada por •OH: mediante la extracción de un hidrógeno alílico del lípido 

insaturado que forma al radical lipídico (L•); este reacciona rápidamente con O2 y forma un 

radical peroxilo lipídico (LOO•), que extrae un hidrógeno de otra molécula de lípidos 
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insaturados (LH) para formar al hidroperóxido (LOOH). NAD+, nicotinamida adenina 

dinucleotido oxidado; NADP+, nicotinamida adenina dinucleotido fosfato oxidado 

(modificada de Zhang et al., 2019). 

 

 

Anteriormente, se creía que las ERO sólo desempeñaban un papel tóxico para la célula, sin 

embargo, también se ha demostrado que, desempeñan una función importante en la 

señalización y diferentes eventos celulares, como la muerte celular (apoptosis), proliferación, 

diferenciación, adaptación metabólica, activación de la expresión de proteínas y en la 

regulación del sistema inmunitario (Claro et al., 2019; Khorobrykh et al., 2020). Tal es el 

caso del H2O2, el cual está asociado con la señalización celular cuando su concentración se 

encuentra en el rango nanomolar. El H2O2 puede difundir a través de la membrana lo que lo 

convierte en una molécula ideal para la señalización intracelular (Claro et al., 2019). 

 

 

1.3. Estrés oxidativo 

 

El estrés oxidativo se define como un desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes a favor 

de los oxidantes, el cual lleva a una interrupción de la señalización redox celular y un daño 

molecular (Jones, 2006; Sies y Jones, 2020). Los seres vivos poseen sistemas altamente 

regulados para mantener los niveles de ERO en condiciones fisiológicas optimas. Sin 

embargo, este balance puede perderse bajo ciertas circunstancias como: incremento en los 

niveles de compuestos, tanto endógenos como exógenos, que al autooxidarse generan ERO, 

disminución de la concentración o producción de antioxidantes de bajo peso molecular, 

inactivación de enzimas antioxidantes, o por la combinación de dos o más de éstos procesos 

(Lushchak, 2012; 2014; Sertan et al., 2015). El estrés oxidativo induce modificaciones 

estructurales y funcionales de ácidos nucleicos, lípidos y proteínas. La degradación oxidativa 

de lípidos conlleva a la formación de malondialdehido, 4-hidroxinonenal e isoprostanos a 

partir de ácidos grasos insaturados. El daño a las proteínas ocurre por la oxidación de los 

grupos tiol, adición de grupos carbonilo, oxidación de las cadenas laterales, fragmentación, 

desnaturalización y renaturalización erróneas, con la consecuente pérdida de actividad 

(Pisoschi y Pop, 2015). Mientras que el daño oxidativo al ADN es uno de los principales 
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mecanismos por el cual se generan mutaciones. En este sentido, se estima que se producen 

por día, en células normales humanas, alrededor de 10,000 lesiones oxidativas en el ADN 

(Klaunig y Wang, 2018). Este daño puede inducir rompimientos de hebra sencilla o doble; 

modificación de bases, en donde la guanina es la más susceptible a oxidarse formando el 

aducto 8-OHdG, el cual es uno de los productos mutagénicos más abundantes (Lee et al., 

2012; Wang et al., 2015). Además, el daño oxidativo del ADN que no es reparado conlleva 

a consecuencias biológicas serias como: muerte celular y carcinogénesis (Olinski et al., 2002; 

Klauning y Kamendulis, 2004). 

Por otro lado, se ha relacionado al estrés oxidativo con diversas enfermedades como 

Alzheimer, Parkinson, diabetes, ateroesclerosis, el desarrollo de diversos tipos de cáncer, así 

como con cardiomiopatías y procesos inflamatorios. En los cuales se altera la funcionalidad 

celular, induciendo gran variedad de cambios bioquímicos y fisiológicos como mutaciones, 

inestabilidad genómica, alteración en la transcripción y replicación de genes importantes para 

el mantenimiento redox celular, alteración de la transducción de señales, interrupción de la 

proliferación celular y la comunicación intercelular, ocasionados por la activación de una 

reacción en cadena (Sies y Jones, 2020). 

 

 

1.4. Estrés oxidativo, daño al ADN y mecanismos de reparación 

 

El estrés oxidativo puede afectar la estabilidad del material genético generando lesiones en 

el ADN, que están implicadas en la muerte celular, envejecimiento, mutagénesis y 

carcinogénesis (Davies, 2000; Shi et al., 2004; Gomez-Mejiba y Ramirez, 2019). La 

generación de ERO induce diferentes tipos de daño, incluyendo rompimiento de hebra 

(sencilla o doble), intercambio de cromátidas hermanas, entrecruzamientos (ADN-ADN y 

ADN-proteína), alteraciones en los mecanismos de transcripción, translación y replicación 

celular, daños a la pentosa, rearreglos moleculares, sitios abásicos apurínicos y 

apirimidínicos, así como modificación de bases (Davies, 2000; Ba y Boldogh, 2018; Gomez-

Mejiba y Ramirez, 2019; Heredia-García et al., 2019). Dentro de las ERO el •OH es 

considerado el más reactivo e inestable, puede reaccionar con el ADN mediante su adición a 

los dobles enlaces de las bases (adición electrofílica) y por la extracción de un átomo de 
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hidrógeno de los grupos metilo y de cada uno de los enlaces C-H de la 2’-desoxirribosa (Sies 

y Jones, 2020). El •OH tiene la capacidad de hidroxilar al C5 y el C6 de las pirimidinas; y al 

C4, C5 y C8 de las purinas; donde las guaninas son las más susceptibles al ataque de los RL, 

debido a que tienen un potencial de oxidación más bajo (el potencial del punto medio es de -

1,17), en relación con las otras bases (Ba y Boldogh, 2018; Heredia-García et al., 2019). El 

producto más importante de la oxidación de la guanina es el aducto 8-OHdG. Se ha estimado 

que se pueden formar diariamente hasta 100,000 lesiones de 8-OHdG en el ADN por célula, 

lo que la hace una de las lesiones más estudiadas, descritas y utilizada como un biomarcador 

de estrés oxidativo (Ba y Boldogh, 2018). Este aducto es considerado mutagénico debido a 

que puede afectar secuencias codificantes, la estructura del ADN y la actividad de las ARN-

polimerasas en un mayor porcentaje que otros aductos. El 8-OHdG formado in situ resulta 

en una sustitución G→T, mientras que la incorporación errónea de 8-OHdGTP produce una 

sustitución A→C. Estas transversiones pueden generar mutaciones si no son reparadas antes 

de la replicación (Cooke et al., 2003; Gomez-Mejiba y Ramirez, 2019). Aunque se ha 

descrito que el 8-OHdG tiene una frecuencia de mutación baja (2.5 a 4.8%) en células de 

mamífero, la formación de lesiones, su persistencia y acumulación incrementan el índice 

mutagénico (Cooke et al., 2003). Cabe señalar que en diversos estudios se ha observado que 

la oxidación de la guanina se relaciona con diversas condiciones asociadas al envejecimiento, 

incluyendo disfunción de órganos y tejidos, así como con enfermedades cardiovasculares y 

neurodegenerativas, y carcinogénesis (Ames et al., 1993; Radak y Boldogh, 2010; Ba y 

Boldogh, 2018). En este sentido, Kuo et al. (2007) observaron un incremento significativo 

de los niveles 8-OHdG en muestras de orina de pacientes con cáncer de mama. Asimismo, 

Liou et al. (2017) encontraron un incremento de los niveles de este aducto, en muestras de 

células cancerígenas. Además, la exposición a agentes ambientales como los metales 

pesados, también se ha relacionado con un incremento en los niveles de 8-OHdG 

(Setyaningsih et al., 2015; Kordas et al., 2018). 

Se ha descrito que las lesiones oxidativas que se pueden generar en el ADN son una 

consecuencia del balance entre la inducción de daño y los mecanismos de reparación (Evans 

et al., 2016; Czarny et al., 2018). Donde la disminución de la reparación resulta en niveles 

elevados de daño y consecuentemente en un incremento en el riesgo de desarrollar algún tipo 

de patología, como el cáncer. De ahí la importancia de la eliminación de las lesiones 
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oxidativas del ADN para la limitación de citotoxicidad, mutagénesis y carcinogénesis. 

Existen múltiples sistemas para prevenir la formación de este tipo de daño y, en caso de 

ocurrir el daño, asegurar su eliminación con los sistemas enzimáticos específicos. Los 

diferentes tipos de daño al ADN pueden ser reparadas mediante un sistema integrado por 5 

principales mecanismos de defensa: (1) reparación de escisión de base (BER); (2) 

reparación por escisión de nucleótido (NER); (3) reparación por apareamiento erróneo 

(MISMATCH o MMR); (4) reparación por recombinación no homóloga (NHEJ); y (5) 

reparación por recombinación homóloga (HR). La vía BER implica la eliminación de 

lesiones individuales mediante la actividad de glucosilasas. Es considerada una de las vías 

más activas, repara la formación de aductos, bases oxidadas o desaminadas, sitios abásicos y 

rompimientos de cadena sencilla (Cooke et al., 2003; Klapacz et al., 2016). En la mayoría de 

los casos, la eliminación de las lesiones oxidativas se lleva a cabo mediante mecanismos 

superpuestos, esto permite incrementar la eficiencia de la reparación del ADN, sin que la 

atenuación o la eliminación de uno de los mecanismos impida corregir algún tipo de daño en 

particular (Cooke et al., 2003). En este sentido, se han descrito varias rutas para la 

eliminación del aducto 8-OHdG, siendo la vía BER la ruta predominante (Dianov et al., 2000; 

Pascucci, 2002). La formación de 8-OHdG in situ da como resultado el apareamiento 8-

OHdG:G,C,T; que es el sustrato para la proteína multifuncional 8-oxo-guanina-glucosilasa 

(OGG1). Esta enzima libera al 8-OHdG a través de un mecanismo glucolítico (dependiente 

de residuos de lisina) de sustratos bicatenarios (Boiteux y Radicella, 2000; Bruner et al., 

2000; Boiteux et al., 2017). Se considera a la OGG1 como el principal mecanismo para la 

reparación de 8-OHdG, siendo de gran importancia en la prevención de carcinogénesis 

inducida por las ERO. También se ha observado en células eucariontes que el producto de 8-

OHdG, el 2,6-diamino-4-hidroxi-5-formidopirimidina (FapyG), es reconocido y reparado 

por la OGG1 (Cooke et al., 2003; Ba y Boldogh, 2018). En humanos, la OGG1 (hOGG1) es 

importante para el mantenimiento del genoma y la prevención de tumores. Su deficiencia 

contribuye a la acumulación de daño en el ADN, aumentando la inestabilidad genética y 

promoviendo la carcinogénesis (Paz-Elizur, 2003; Mambo et al., 2005; Xia et al., 2019). Por 

otro lado, se ha observado que compuestos antioxidantes como los polifenoles pueden 

reestablecer la actividad de esta enzima (Silva et al., 2008; Majidinia et al., 2019). 
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1.5. Estrés oxidativo y muerte celular 

 

Dentro del balance homeostático celular es necesario un equilibrio entre la proliferación y la 

muerte de las células no funcionales. Las células pueden morir de diferentes maneras, ya sea 

de forma predeterminada, programada y limpiamente ejecutada, como en el caso de la 

apoptosis, o puede ser traumática, inflamatoria y repentina, como ejemplifican muchos tipos 

de necrosis. Cabe mencionar que hay una serie de muertes celulares que se asemejan a la 

apoptosis y/o la necrosis, y muchas, distintas de cada una, que cumplen diversas funciones 

para apoyar o interrumpir la homeostasis (Nirmala y Lopus, 2020). Siendo la apoptosis un 

mecanismo esencial para el desarrollo normal y la homeostasis de todos los organismos 

multicelulares (D'Arcy, 2019). También se utiliza como mecanismo de defensa como en las 

reacciones inmunes, por daño celular inducido por un proceso patogénico (inflamación y 

procesos neurodegenerativos), o por la exposición a xenobióticos (Norbury y Hickson, 2001; 

Elmore, 2007; Rana, 2008). Asimismo, la apoptosis puede desencadenarse por numerosos 

factores incluidas las señales mediadas por receptor, disminución de factores de crecimiento, 

los fármacos antitumorales y el daño al ADN. Tanto la vía intrínseca como la extrínseca 

pueden activar la apoptosis en respuesta al daño al ADN. La activación de la vía extrínseca 

se debe principalmente a la c-Jun N-terminalcinasa (JNK) y al factor de transcripción p53 

(Magni et al., 2018). En la vía intrínseca se producen señales intracelulares que se propagan 

a través de las mitocondrias. En esta vía, Ataxia Telangiectasia Mutada (ATM) y ATM-Rad3 

(ATR), promueven la activación de p53, mediante acetilación. Posteriormente p53, activa a 

las proteínas pro-apoptóticas pertenecientes a la familia de las Bcl-2 (Magni et al., 2018). 

Siendo las caspasas y la familia de las Bcl-2, los dos grupos más importantes de proteínas 

involucradas en la apoptosis que participan en todas las vías con actividades tanto pro-

apoptóticas como anti-apoptóticas (Taylor et al., 2008; McIlwain et al., 2013; Grilo y 

Mantalaris, 2019). 

Las múltiples vías que desencadenan la apoptosis, finalmente, convergen como un sólo 

mecanismo, que implica la participación de la mitocondria (D’Arcy, 2019). En este sentido, 

en diversos estudios se han descrito que la disfunción mitocondrial es uno de los mediadores 

más importantes de la apoptosis dentro de las condiciones de estrés oxidativo, debido a que 

la mitocondria es sensible a los cambios del estado redox celular (Kannan y Jain, 2000; Kang 
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et al., 2018; Yu et al., 2018; Hao et al., 2019; Liu et al., 2019). Por otro lado, la acumulación 

de ERO puede inducir cambios en el ciclo celular mediante la expresión de proteínas, 

activando proto-oncogenes, inactivando genes supresores de tumores, y mediante el daño al 

ADN nuclear o mitocondrial (Matés y Sánchez-Jiménez, 2000; Circu y Aw, 2010). 

Diferentes niveles de daño al ADN pueden promover diversas respuestas celulares. Bajos 

niveles de daño activan a los mecanismos de reparación; mientras que, niveles más elevados, 

inducen la muerte celular. Cabe mencionar que p53 desempeña un papel fundamental en esta 

respuesta, estimulando la detención del ciclo celular para promover la reparación o 

desencadenar la apoptosis (Redza-Dutordoir y Averill-Bates, 2016). Adicionalmente, se ha 

descrito que el sistema antioxidante endógeno, también está relacionado con la inducción de 

apoptosis, mediante la disminución de su actividad (Schafer y Buettner, 2001; Circu et al., 

2008; Taylor et al., 2008; Circu y Aw, 2010). Por otro lado, la exposición de ciertos 

xenobióticos también puede desencadenar la apoptosis. Por ejemplo, los metales de 

transición como el Cromo (Cr), el cadmio (Cd) y el níquel (Ni) pueden inducir un incremento 

en la apoptosis mediante modificaciones en las bases del ADN, roturas de hebras y 

reordenamientos (Kannan y Jain, 2000; Rana, 2008; Galanis et al., 2009). Particularmente, 

los compuestos de Cr(VI) inducen apoptosis mediante la generación de ERO y el daño al 

ADN (Rana, 2008). 

Para evitar la replicación del ADN dañado, todos los organismos han desarrollado una red de 

vías moleculares que detecta las lesiones y, dependiendo de la gravedad las repara, promueve 

la senescencia celular, o induce la apoptosis. Así, la activación correcta de esta vía es 

importante para la prevención de mutaciones y cáncer (Tang et al., 2019). 

Dependiendo del tipo o el grado del estímulo, las células pueden desencadenar apoptosis o 

necrosis; estos dos procesos pueden ocurrir de manera independiente, simultánea, o 

secuencialmente (D’Arcy, 2019). La necrosis se caracteriza principalmente por la ausencia 

de activación de caspasas, liberación del citocromo c, fragmentación del ADN y ausencia de 

fagocitosis. En este sentido se ha descrito que, en ausencia de fagocitosis, las células 

apoptóticas se vuelven necróticas secundarias (Krysko et al., 2008). Durante la muerte celular 

por necrosis hay inflamación celular, pérdida de la integridad de las membranas 

mitocondriales, peroxisomales y lisosómicas, y ruptura de la membrana plasmática, por lo 

que el contenido celular afecta a las células adyacentes y desencadena respuestas inmunes 
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importantes. Se ha observado, que este tipo de muerte celular se presenta, generalmente, 

cuando los niveles del estímulo y daño a la célula son elevados (Halliwell y Gutteridge, 

2015). Por otro lado, durante la apoptosis los estímulos internos o externos inician una serie 

de reacciones controladas, que finalmente conducen a la muerte celular. Las células 

apoptóticas se caracterizan por la contracción y condensación celular, la fragmentación de la 

cromatina, el colapso del citoesqueleto, y la formación de cuerpos apoptóticos. 

Posteriormente, los cuerpos apoptóticos son fagocitados para impedir una reacción inmune 

mientras que se reciclan nutrientes utilizables. Por lo que, la eliminación de células dañadas 

mediante apoptosis, representa una ventaja sobre la necrosis. De ahí que sea considerada 

como un mecanismo de defensa importante (Nirmala y Lopus, 2020). 

 

 

1.6. Estrés oxidativo inducido por metales 

 

Cuando las poblaciones se exponen crónicamente a los contaminantes ambientales, con 

frecuencia se observa un aumento en la prevalencia de las enfermedades crónico-

degenerativas (De Vizcaya y Del Razo, 2008). Entre los contaminantes químicos 

considerados como peligrosos se encuentran los metales pesados, como el Cr, cobalto (Co), 

arsénico (As), Ni, cobre (Cu), zinc (Zn), Cd, mercurio (Hg), titanio (Ti), selenio (Se) y plomo 

(Pb) (EPA, 1998). De los cuales se ha descrito, pueden generar daño a los organismos, como 

toxicidad en las células, tejidos u órganos, así como también genotoxicidad y 

carcinogenicidad, debido a que son capaces de incrementar la formación de RL y generar 

estrés oxidativo (Jomova y Valko, 2011). Se ha observado, que la exposición a metales se da 

principalmente a través del suelo, agua, aire y por productos de consumo, lo cual incrementa 

el riesgo de exposición a nivel global. La toxicidad de estos elementos se debe a la facilidad 

con que reaccionan con moléculas orgánicas, específicamente con sus grupos sulfhidrilo, 

radicales amino, fosfato, carboxilo e hidroxilo. El resultado de estas uniones ocasiona 

principalmente, alteración metabólica, estrés oxidativo y genotoxicidad (Navarro-Aviño et 

al., 2007). 
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La toxicidad y el comportamiento oxidativo de los metales pesados en las células está 

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

participan el radical O2
•− y el H2O2 en la formación del •OH (Figura 2) (Valko et al., 2005). 

 

Reacción de Fenton 

Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + •OH + OH− 

 

Ciclo de Haber-Weiss 

O2
•− + H2O2 → O2 + H2O + •OH 

                                                                          H+ 

 

 

Figura 2. Reacciones de Fenton y Haber-Weiss, en las que se produce el radical hidroxilo 

(•OH). Fe2+, ion hierro (II); Fe3+, ion hierro (III); H2O, agua; H2O2, peróxido de hidrógeno; 

H+, íon hidrógeno; O2, oxígeno; OH−, ion hidroxilo; O2
•−, radical superóxido. 

 

 

Muchos metales como los compuestos del Cr son conocidos por inducir daño celular, 

inflamación y varios tipos de cáncer (hígado, riñón, pulmón, próstata y piel). Los principales 

efectos biológicos del Cr están relacionados con los compuestos del cromo trivalente [Cr(III)] 

y hexavalente Cr(VI), lo cuales son producidos principalmente por actividades 

antropogénicas. Mientras que el Cr(III) es un micronutriente importante interviniendo en el 

metabolismo de azúcares y grasas, el Cr(VI) presenta efectos tóxicos y carcinogénicos (Lee 

et al., 2012). 

 

 

1.7. Cromo hexavalente 

 

Los compuestos de Cr(VI) son ampliamente utilizados en procesos industriales y comerciales 

incluyendo galvanoplastia, acabado de metales, curtido de cuero, procesamiento de 

minerales, refinación de petróleo, manufactura de textiles, preservación de la madera, 

elaboración de pulpa y fabricación de productos químicos inorgánicos y orgánicos (Thacher 

et al., 2015). La exposición ocupacional al Cr(VI) por inhalación depende de la industria y 

la función laboral, pero puede alcanzar varios cientos de microgramos por metro cúbico. Sin 
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embargo, estas exposiciones estimadas se han reducido significativamente en las últimas 

décadas a medida que se implementaron las prácticas de higiene industrial y los controles de 

los trabajadores. Por otro lado, la exposición ambiental a compuestos de Cr(VI) se produce 

por las emisiones de automóviles, el humo del cigarro, agua y alimentos contaminados. En 

este sentido, el Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cáncer (IARC, por sus siglas 

en inglés) estimó que, en promedio, el humo de cigarro producido en los Estados Unidos 

contienen de 0.24 a 6.3 mg Cr(VI)/kg (O´Brien et al., 2003; Flora, 2014). Alrededor del 

mundo los niveles de Cr(VI) están concentrados sólo en algunas regiones como áreas 

cercanas a vertederos, sitios de eliminación de desechos peligrosos, industrias de cromato y 

carreteras. De acuerdo con el Statista Research Department, en el año 2020 se produjeron 

mundialmente 30.9 millones de toneladas métricas (TM) de Cr (Statista Research 

Department, 2021), alcanzado para el año 2021, 41 millones de TM (Pistilli, 2022). Siendo 

Sudáfrica, Kasajistán, Turquia, India y Finlandia, los principales países de producción de Cr 

(Pistilli, 2022). En general, las poblaciones están expuestas a través del aire, los alimentos y 

agua contaminados, o por contacto de productos o suelos. Se ha considerado que las 

principales rutas de exposición a Cr(VI) se presentan por inhalación y por consumo de 

alimentos, en donde el contenido de este metal varia ampliamente y depende del 

procesamiento y preparación (Nickens et al., 2010). Mientras que, los trabajadores de la 

industria relacionada con compuestos de Cr(VI) pueden estar expuestos a concentraciones 

hasta 2 órdenes de magnitud más elevados que la población general. La exposición por 

inhalación genera irritación del tracto respiratorio, perforación del septum nasal, bronquitis 

crónica, decremento de la función pulmonar, neumonía, así como efectos carcinógenos 

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

El Cr(VI) ha sido categorizado dentro de los principales carcinógenos para el ser humano, 

como consecuencia de su reactividad en los sistemas biológicos (Flora, 2014). Los 

compuestos de Cr(VI) son los más tóxicos debido a su reducción intracelular a Cr(III) que 

genera ERO, esta reducción es considerada el mecanismo más importante de la toxicidad del 

Cr(VI) (Wu et al., 2000; Jomova y Valko, 2011; Flora, 2014). En los sistemas biológicos el 

Cr(VI) es encontrado en forma de anión cromato, el cual es similar a los sulfatos y fosfatos, 

lo que favorece su transporte a través de los canales aniónicos al medio celular (Figura 3) 

(Bridges y Zalapus, 2005; Wise y Wise, 2012). Dentro de la célula el Cr(VI) puede ser 
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reducido por moléculas como NADPH, glutatión (GSH), citocromo p450 o aldehído oxidasa; 

esta reducción puede llevarse a cabo en el retículo endoplasmático, la mitocondria, la 

membrana plasmática o el núcleo celular (O’Brien et al., 2003). El Cr(VI) al ser reducido 

produce reactivos intermedios como el Cr(V), Cr(IV) y finalmente Cr(III) (O’Brien et al., 

2003; Jomova y Valko, 2011). Aunque el GSH es capaz de reducir al Cr(VI), la velocidad de 

esta reacción es cinéticamente más lenta que la observada para el ascorbato. Sin embargo, 

las altas concentraciones intracelulares de GSH sugieren que participa en el metabolismo 

reductor del Cr(VI), produciendo Cr(V), Cr(IV) y complejos Cr(III)-GSH (O’Brien et al., 

2003). 

El Cr(VI) no interacciona directamente con el ADN, pero puede dañar a esta molécula al 

generar ERO durante su reducción, las cuales pueden ocasionar daño oxidativo (Wise y Wise, 

2012). Se ha descrito que la generación de •OH, O2
•− y H2O2 se lleva cabo tanto por la vía 

Haber-Weiss como por la reacción de Fenton (Lee et al., 2012). Además el Cr(III) originado 

durante la reducción del Cr(VI), tiene una gran afinidad por las bases y fosfatos del ADN y 

puede producir aductos ADN-Cr, generación de bases oxidadas, ruptura de las cadenas de 

ADN, formación de complejos por uniones ADN-ADN y de sitios apurínicos/apirimídicos, 

así como inducción de enlaces cruzados o interacciones del ADN con proteínas (Hanahan y 

Weinber, 2000; Jomova y Valko, 2011). 
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Figura 3. Metabolismo del cromo hexavalente [Cr(VI)] y su genotoxicidad. Asc, ácido 

ascórbico; Cr, cromo; CrVIO4
2−, cromato (VI); Cys, cisteína; GSH, glutatión; H2O2, 

peróxido de hidrógeno; SO4
2−, ion sulfato; (tomada de Jomova y Valko, 2011). 

 

 

1.8. Eliminación de especies reactivas de oxígeno: sistema antioxidante endógeno 

 

Los sistemas biológicos y en general todos los organismos aerobios, utilizan una amplia 

variedad de moléculas antioxidantes para tratar de minimizar el daño que producen las ERO 

(Davies, 2000; Lushchak, 2014; Cadet y Davies, 2017). El concepto biológico de 

antioxidante hace referencia a algún compuesto que, en una baja concentración comparada 

con la del sustrato oxidante, es capaz de retrasar o prevenir la oxidación del sustrato. La 

actividad antioxidante implica la atenuación del estrés oxidativo, la inhibición de mutaciones, 

disminución de la alteración de vías de señalización y otros parámetros de daño celular. Se 

ha descrito que los antioxidantes pueden contrarrestar los efectos de las ERO, así como la 

incidencia de cáncer y otras enfermedades degenerativas (Godic et al., 2014; Pisoschi y Pop, 

2015). La clasificación de estos antioxidantes se basa, principalmente, en sus características: 

enzimáticas y no-enzimáticas; preventivas o de reparación; endógenas o exógenas; actividad 

primaria o secundaria; hidrosolubles o liposolubles; y naturales o sintéticas (Pisoschi y Pop, 
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2015; Oh y Shahidi, 2018). También se pueden clasificar en: antioxidantes de bajo peso 

molecular y de alto peso molecular. El primer grupo comprende a sustancias químicamente 

diferentes como el ácido úrico y el GSH, así como los que pueden obtenerse por medio de la 

dieta (ácido ascórbico, tocoferoles, carotenoides, antocianinas y polifenoles). Dentro de los 

antioxidantes de alto peso molecular se encuentran enzimas como: SOD, catalasa, glutatión 

peroxidasa (GPx) y glutatión S-transferasa (GST) (Davies, 2000; Valko et al., 2007). Por 

otro lado, el sistema de defensa antioxidante endógeno en los sistemas vivos se categoriza en 

enzimáticos y no enzimáticos. Dentro del grupo de los enzimáticos se encuentran: SOD, 

catalasa, GPx, glutatión reductasa (GR), tiorredoxinas (Trx), peroxirredoxina (Prx) y GST. 

Mientras que, en el grupo de los no enzimáticos está el GSH, el ácido úrico, la bilirrubina, la 

melatonina, la coenzima Q, la ferritina y la ceruloplasmina (Davies, 2000; Birben et al., 2012; 

Pisoschi y Pop, 2015; Ye et al., 2015). En las células, una pequeña fracción de la reducción 

biológica total del O2 se produce por una vía univalente, en donde el O2
•− es el primer 

intermediario, siendo capaz de iniciar la formación en cadena de ERO (Lushchak, 2014). El 

daño potencial del O2
•− es contrarrestado por la SOD (Figura 4). Dado que el O2

•− es la 

principal ERO producida, su dismutación es primordial para las células. Existen 3 isoformas 

de SOD, que se encuentran en diferentes compartimentos celulares (Halliwell, 2006; Ye et 

al., 2015). SOD1 (con Cu y Zn: CuZn-SOD), se encuentra en el citoplasma, el núcleo y la 

membrana plasmática; SOD2 (con manganeso (Mn): Mn-SOD), se encuentra principalmente 

en las mitocondrias; y SOD3 (con Cu y Zn: CuZn-SOD), en el espacio extracelular (Birben 

et al., 2012; Ye et al., 2015). El H2O2, puede ser dismutado por catalasa o reducido por 

diferentes peroxidasas, como la GPx. Si GPx es utilizada para inactivar el H2O2, deben 

mantenerse los niveles de GSH, para esto el GSSG (glutatión disulfuro, forma oxidada de 

GSH), es de nuevo reducido por GR (Figura 4). Se han descrito cuatro GPx; GPx1, presente 

en el citosol y la mitocondria; GPx2, localizada en el epitelio de células gastrointestinales; 

GPx3, en el medio extracelular; y GPx4, unida a la membrana celular (Birben et al., 2012). 

Por otro lado, la GST cataliza la formación de conjugados con GSH, para la desintoxicación 

de xenobióticos (Figura 4) además, inactiva metabolitos secundarios, como: aldehídos 

insaturados, epóxidos e hidroperóxidos (Ye et al., 2015). Se han descrito tres familias de 

GST, localizadas en el citosol, la mitocondria y asociadas a membrana (Ladner et al., 2004; 

Robinson et al., 2004; Birben et al., 2012). La función antioxidante de GSH se presenta al 
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ser cofactor de enzimas antioxidantes como GPx y GST, y al intervenir en la generación de 

las formas activas de antioxidantes importantes como las vitaminas C y E (Valko et al., 

2007). El GSH es un tripéptido (glutamina, cisteína y glicina) que existe en concentraciones 

milimolares dentro de las células. Es un antioxidante intracelular crítico que participa en 

reacciones de biotransformación con enzimas de fase II. Se ha descrito que el GSH es el 

mayor antioxidante soluble presente en la célula, encontrándose en concentraciones altas en 

el citosol, el núcleo y la mitocondria en donde sus niveles son ajustados para condiciones y 

vías específicas (Birben et al., 2012; Lushchak, 2014). La acción de todos estos antioxidantes 

puede ser categorizada en 4 líneas principales de defensa, en donde se suprime la formación 

de ERO, se inhiben las reacciones en cadena de formación, mediante la donación de 

electrones, se repara el daño y se activan los mecanismos de reparación (Ighodaro, 2018; 

Ighodaro y Akinloye, 2018). Así, todo el sistema de defensa antioxidante trabaja en conjunto 

para ajustar a niveles óptimos la producción de ERO (Lushchak, 2014; Ye et al., 2015). Sin 

embargo, actualmente, no se conoce alguna vía del sistema antioxidante para la eliminación 

directa del •OH; siendo la prevención de su formación la mejor vía para proteger a los 

organismos vivos de los efectos deletéreos de este radical. De ahí que, se ha propuesto la 

capacidad antioxidante de los polifenoles, como un mecanismo adaptado para impedir la 

formación de •OH (Lushchak, 2014). En este sentido, en diversos estudios se ha descrito que 

la suplementación con polifenoles, particularmente el resveratrol, inhiben la formación de 

ERO, y modula el sistema antioxidante endógeno (Hu et al., 2011; Pisoschi y Pop, 2015). 
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Figura 4. Vías principales del sistema antioxidante endógeno. El daño potencial del radical 

superóxido (O2
•−) es contrarrestado por la superóxido dismutasa (SOD). Dado que el O2

•− 

es la principal especie reactiva de oxígeno (ERO) producida, su dismutación a peróxido de 

hidrogeno (H2O2) es primordial para las células. El H2O2, puede ser dismutado por catalasa 

o reducido por la glutatión peroxidasa (GPx). Sí GPx es utilizada para inactivar el H2O2, 

deben mantenerse los niveles de glutatión (GSH), para esto el glutatión oxidado (GSSG), es 

de nuevo reducido por la glutatión reductasa (GR). La glutatión S-transferasa (GST) cataliza 

la formación de conjugados con GSH, para la desintoxicación de xenobióticos. CTE mt; 

cadena de transporte de electrones mitocondrial; Cl−, cloruro; DUOX, oxidasa dual; Fe2+, 

ion hierro (II); Fe3+, ion hierro (III); HClO, ácido hipocloroso; H2O, agua; H+, ion 

hidrógeno; LH, lipasa hepática; LOO•, lípido peroxil radical; LOOH, lipoperóxido; MPO, 

mieloperoxidasa; NADP+, nicotinamida adenina dinucleótido fosfato oxidado; NAD+, 

nicotinamida adenina dinucleótido oxidado; NADH, nicotinamida adenina dinucleótido; 

NADPH, nicotinamida adenina dinucleótido fosfato; NOX, nicotinamida adenina 

dinucleótido fosfato oxidasa; XO, xantina oxidasa (modificada de Zhang et al., 2019). 

 

 

1.9. Polifenoles 

 

Los polifenoles se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza y constituyen uno 

de los grupos más numerosos e importantes de metabolitos secundarios de plantas, los cuales 

son parte esencial de su fisiología y morfología debido a que están involucrados en el 

crecimiento y reproducción, además de proveer protección contra la radiación ultravioleta, 

resistencia a patógenos y predadores (Islam et al., 2021). Se han descrito más de 8,000 

polifenoles distintos clasificados de acuerdo con su estructura química básica, es decir, por 

el número de anillos fenólicos que contienen o el tipo de sustituyente unido a éstos. De los 
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polifenoles actualmente descritos se considera que los flavonoides, lignanos, estilbenos y 

ácidos fenólicos, son los que se encuentran más ampliamente distribuidos en los alimentos 

(Rijken et al., 2002; Doo y Maskarinec, 2014; Roleira et al., 2015). 

La ingesta de los polifenoles es muy variable, ya que depende en gran medida de los hábitos 

y preferencias de la población (Clifford, 2004), por lo que el valor medio de consumo en el 

mundo se estima en 23 mg/día, aunque los países asiáticos han llegado a informar un 

consumo de hasta 40 mg/día (Heim et al., 2002; Martínez-Flórez et al., 2002; Si y Liu, 2014). 

 

 

1.9.1. Biodisponibilidad y metabolismo 

 

La biodisponibilidad de los polifenoles no siempre está relacionada con los más abundantes 

en el organismo, esto es debido a que no presentan la misma actividad. Para que los 

polifenoles ejerzan bioactividad en humanos, deben estar biodisponibles y llegar a los tejidos 

del organismo. La biodisponibilidad desde una perspectiva nutricional se define como el 

grado de digestión, absorción, metabolismo y excreción de un compuesto después de su 

ingestión (Dabeek y Marra, 2019). Así, la actividad intrínseca de los polifenoles dependerá 

de su absorción en el intestino, así como de la rapidez de su metabolismo o excreción 

(Manach et al., 2004). 

Después de la administración de polifenoles, algunos de ellos se absorben en el estómago, 

mientras que otros compuestos como catequinas, flavanoles y flavonas en el intestino 

delgado. En general, la absorción de fenoles y sus correspondientes glucósidos, está 

relacionada con la escisión y liberación de la aglicona, como resultado del metabolismo 

microbiano y la actividad de las enzimas digestivas (Teng y Chen, 2019). Además, el límite 

y la velocidad de absorción de los polifenoles en el intestino se deben a su estructura química. 

Generalmente, las agliconas pueden absorberse en el intestino delgado, pero los polifenoles 

presentes en forma de ésteres, glucósidos o polímeros no pueden absorberse en su forma 

nativa. Por lo tanto, son hidrolizados por las enzimas intestinales, como las β-glucosidasas y 

la lactasa-florizina hidrolasa, o por la microflora colónica, y luego adsorbidos. Así, las formas 

de polifenoles que están presentes en la sangre y los tejidos son diferentes de las presentes 

en los alimentos (Cipolleti et al., 2018). Aproximadamente, sólo el 5% del total de 
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polifenoles ingeridos diariamente alcanzan la circulación sanguínea sin cambios en su 

estructura, como las antocianinas, de las que se ha reportado que solo entre el 1% y el 2% 

mantienen su estructura original después de la ingestión (Lee, 1995; Di Lorenzo et al., 2021). 

 

 

1.9.2. Actividad antioxidante 

 

Los mecanismos de la actividad antioxidante de los polifenoles están determinados 

principalmente por su estructura química, su configuración y el número total de grupos 

hidroxilo (OH) (Cipolleti et al., 2018). Para que un compuesto polifenólico pueda ser 

considerado como un antioxidante debe estar presente en una baja concentración comparado 

con la del sustrato oxidante, ser capaz de retrasar o prevenir la oxidación del sustrato y que 

los radicales secundarios formados sean estables (Gulcin, 2020). Este mecanismo se debe, 

principalmente, a que pueden donar un electrón y/o átomos de hidrógeno para detener la 

reacción química y reducir así el daño al ADN, la alteración de lípidos y proteínas, y la tasa 

de mutaciones (Pisoschi y Pop, 2015; Siti et al., 2015). La acción antioxidante comprende 

no sólo la captura de RL, sino también previene su formación, inhibe su propagación y 

estimula los procesos de reparación celular (Gulcin, 2020). Se ha establecido que un 

antioxidante ideal es aquel que es rápidamente absorbido, que puede prevenir o eliminar la 

formación de ERO, reducir los iones metálicos y activar factores de transcripción para inducir 

la expresión de enzimas (Lopéz-Alarcón y Denicola, 2013; Poljsak et al., 2013). 

Se ha descrito, que los polifenoles pueden activar el sistema antioxidante endógeno, al 

interactuar con ciertas vías de señalización celular que incrementan la expresión del sistema 

enzimático y no enzimático (Nani et al., 2021). En este sentido, la medida de la capacidad 

antioxidante considera la acción acumulativa y sinérgica de todos los antioxidantes presentes 

en el plasma y los fluidos corporales proporcionando así un parámetro integrado que puede 

ayudar en la evaluación de factores fisiológicos, ambientales o nutricionales que afectan el 

estado redox in vivo (Ghiselli et al., 2000; Huang et al., 2005; López-Alarcón y Denicola, 

2013). 
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1.10. Resveratrol 

 

El resveratrol es una fitoalexina perteneciente a la familia de los estilbenos. Es sintetizado 

por más de 70 especies de plantas en respuesta a infecciones fúngicas, estrés, lesiones 

mecánicas y la radiación UV (Hasan y Bae, 2017). La síntesis de esta molécula en las plantas 

es catalizada por la resveratrol sintasa en la vía de los fenilpropanoides en un proceso similar 

al de los flavonoides (Kapetanovic et al., 2011). Su estructura química presenta dos anillos 

de fenol (monofenol y difenol) unidos por un doble enlace de estireno, además de tres grupos 

OH que participan en la eliminación de RL y la quelación de metales (Caruso et al., 2004; 

Gülçin, 2010). El resveratrol existe tanto en su forma trans como en su isómero cis, siendo 

la estructura trans la más estable y abundante (Figura 5) (Galiniak et al., 2019). 

 

 

 

Figura 5. Estructura química trans y cis del resveratrol. 

 

 

El resveratrol se encuentra en altas concentraciones en las uvas, arándanos, bayas, pistachos, 

cacahuates y como suplemento alimenticio (Baur y Sinclair, 2006; Kuršvietienė et al., 2016; 

Pannu y Bhatnagar, 2019). Las concentraciones de resveratrol varían notablemente entre las 

especies de plantas. En los arándanos, por ejemplo, las concentraciones de resveratrol se 

aproximan a sólo 32 ng/g, en comparación con niveles de hasta 3540 ng/g en uvas (Carter et 

al., 2014). El resveratrol también puede encontrarse en productos procesados como el vino 

tinto en una concentración promedio de 0.1–14.3 mg/l, la cual depende de diversos factores 
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como la variedad de uva, las condiciones del suelo, el clima o la radiación UV (Carter et al., 

2014). 

En diversos estudios se ha demostrado que el resveratrol tiene múltiples efectos benéficos 

para la salud, principalmente, por sus propiedades cardioprotectoras, antiinflamatorias, 

hipoglucemiantes, neuroprotectoras y anticancerígenas (Kirk et al., 2000; De la Lastra y 

Villegas, 2007; Mukherjee et al., 2010; Lin et al., 2011; Sadi et al., 2014; Javid et al., 2019). 

Las actividades biológicas del resveratrol se han atribuido a sus mecanismos antioxidantes 

que dependen, principalmente, del número y posición de sus grupos OH que le permiten 

eliminar a los RL (O2
•− y •OH), inhibir la oxidación lipídica, reducir la formación de 

hidroperóxidos e interaccionar con el sistema antioxidante endógeno, incrementando la 

actividad catalítica de enzimas como GPx, GR, GST, catalasa y SOD, o manteniendo la 

concentración intracelular de los antioxidantes no enzimáticos (De la Lastra y Villegas, 2007; 

Mukherjee et al., 2010; Mojica-Villegas et al., 2014; Kuršvietienė et al., 2016). Otro 

mecanismo observado, es la prevención del daño al ADN, mediante su interacción con los 

mecanismos de reparación (OGG1), la activación de enzimas de fase II para la 

desintoxicación de carcinógenos o mediante la inhibición de ERO (De la Lastra y Villegas, 

2007). También se ha descrito que el resveratrol inhibe la formación de aductos de ADN, 

inducidos por diversos agentes químicos. Este mecanismo es importante debido a que estas 

alteraciones son responsables de la fase de iniciación de la formación de tumores (Zhang et 

al., 2013). Asimismo, pueden modular diversos mecanismos fisiológicos de supervivencia o 

muerte celular, a través de la regulación de la expresión de genes y vías de señalización (De 

la Lastra y Villegas, 2007; Arcanjo et al., 2018). Los efectos antioxidantes del resveratrol 

también se han observado sobre el estrés oxidativo generado por compuestos metálicos. En 

este sentido, se ha informado que el tratamiento previo con resveratrol modifica los niveles 

de 8-OHdG en el ADN inducidos por Cr(III), de manera dosis dependiente; proponiendo la 

eliminación del •OH y la activación de los mecanismos de reparación del ADN como posibles 

vías de protección (Burkhardt et al., 2001). En otro estudio, Banu et al. (2016) describen que 

el resveratrol es capaz de reducir los niveles de H2O2 y la peroxidación lipídica, así como 

incrementar la expresión de enzimas antioxidantes en tejido ovárico de ratas expuestas a 

Cr(VI). 



29 

 

El resveratrol posee múltiples propiedades benéficas y por esta razón se ha descrito como un 

potente antioxidante. Sin embargo, también se ha observado que posee efectos prooxidantes, 

los cuales tienen importancia clínica relevante. Este efecto prooxidante se ha atribuido a la 

concentración utilizada de resveratrol así como al modelo de estudio (De la Lastra y Villegas, 

2007; Kuršvietienė et al., 2016; Arcanjo et al., 2018). Se ha considerado que los efectos 

prooxidantes del resveratrol podrían explicarse por la formación de radicales intermediarios 

durante su autooxidación (Mikuła-Pietrasik et al., 2012). Dentro de los efectos prooxidantes, 

se han descrito las lesiones oxidativas al ADN, dado que estos efectos son observados, 

principalmente, en líneas celulares de cáncer, se ha propuesto como un mecanismo 

anticancerígeno (De la Lastra y Villegas, 2007). De ahí que, muchos de los estudios que 

utilizan tratamientos con dosis altas de resveratrol evalúen su efecto prooxidante como 

tratamiento contra el cáncer (Kuršvietienė et al., 2016). Asimismo, se ha observado el efecto 

prooxidante del resveratrol en presencia de iones de Cu, atribuyendo a este metal los efectos 

citotóxicos observados (Ahmad et al., 2005; De la Lastra y Villegas, 2007; Kuršvietienė et 

al., 2016). 

 

 

1.11. Evaluación de daño genotóxico  

 

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

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

propuestos para uso terapéutico y sustancias que podrían ser capaces de regular o reducir los 

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

de prueba para la detección de daño genotóxico, se pueden agrupar dependiendo del tipo de 

alteración 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 

secuenciación de muestras de ADN (Cole y Skopek, 1994). 
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b) Alteraciones en la integridad del ADN: son lesiones pre-mutagénicas, como la formación 

de aductos, ligamientos cruzados intra e inter banda y rompimientos de una o dos hebras. 

Estas alteraciones pueden ser reparadas enzimáticamente, por lo que si esto ocurre no 

constituyen mutaciones heredables. Algunas de las pruebas que las detectan son la 

determinación de aductos en el ADN y la electroforesis unicelular alcalina (ensayo cometa) 

(Hemmink et al., 1994). 

c) Aberraciones cromosómicas (AC): que se subdividen a su vez en estructurales y 

numéricas. Aberraciones estructurales; consisten en deleciones, duplicaciones, inversiones 

y translocaciones. Estas modificaciones en los cromosomas son deletéreas y provocan desde 

el desarrollo de enfermedades genéticas hasta letalidad. Aberraciones numéricas; incluyen 

aneuploidías y poliploidías, estos cambios comúnmente ocasionan una falta de equilibrio 

genético drástico, y letalidad en las etapas tempranas del desarrollo, aunque también hay 

alteraciones numéricas viables. En ambos casos, un análisis del cariotipo permite detectar 

este tipo de daños (Bender, 1980). 

Para evaluar daño genotóxico se recomienda iniciar con ensayos de tamizaje como los son 

los de mutaciones, ensayos in vitro empleando células de mamíferos (frecuencia de AC), in 

vivo empleando médula ósea o sangre periférica (frecuencia de micronúcleos (MN)) (Krishna 

y Hayashi, 2000). 

 

 

1.11.1. Micronúcleos 

 

Uno de los ensayos propuestos para evaluar los niveles de genotoxicidad es la prueba de MN 

que se caracteriza por su simplicidad, fiabilidad, sensibilidad y rapidez. Esta técnica, 

desarrollada por Boller y Schmid en 1970, es ampliamente utilizada para detectar la 

genotoxicidad de contaminantes ya sean clastogénicos o aneugénicos, así como para evaluar 

las AC numéricas y estructurales, y efectos citotóxicos (Schmid y Ledebur, 1973; Krishna y 

Hayashi, 2000; Rocha et al., 2011). Un incremento en la frecuencia de MN en animales 

tratados con agentes químicos, indica que éstos son inductores de daño cromosómico 

(Hayashi et al., 2000; Fenech et al., 2016). 
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Un MN es un pequeño cuerpo de cromatina, formado por fragmentos de cromosomas o por 

cromosomas completos que durante la anafase de la mitosis no se incorporaron dentro del 

núcleo de las células hijas, consecuentemente el MN que se forma puede visualizarse en el 

citoplasma (Figura 6) (Schmid y Ledebur, 1973). 

 

 

 

Figura 6. Mecanismos de formación de micronúcleos (modificada de Terradas et al., 2010). 

 

 

Los MN pueden ser evaluados en diferentes tipos celulares como: mieloblastos, mielocitos, 

medula ósea de ratón (eritrocitos) o en eritrocitos de sangre periférica, células binucleadas 

(linfocitos) inducidas mediante citocalasina B, así como en células uroteliales y exfoliadas 

de la mucosa bucal y nasal (Schmid y Ledebur, 1973; Heddle et al., 1983; Sommer et al., 

2020). Los MN pueden ser detectados fácilmente, ya que son de forma redonda con un 

diámetro de alrededor de 1/20 a 1/5 de un eritrocito (Krishna y Hayashi, 2000; Sommer et 

al., 2020). 
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La visualización de los MN en células eritroides es fácil, ya que carecen de un núcleo 

principal. Entre estas células se distinguen claramente a los eritrocitos policromáticos (EPC) 

que aún conservan el ARN ribosómico y a los eritrocitos normocromáticos (ENC) que ya 

perdieron el ARN ribosómico y retienen altas concentraciones de hemoglobina. Los ENC y 

EPC pueden diferenciarse utilizando diferentes colorantes como: May-Gruenwald, Giemsa 

y naranja de acridina (NA) (Schmid y Ledebur, 1973; Hayashi et al., 1990; Sommer et al., 

2020). 

 

 

1.11.2. 8-oxo-7,8-dihidro-2’desoxiguanosina 

 

El daño oxidativo del ADN es de las modificaciones más estudiadas debido a su grado 

mutagénico. Se han descrito varios productos de oxidación del ADN, pero el bajo potencial 

redox de la guanina la convierte en la más susceptible a la oxidación (Larsen et al., 2019). 

La lesión de la guanina ampliamente investigada es el aducto 8-OHdG, el cual tiene un papel 

importante en la mutagénesis y carcinogénesis. Este aducto es considerado un biomarcador 

relevante del daño oxidativo del ADN y su reparación, carcinogénesis y genotoxicidad 

(Evans et al., 2016; Talhaoui et al., 2016; Larsen et al., 2019; Urbaniak et al., 2020). Se ha 

observado que el radical •OH es el responsable de la mayoría de las lesiones oxidativas en el 

ADN. Este radical reacciona principalmente con los átomos C8 de las purinas, ocasionando 

la oxidación de nucleósidos e induciendo la formación de aductos como el 8-OHdG, que a 

su vez pueden generar transversiones de guanina por timina durante la replicación (Pilger y 

Rüdiger, 2006; Evans et al., 2016). 

Dado que el aducto 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 del ADN, lo que permite que, posteriormente, pueda 

detectarse y medirse en orina, saliva o plasma (Evans et al., 2016; Pilger y Rüdiger, 2006; 

Ock et al., 2011). Existen diferentes técnicas para llevar a cabo la medición del aducto 8-

OHdG, uno de los más utilizados es el ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas 

(ELISA) (Hnasko, 2015), el cual consiste en utilizar un anticuerpo anti-8-OHdG monoclonal, 

un anticuerpo secundario y sustrato colorimétrico de detección. El anticuerpo monoclonal 8-
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OHdG se une competitivamente al 8-OHdG inmovilizado en pocillos pre-cubiertos y en 

solución. El anticuerpo unido al 8-OHdG en la muestra es eliminado por lavado, mientras 

que se retiene al anticuerpo unido al 8-OHdG unido al pocillo. La detección del anticuerpo 

retenido se realiza usando un conjugado de peroxidasa de rábano (HRP) o de 

acetilcolinesterasa (AChE) y sustrato colorimétrico (Figura 7). Una de las ventajas de utilizar 

esta técnica es que puede ser realizada fácilmente (Pilger y Rüdiger, 2006). 

 

 

 

Figura 7. El ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) se basa en la 

competencia entre el 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanina (8-OHdG) y un conjugado de 8-

OHdG con acetilcolinesterasa (AChE) por una cantidad limitada de anticuerpo monoclonal 

8-OHdG. Debido a que la concentración del conjugado de 8-OHdG (trazador) se mantiene 

constante mientras que la concentración de 8-OHdG varía, la cantidad de trazador que 

puede unirse al anticuerpo monoclonal 8-OHdG será inversamente proporcional a la 

concentración de 8-OHdG en el pozo. Este complejo de anticuerpo-8-OHdG se une a la IgG 

anti-ratón policlonal que se ha unido previamente al pocillo. La placa se lava para eliminar 

los reactivos no unidos y luego se agrega al pocillo el reactivo (que contiene el sustrato de 

la AChE o de la HRP). El producto de esta reacción enzimática tiene un color distintivo y se 

absorbe a 412 o 450 nm. La intensidad de este color, determinada espectrofotométricamente, 

es proporcional a la cantidad de 8-OHdG unida al pocillo, que es inversamente proporcional 

a la cantidad de 8-OHdG libre presente en el pocillo durante la incubación. HRP, peroxidasa 

de rábano (modificada de DNA/RNA oxidative damage ELISA "kit” de Cayman Chemicals. 

No. 589320; Ann Arbor, MI, EUA). 
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1.11.3. Apoptosis y viabilidad celular 

 

La muerte celular programada es un proceso fundamental y esencial para el desarrollo y 

mantenimiento de la homeostasis de los tejidos, con el objetivo de eliminar las células 

dañadas, infectadas o transformadas (Norbury y Hickson, 2001). La apoptosis comienza por 

la activación de un programa intrínseco o extrínseco y se caracteriza por el mantenimiento 

de las membranas celulares intactas permitiendo así su eliminación 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 bioquímicos y morfológicos, incluyendo la 

activación de caspasas, encogimiento celular, condensación de la cromatina y degradación 

nucleosomal (Tait y Green, 2012; Forbes-Hernández et al., 2014). Las células que sufren 

apoptosis exhiben una morfología característica que incluye condensación citoplasmática y 

nuclear, el rompimiento específico de proteínas celulares, la fragmentación de la célula en 

cuerpos apoptóticos, y el rompimiento del ADN en fragmentos oligonucleosómicos que 

posteriormente son fagocitados por macrófagos o incluso por células vecinas (Ramírez y 

Rojas, 2010; Tait y Green, 2012). 

Para que una célula sea inducida a morir por apoptosis se necesita que dicha célula deje de 

recibir señales de supervivencia y comience a recibir las de muerte. Estas últimas son muy 

diversas: elevados niveles de oxidantes en el interior de la célula; lesión del ADN por 

oxidantes, luz ultravioleta, radiaciones ionizantes, fármacos quimioterapéuticos. Siendo la 

apoptosis un proceso activo y estrictamente regulado. Existen diversos activadores como 

citocromo c, smac/diablo, factor inductor de la apoptosis (AIF) y Baculovirus inhibidor de la 

apoptosis (BIR3); así como reguladores negativos: proteína inhibidora de la apoptosis (IAP), 

proteína de choque térmico (Hsp), Bcl-2 y BclXL, etc. (Figura 8) (Forbes-Hernández et al., 

2014). 
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Figura 8. Cambios morfológicos característicos de la apoptosis. TNF, factor tumoral de la 

necrosis (tomada de Robbins y Cotran, 2010). 

 

 

El análisis de la muerte celular puede ser llevado a cabo tanto en sistemas in vivo como in 

vitro con diversos métodos, como la tinción diferencial con fluorocromos, que permiten la 

adecuada distinción entre la apoptosis y la necrosis mediante la integridad de la membrana 

(Allen et al., 1997). 
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2. Planteamiento del problema 

 

La exposición de las poblaciones humanas a agentes genotóxicos como los compuestos de 

Cr(VI) se ha relacionado con el desarrollo de algunos tipos de cáncer. Uno de los principales 

mecanismos de daño que se ha propuesto es el estrés oxidativo. En contraparte, se ha 

mostrado en diferentes sistemas de prueba tanto in vitro como in vivo, que polifenoles como 

el resveratrol presentan actividad antioxidante. En estudios previos realizados en nuestra 

línea de investigación se observó que el resveratrol es capaz de disminuir las frecuencias de 

MN inducidos por compuestos de Cr(VI). De ahí que, en el presente trabajo, además de 

evaluar la protección del daño al ADN, se estudiaron las posibles vías subyacentes de 

protección del daño al ADN inducido por Cr(VI). 

 

 

3. Hipótesis 

 

Si el resveratrol posee potencial antioxidante que podría modular el sistema antioxidante 

endógeno, además de neutralizar a las ERO, y se ha observado in vitro que puede activar 

enzimas de reparación de daño oxidativo en el ADN, entonces, se espera que la protección 

del resveratrol sobre el daño genotóxico inducido por CrO3 esté mediada por la regulación 

del sistema antioxidante endógeno (SOD, GPx, catalasa y GSH) y la activación de la 

reparación del aducto 8-OHdG, además de la apoptosis como vía de eliminación de células 

con daño en el ADN. 

 

 

4. Objetivos  

4.1. Objetivo general 

 

Estudiar los efectos protectores del resveratrol contra la genotoxicidad inducida por el Cr(VI) 

in vivo y los procesos metabólicos subyacentes, incluyendo la reparación de aductos de 8-

OHdG, los componentes del sistema antioxidante endógeno y la apoptosis, que pueden estar 

involucrados en la prevención del daño al ADN inducido por el Cr(VI). 
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4.2. Objetivos particulares 

 

I. Evaluar el efecto del resveratrol sobre el daño genotóxico inducido por CrO3 

mediante la cinética de inducción de MN en sangre periférica. 

 

II. Evaluar el efecto del resveratrol y el CrO3 sobre la apoptosis en ratones Hsd:ICR, 

mediante el ensayo dual con los fluorocromos naranja de acridina y bromuro de etidio 

en sangre periférica. 

 

III. Evaluar el efecto del resveratrol y el CrO3 sobre la reparación del daño al ADN en 

ratones Hsd:ICR, mediante las evaluaciones de los niveles del aducto 8-OHdG en 

plasma sanguíneo. 

 

IV. Evaluar el efecto del resveratrol y el CrO3 sobre el sistema antioxidante endógeno en 

ratones Hsd:ICR, mediante las determinaciones de la actividad de SOD, GPx y 

catalasa, así como los niveles de GSH en sangre periférica. 

 

V. Evaluar el efecto del resveratrol sobre el daño citotóxico inducido por CrO3 mediante 

las frecuencias de EPC con relación a los ENC y la viabilidad celular en sangre 

periférica. 

 

 

5. Material y método 

5.1. Reactivos 

 

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

colorantes para las evaluaciones de MN, apoptosis y viabilidad celular se utilizaron NA [CAS 

No. 10127-02-3] y bromuro de etidio (BrEt) [CAS No. 1239-45-8]. Para el tratamiento 

fitoquímico se utilizó 3,4’,5-trihidroxi-trans-estilbeno [resveratrol, grado de pureza ≥ 98%; 

CAS No 501-36-0] y como agente inductor de daño al ADN el trióxido de cromo (CrO3) 

[grado de pureza 99.9%; CAS No. 1333-82-0]. 
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5.2. Animales 

 

Se emplearon 25 ratones machos de la cepa Hsd:ICR de 2 a 3 meses de edad, con un peso 

entre los 28 a los 35 gramos. Los ratones se obtuvieron de Harlan® (Ciudad de México, 

México) en la Facultad de Química, Universidad Nacional Autónoma de México-UNAM y 

fueron aclimatados en el bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza durante dos 

semanas antes de iniciar los experimentos. Durante el periodo de aclimatación, los grupos de 

cinco ratones fueron colocados en una jaula de plástico bajo condiciones de temperatura 

controladas (22±2°C) con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas (las luces se encendían a las 

7:00 a.m. y se apagaban a las 7:00 p.m.). Los ratones tenían libre acceso al alimento (Purina-

México®, Ciudad de México, México) y al agua. 

 

 

5.3. Diseño experimental 

 

Considerando que en estudios previos, los efectos genotóxicos entre hembras y machos 

tratados con CrO3 por inyección intraperitoneal (ip) no presentaron diferencias (García-

Rodríguez et al., 2001; 2013; O’Brien et al., 2003), este estudio se realizó empleando 

únicamente ratones macho de acuerdo con los lineamientos para el ensayo de sustancias 

químicas (test de micronúcleos en eritrocitos de mamíferos) de la Organización para la 

Cooperación y el Desarrollo Económicos (OECD, por sus siglas en inglés), y la Agencia de 

Protección Ambiental (EPA, por sus siglas en inglés) (EPA, 1998; OECD, 2016). 

Los ratones se dividieron aleatoriamente en grupos de cinco individuos cada uno y se trataron 

de la siguiente manera: Se utilizaron dos grupos control (C1: ratones tratados por vía ip con 

agua destilada estéril y C2: ratones tratados con etanol al 30% por sonda intragástrica (ig). 

Estos grupos control fueron utilizados debido a que el CrO3 se preparó disolviendo el 

compuesto en agua, mientras que el resveratrol se disolvió en etanol al 30%. El grupo 

resveratrol fue tratado con una dosis única de 50 mg/kg vía ig, y el grupo CrO3 fue tratado 

con una dosis única de 20 mg/kg vía ip. El último grupo recibió un tratamiento combinado 

de resveratrol y Cr(VI) (resveratrol+CrO3), los ratones fueron tratados con 50 mg/kg de 

resveratrol vía ig 4 horas antes de la inyección ip de CrO3 (20 mg/kg). 
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Una vez preparados los reactivos se administraron inmediatamente en un volumen 

aproximado de 0.25 ml por ratón. Las evaluaciones se realizaron en sangre periférica 

obtenida de la vena caudal, ya que no requiere el sacrificio de los animales. El Comité de 

Bioética de la Facultad de Estudios Superiores-Zaragoza, UNAM, aprobó las condiciones y 

protocolos experimentales utilizados en el estudio (Código: FESZ-CE/21-118-13). 

En la Figura 9 se presenta el protocolo para la administración de los tratamientos, así como 

la toma de muestra. 

 

 

 

Figura 9. Protocolo para la administración de los tratamientos: resveratrol vía ig y CrO3 

vía ip Grupos control: C1 (agua destilada estéril) y C2 (etanol 30%); resveratrol: 50 mg/kg 

por vía ig; CrO3: 20 mg/kg vía ip; resveratrol+CrO3: combinación de ambos tratamientos. 

La administración del polifenol se realizó 4 horas antes del tratamiento de CrO3. 
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5.4. Ensayo de micronúcleos y relación de eritrocitos policromáticos/eritrocitos 

normocromáticos 

 

Para las evaluaciones de MN y la relación de eritrocitos policromáticos/eritrocitos 

normocromáticos (EPC/ENC) se obtuvo, secuencialmente, sangre periférica (5 μl) de los 

ratones cada 24 horas durante 4 días (0-72 horas), donde las muestras obtenidas a las 0 horas 

se designaron como control negativo. Las muestras fueron colocadas directamente en 

portaobjetos previamente cubiertos con NA de acuerdo con la técnica descrita por Hayashi 

et al. (1990). Se prepararon dos portaobjetos por ratón y se almacenaron en la oscuridad a 4 

°C durante 24 horas. Las evaluaciones se realizaron identificando a los EPC, los ENC y los 

MN presentes en EPC utilizando un microscopio de fluorescencia (NikonTM OPTIPHOT-2; 

Tokio, Japón) con excitación azul (480 nm) y un filtro de barrera (515-530 nm) con un 

aumento de 100×. Para la evaluación de daño genotóxico se cuantificaron los MN presentes 

en 4,000 EPC por ratón y para la evaluación de daño citotóxico se cuantificó la relación de 

EPC con respecto a los ENC en 2,000 eritrocitos totales. 

En este estudio, los procesos metabólicos subyacentes, como la reparación de aductos de 8-

OHdG, los componentes del sistema antioxidante endógeno, la apoptosis y el análisis de 

viabilidad celular también fueron evaluados, debido a que pueden estar involucrados en la 

prevención del daño por ADN inducido por Cr(VI). Estos parámetros se midieron utilizando 

las mismas muestras de sangre periférica obtenidas a las 48 horas después de los tratamientos 

en los que se midió la frecuencia de MN, ya que este es el momento en que se ha observado 

el mayor daño genotóxico inducido por Cr(VI) (García-Rodríguez et al., 2001). 

 

 

5.5. Apoptosis y viabilidad celular 

 

Para evaluar la apoptosis, necrosis y viabilidad celular se realizó una tinción diferencial de 

naranja de acridina/bromuro de etidio (NA/BrEt) de acuerdo con la técnica previamente 

adaptada para sangre periférica (García-Rodríguez et al., 2013). Las muestras (10 µl) se 

centrifugaron a 4,500× g durante 5 minutos. El botón celular obtenido se resuspendió con 20 

µl de la mezcla de los colorantes NA/BrEt y se colocó en un portaobjetos limpio. Se 
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prepararon dos portaobjetos por ratón y el análisis se realizó inmediatamente. Para las 

evaluaciones se contaron 300 células por ratón. Se identificaron las células apoptóticas, 

necróticas, viables y no viables utilizando un microscopio de fluorescencia OPTIPHOT-2 

con excitación azul (480 nm) y un filtro de barrera (515-530 nm) con un aumento de 40×. 

 

 

5.6. Niveles de 8-oxo-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina 

 

Los niveles plasmáticos de 8-OHdG se determinaron mediante el ensayo ELISA. Las 

muestras de sangre periférica (50 µl) se centrifugaron durante 15 minutos a 2,500× g a 

temperatura ambiente para obtener el plasma, el cual se analizó inmediatamente de acuerdo 

con las instrucciones del “kit” ELISA II HT 8-oxo-dG de Trevigen (No. 4380-192-K; 

Gaithersburg, MD, EUA). La absorbancia se midió a 450 nm utilizando un lector de 

microplacas MultiskanTM FC (Thermo ScientificTM, Vantaa, Finlandia). La formación de 

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

niveles de 8-OHdG se determinaron por duplicado (por muestra) y de acuerdo con la curva 

estándar de 8-OHdG. 

 

 

5.7. Sistema antioxidante endógeno 

 

El sistema antioxidante endógeno se evaluó mediante la determinación de las actividades de 

SOD, GPx y catalasa, así como los niveles de GSH. 

 

 

5.7.1 Actividad de superóxido dismutasa 

 

La actividad de SOD se evaluó en eritrocitos de sangre periférica. Muestras de 50 µl fueron 

diluidas en una solución salina tamponada de fosfatos. Los eritrocitos fueron separados 

mediante centrifugación con FicollPaqueTM (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) a 

800× g durante 25 minutos a 12°C. El precipitado fue separado y resuspendió (10:1) con agua 



42 

 

fría (4°C). Posteriormente, las muestras fueron incubadas a 0°C durante 15 minutos para lisar 

las células. La hemoglobina fue precipitada añadiendo etanol y cloroformo, y centrifugando 

a 10,000× g durante 10 minutos a 4°C. Se tomo el sobrenadante y se determinó la actividad 

de SOD de acuerdo con las instrucciones del “kit” de superóxido dismutasa de Trevigen (No. 

7501-500-k; Gaithersburg, MD, EUA). La absorbancia se leyó a 450 nm a intervalos de 1 

minuto durante 10 minutos en un lector de microplacas MultiskanTM FC (Thermo 

ScientificTM, Vantaa, Finlandia). La cantidad de proteína que inhibió al tetrazolio (WST-1)-

formazan en un máximo del 50% se definió como 1 U de actividad SOD. La concentración 

de proteínas totales fue determinada de acuerdo con las instrucciones del “kit” de 

determinación de proteínas de Cayman Chemicals (No. 704002; Ann Arbor, MI, EUA). La 

actividad de SOD se midió por duplicado (por muestra) y de acuerdo con la curva estándar 

de SOD. 

 

 

5.7.2 Actividad de glutatión peroxidasa 

 

La actividad de GPx se determinó en el plasma de la sangre periférica. Muestras de 25 µl se 

centrifugaron a 1,000× g durante 10 minutos a 4°C. Se separó el plasma y se diluyó con el 

buffer para muestras de GPx (1:2) incluido en el “kit”. La actividad de GPx se determinó de 

acuerdo con las instrucciones del “kit” de glutatión peroxidasa de Cayman Chemicals (No. 

703102; Ann Arbor, MI, EUA). Para este ensayo, 1 U de GPx se definió como la cantidad 

de enzima que oxida 1 nmol de nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH)/min. 

La absorbancia se leyó a 340 nm en un lector de microplacas MultiskanTM FC (Thermo 

ScientificTM, Vantaa, Finlandia). La actividad de GPx se midió por duplicado (por muestra) 

y de acuerdo con la curva estándar. 

 

 

5.7.3 Actividad de catalasa 

 

La actividad de la catalasa se determinó en el plasma de la sangre periférica. Muestras de 25 

µl se centrifugaron a 1,000× g durante 10 minutos a 4°C para obtener el plasma. La actividad 
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de catalasa de determinó de acuerdo con las instrucciones “kit” de catalasa de Cayman 

Chemicals (No. 707002; Ann Arbor, MI, EUA). Este ensayo utiliza la función de 

peroxidación de la catalasa para determinar la actividad enzimática. La absorbancia se leyó 

a 540 nm en un lector de microplacas MultiskanTM FC (Thermo ScientificTM, Vantaa, 

Finlandia). Para este ensayo 1 U de catalasa se definió como la cantidad de enzima que induce 

la formación de 1 nmol de formaldehído/min. La actividad de catalasa se midió por duplicado 

(por muestra) y de acuerdo con la curva estándar. 

 

 

5.7.4 Niveles de glutatión 

 

Los niveles de GSH se evaluaron en eritrocitos de sangre periférica. Muestras de 50 µl se 

centrifugaron a 3,000× g durante 15 a 0°C. Posteriormente, los eritrocitos obtenidos se 

resuspendieron en ácido metafosfórico frío al 5% (p/v) y se almacenaron a 0°C durante 15 

minutos. Después se centrifugó a 14,000× g durante 10 minutos a 4°C. Se recogió el 

sobrenadante clarificado y se analizaron los niveles de GSH de acuerdo con las instrucciones 

del “kit” de glutatión Trevigen HT (No. 7511-100-K; Gaithersburg, MD, EUA). La 

absorbancia se leyó a 405 nm en un lector de microplacas MultiskanTM FC (Thermo 

ScientificTM, Vantaa, Finlandia). Los niveles de GSH se determinaron por duplicado (por 

muestra) y de acuerdo con la curva estándar de GSH. 

 

 

5.8 Análisis estadístico 

 

En este estudio cada ratón fue considerado como una repetición independiente de acuerdo 

con los lineamientos de la OECD y la EPA (EPA, 1998; OECD, 2016). Se promediaron las 

muestras individuales de cada grupo experimental. Las frecuencias de MN, la relación 

EPC/ENC, la viabilidad celular (células viables/no viables), el número células apoptóticas y 

necróticas, los niveles de 8-OHdG y GSH, así como las actividades de SOD, GPx y catalasa, 

se expresan como media ± desviación estándar (d.e.). Se comprobó la normalidad de los datos 

mediante la prueba de Shapiro-Wilk. La significancia estadística entre los grupos para la 
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frecuencia de MN y la relación de EPC/ENC se determinó mediante un análisis de varianza 

de dos vías de medidas repetidas (RM-ANOVA), ya que tanto los MN como la relación de 

EPC/ENC dependen de dos factores (tratamiento y tiempo). El tratamiento es independiente, 

mientras que las evaluaciones en cada momento se consideran dependientes ya que las 

muestras fueron obtenidas del mismo ratón. Para los otros parámetros se utilizó un ANOVA 

de una vía porque las evaluaciones dependen de un solo factor (tratamiento). Después de los 

análisis de ANOVA, se realizó una prueba post hoc de Tukey. Los análisis estadísticos se 

realizaron con GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Para todos 

los análisis se consideró una p<0.05 como significativa. 

 

 

6. Resultados 

 

6.1. Efecto del resveratrol sobre la frecuencia de micronúcleos inducida por CrO3 

 

El daño genotóxico inducido por el Cr(VI) se evaluó utilizando el ensayo de MN en 

eritrocitos de sangre periférica utilizando portaobjetos cubiertos de NA. La tinción 

diferencial con NA permitió distinguir los EPC de los ENC, ya que los EPC se tiñeron, 

mostrando fluorescencia naranja debido a la presencia de ARN (Figura 10A(i)), mientras que 

los ENC no se tiñeron (Figura 10A(ii)). El NA también permitió identificar a los MN, con 

una fluorescencia amarilla debido a su contenido de ADN (Figura 10A(iii)). Para comparar 

la cinética de inducción de MN en los grupos de tratamiento, los datos se analizaron 

calculando la frecuencia de inducción neta (NIF, por sus siglas en inglés) mediante la 

ecuación (1): 

 

NIF = |Frecuencias de MN medidas en el tiempo xi – Frecuencias de MN medidas en el tiempo 0| / n………………(1) 

donde xi es la evaluación a las 24, 48 o 72 horas por grupo, el tiempo 0 es la evaluación a las 0 horas (antes del 

tratamiento) por grupo, y n es el número de ratones por grupo. 

 

El NIF se calculó para mejorar la capacidad de determinar la inducción neta de MN 

eliminando la variabilidad que se observó en los promedios de MN basales entre los grupos 



45 

 

tratados en el tiempo 0 (la distribución de los datos en todos los tiempos evaluados se pueden 

observar en el Anexo 1). En la Figura 10B se presenta el NIF de los valores de MN para todos 

los tratamientos a las 24, 48 y 72 horas después de la administración. Se observa que la 

administración de los tratamientos mostró un efecto significativo (p<0.0001) sobre las 

frecuencias de MN cuando se comparó con el RM-ANOVA de dos vías. En el grupo CrO3 

se observó un aumento de alrededor de 7, 10 y 5 MN a las 24, 48 y 72 horas, respectivamente, 

que resultó significativo cuando se comparó contra el grupo control C1 (p<0.001, p<0.0001, 

y p<0.015, respectivamente). El grupo tratado con resveratrol y CrO3 (resveratrol+CrO3) 

presentó una frecuencia de MN menor que con el tratamiento solo de CrO3 en todos los 

tiempos evaluados, siendo mayor a las 48 horas (p<0.001), aunque esta reducción ya no fue 

significativa a las 72 horas (p>0.05). Sin embargo, en este grupo, las frecuencias de MN 

observadas a las 48 horas fueron significativamente diferentes de las de los grupos control 

(C1, p<0.001; C2, p<0.040) y del grupo tratado solo con resveratrol (p<0.006). Al comparar 

el efecto del tiempo sobre la frecuencia de MN mediante RM-ANOVA de dos vías se 

encontró un efecto significativo (p<0.0001). En el grupo CrO3, la frecuencia de MN aumentó 

a las 48 horas comparado con el tiempo inicial (p<0.038) y disminuyó a las 72 horas 

(p<0.004). En el grupo resveratrol+CrO3, la frecuencia de MN disminuyó a las 72 horas 

(p<0.009), y los valores en los tiempos inicial y final fueron similares. El tratamiento solo 

con resveratrol no afectó significativamente a la frecuencia de MN en comparación con el 

grupo control C2 (p>0.05). 
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Figura 10. Efecto del resveratrol y del CrO3 sobre la frecuencia de micronúcleos (MN) 

evaluada en sangre periférica. (A) Micrografía de fluorescencia (1000×) de células de 

sangre periférica utilizando el método de tinción con naranja de acridina (NA). Los 

eritrocitos policromáticos (EPC) presentan fluorescencia naranja (i), los eritrocitos 

normocromáticos (ENC) no se tiñen (sombra) (ii), y los MN presentan fluorescencia amarilla 

(iii). (B) Los datos muestran la frecuencia de MN a las 24, 48 y 72 horas menos la frecuencia 

de MN a las 0 horas (frecuencia de inducción neta: NIF). Las frecuencias de MN en el grupo 

resveratrol+CrO3 disminuyeron en un 63, 50 y 47% a las 24, 48 y 72 horas, respectivamente, 

en comparación con el grupo CrO3. Se evaluó un total de 4,000 EPC en cada ratón (n = 5 

ratones/grupo). La significancia estadística se determinó mediante ANOVA de dos vías de 

medidas repetidas (RM-ANOVA) seguido de la prueba post hoc de Tukey. Análisis por 

tratamiento: ap<0.001 vs. C1, 24 horas; bp<0.004 vs. resveratrol+CrO3, 24 horas; cp<0.0001 

vs. C1, 48 horas; dp<0.001 vs. resveratrol+CrO3, 48 horas; ep<0.001 vs. C1, 48 horas; fp<0.040 

vs. C2, 48 horas; gp<0.006 vs. resveratrol, 48 horas; hp<0.015 vs. C1, 72 horas; NSp > 0.05 vs. 

CrO3, 72 horas. Análisis por tiempo de evaluación: ip<0.038, CrO3; jp<0.004, CrO3; kp<0.009, 

resveratrol+CrO3. C1, Control 1, solo el vehículo (agua destilada). C2, Control 2, solo el 

vehículo (etanol al 30%). CrO3, trióxido de cromo. 

 

 

6.2. Efecto del resveratrol y del CrO3 sobre las células apoptóticas y necróticas 

 

Las células apoptóticas y necróticas, así como la viabilidad celular, se evaluaron mediante la 

tinción diferencial de naranja de NA/BrEt (Figura 11A). El ensayo de fluorocromos dual es 
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capaz de distinguir entre células viables y no viables basándose en la integridad de la 

membrana. Cuando las células son todavía viables, mantienen la membrana plasmática 

intacta permitiendo que sólo el NA se intercale en el ADN, lo que hace que el núcleo tenga 

fluorescencia verde (Figura 11A(i,iii)). Sin embargo, en las células no viables, se pierde la 

integridad de la membrana, lo que provoca que el BrEt se intercalen también en el ADN, 

haciendo que el núcleo tenga fluorescencia roja, ya que el BrEt cubre la tinción del NA 

(Figura 11A(ii,iv)). Así, el color del núcleo depende de la viabilidad de la célula, no del 

estado del núcleo. Las células apoptóticas tempranas que tienen las membranas intactas, pero 

en las que el ADN ha empezado a fragmentarse siguen mostrando núcleos verdes porque el 

BrEt no puede entrar en la célula, pero la condensación de la cromatina es visible como 

manchas verdes brillantes en los núcleos (Figura 11A(iii)). A medida que la célula avanza 

por la vía apoptótica y comienza a perderse la integridad de la membrana, el BrEt penetra en 

la célula, produciendo una célula teñida de rojo. Las células apoptóticas tardías muestran 

manchas rojas brillantes de cromatina condensada en los núcleos (Figura 11A(iv)); esto las 

distingue de las células necróticas, que presentan un color rojo uniforme (Figura 11A(ii)). Al 

comparar el efecto de los tratamientos sobre la apoptosis mediante ANOVA de una vía, se 

observó un efecto significativo del tratamiento sobre la frecuencia de células sanas, 

apoptóticas totales, tempranas y tardías, así como de células necróticas, en comparación con 

los grupos control (p<0.0001). El resveratrol redujo la frecuencia de células apoptóticas 

totales y tempranas en comparación con los grupos control (p<0.022 y p<0.015, 

respectivamente), mientras que el CrO3 incrementó el número de células apoptóticas totales, 

tempranas y tardías, así como las células necróticas en comparación con los grupos control 

(p<0.0001). En los ratones tratados con resveratrol+CrO3, se observaron menos células 

apoptóticas tardías y necróticas en comparación con el grupo de CrO3 (p<0.001 y p<0.0001, 

respectivamente) y un aumento de las células apoptóticas totales y tempranas en comparación 

con los grupos control (p<0.0001) y el grupo de resveratrol (p<0.0001) (Figura 11B). 
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Figura 11. (A) Microfotografía fluorescente (400×) de células de sangre periférica con 

tinción diferencial de naranja de acridina/bromuro de etidio (NA/BrEt). (i) Célula sana. (ii) 

Célula necrótica. (iii) Célula apoptótica temprana. (iv) Célula apoptótica tardia. (B) Efecto 

del resveratrol y del CrO3 sobre las frecuencias de células sanas, apoptóticas (totales, 

tempranas y tardías) y necróticas en sangre periférica, evaluadas 48 horas después de los 

tratamientos. Se evaluó un total de 300 células nucleadas en cada ratón (n = 5 

ratones/grupo). La significación estadística se determinó mediante ANOVA de una vía 

seguido de la prueba post-hoc de Tukey: ap<0.0001 vs. C1; bp<0.03 vs. C2; cp<0.0001 vs. 

C2; dp<0.0001 vs. resveratrol; ep<0.022 vs. C2; fp<0.015 vs. C2; gp<0.011 vs. CrO3; 
hp<0.034 vs. C2; ip<0.02 vs. resveratrol; jp<0.001 vs. resveratrol+CrO3; kp<0.0001 vs. 

resveratrol+CrO3. C1, Control 1, solo el vehículo (agua destilada). C2, Control 2, solo el 

vehículo (etanol al 30%). CrO3, trióxido de cromo. 
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6.3. Efecto del resveratrol y del CrO3 sobre los niveles del aducto 8-oxo-7,8-dihidro-

2’-desoxiguanosina 

 

El aducto 8-OHdG se midió a las 48 horas en plasma sanguíneo, ya que este método no 

requiere sacrificar a los animales. En general, se acepta que la excreción de los nucleósidos 

oxidados 8-oxodG y 8-oxoGuo puede medirse en fluidos como el plasma, bajo el supuesto 

de que un organismo mantiene un estado estacionario sin cambios en la tasa de oxidación 

(Poulsen et al., 2014). En donde, el número de moléculas de guanina oxidadas en el ácido 

nucleico y su reserva de precursores debe ser igual al número eliminado/excretado de la 

célula. Así, los niveles de 8-OHdG evaluados en los fluidos representan el equilibrio entre 

las tasas de formación y reparación. Cuando se evaluó el daño oxidativo del ADN utilizando 

los niveles de reparación de aductos 8-OHdG en el plasma de la sangre periférica, analizados 

mediante ANOVA de una vía, se encontró un efecto significativo del tratamiento (p<0.0015). 

El grupo tratado con resveratrol previo al CrO3 (resveratrol+CrO3) presentó niveles de 8-

OHdG más altos que los grupos control (C1, p<0.012; C2, p<0.007) y el grupo CrO3 

(p<0.002) (Figura 12). Aunque el grupo resveratrol mostró niveles de 8-OHdG más altos que 

los grupos C2 y CrO3, y niveles más bajos que el grupo control C1, ninguna de las dos 

comparaciones fue estadísticamente significativa. 
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Figura 12. Efecto del resveratrol y del CrO3 sobre los niveles de 8-oxo-7,8-dihidro-2’-

desoxiguanina (8-OHdG) evaluados en el plasma de la sangre periférica 48 horas después 

de los tratamientos (n = 4 ratones/grupo). La significancia estadística se determinó mediante 

ANOVA de una vía seguido de la prueba post hoc de Tukey: ap<0.012 vs. C1; bp<0.007 vs. 

C2; cp<0.002 vs. CrO3. C1, Control 1, solo el vehículo (agua destilada). C2, Control 2, solo 

el vehículo (etanol al 30%). CrO3, trióxido de cromo. 

 

 

6.4. Efecto del resveratrol y del CrO3 sobre el sistema antioxidante endógeno 

 

El efecto de los tratamientos sobre el sistema antioxidante endógeno se determinó evaluando 

los niveles de GSH y la actividad enzimática de la SOD, la GPx y la catalasa. Durante la 

reducción del Cr(VI) a Cr(III) se genera el radical O2
•−, que puede ser dismutado por la SOD. 

Mientras que la GPx y la catalasa, al interactuar con el H2O2, pueden inhibir la producción 

del •OH. Por su parte, el GSH participa en una de las vías de reducción del Cr(VI) (Valko et 

al., 2006). Las actividades enzimáticas de la SOD, GPx y catalasa se muestran en la Figura 

13. Los datos fueron analizados con un ANOVA de una vía. Los tratamientos tuvieron un 

efecto significativo sobre la actividad de la SOD (p<0.0001). El grupo tratado con resveratrol 

presentó una mayor actividad de SOD que el grupo C2 (p<0.0001), y el grupo 
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resveratrol+CrO3 mostró un aumento en comparación con los grupos control (C1, p < 0.016; 

C2, p<0.001), el grupo resveratrol (p<0.019) y el grupo CrO3 (p<0.0001). La actividad de 

GPx también fue significativamente afectada por el tratamiento (p<0.0001). El tratamiento 

con CrO3 incrementó la actividad de GPx en comparación con el grupo control C1 (p<0.019) 

y el grupo de resveratrol+CrO3 (p<0.004). La administración de resveratrol también aumento 

la actividad de GPx en comparación con el control C2 (p<0.0001). El grupo de 

resveratrol+CrO3 tuvo una menor actividad de GPx que con el tratamiento sólo de resveratrol 

(p<0.0001). También hubo un efecto significativo de los tratamientos sobre la actividad de 

catalasa (p<0.0001). El resveratrol solo incrementó la actividad de catalasa en comparación 

con el grupo control C2 (p<0.005), mientras que la administración de CrO3 la aumentó en 

comparación con el control C1 (p<0.034). En el grupo resveratrol+CrO3 la actividad de 

catalasa fue menor que con el tratamiento solo de resveratrol (p<0.001) y con CrO3 

(p<0.0002). En conjunto, estos resultados demuestran que en el grupo resveratrol+CrO3, el 

resveratrol restaura las actividades de GPx y catalasa a niveles similares a los controles, 

mientras que la actividad de SOD en el grupo resveratrol+CrO3, fue superior a la de los 

grupos control y CrO3. 
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Figura 13. Actividades de superóxido dismutasa (SOD), glutatión peroxidasa (GPx) y 

catalasa, evaluados en la sangre periférica a las 48 horas después de los tratamientos con 

resveratrol y CrO3 (n = 5 ratones/grupo). La significancia estadística se determinó mediante 

ANOVA de una vía seguido de la prueba post hoc de Tukey: ap<0.0001 vs. C2; bp<0.016 vs. 

C1; cp<0.001 vs. C2; dp<0.019 vs. resveratrol; ep<0.0001 vs. CrO3; fp<0.0001 vs. C2; 
gp<0.019 vs. C1; hp<0.004 vs. resveratrol+CrO3; ip<0.0001 vs. resveratrol; jp<0.005 vs. 

C2; kp<0.034 vs. C1; lp<0.0002 vs. resveratrol+CrO3; mp<0.001 vs. resveratrol. C1, 

Control 1, solo el vehículo (agua destilada). C2, Control 2, solo el vehículo (etanol al 30%). 

CrO3, trióxido de cromo. 
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Los niveles de GSH se muestran en la Figura 14. Se observó un efecto significativo de los 

tratamientos sobre los niveles de GSH (p<0.0001). No hubo diferencias significativas en los 

niveles de GSH entre los animales tratados con CrO3 y alguno de los otros grupos (p>0.05), 

mientras que los ratones tratados con resveratrol+CrO3 presentaron niveles de GSH 

significativamente más bajos que los controles (C1, p<0.0001; C2, p<0.0001), el grupo 

resveratrol (p<0.0001) y el grupo CrO3 (p<0.0001). 

 

 

 

Figura 14. Niveles de glutatión (GSH) evaluados en los eritrocitos de la sangre periférica 

obtenidas 48 horas después del tratamiento con resveratrol y CrO3 (n = 5 ratones/grupo). 

La significancia estadística se determinó mediante ANOVA de una vía seguido de la prueba 

post hoc de Tukey: ap<0.0001 vs. C1; bp<0.0001 vs. C2; cp<0.0001 vs. resveratrol; 
dp<0.0001 vs. CrO3. C1, control 1 (vehículo: agua); C2, control 2 (vehículo: etanol al 30%); 

CrO3, trióxido de cromo. 
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6.5.  Efecto de la administración de resveratrol sobre el daño citotóxico inducido por 

CrO3 

 

En la Tabla 1 se muestran las frecuencias de EPC con relación a los ENC. Esta evaluación 

se realizó en las mismas muestras y tiempos utilizados para MN. No hubo cambios 

significativos en ninguno de los tratamientos en comparación con sus grupos control (C1, 

C2) o con el tiempo 0. Sin embargo, cuando se comparó la viabilidad celular en las células 

nucleadas de la sangre periférica (48 horas) usando el ensayo dual de fluorocromos, se 

observó un efecto significativo del tratamiento en las células viables y no viables (p<0.0001) 

(ANOVA de una vía). El ensayo dual de fluorocromos es un indicador del metabolismo 

celular y la muerte causada por la lesión de la membrana celular. Las células viables incluían 

aquellas con una membrana intacta y, por lo tanto, exhibieron un núcleo con fluorescencia 

verde debido a la intercalación del NA (células apoptóticas sanas y tempranas; Figura 

10A(i,iii), respectivamente). Además, las células no viables incluían aquellas en las que se 

había perdido la integridad de la membrana y que, por lo tanto, presentaba un núcleo con 

fluorescencia roja debido a la intercalación del BrEt (células apoptóticas tardías y necróticas; 

Figura 10A(ii,iv), respectivamente). El tratamiento con CrO3 aumentó las células no viables 

en comparación con el grupo control C1 (p<0.0001), mientras que el tratamiento con 

resveratrol previo al CrO3 disminuyó las células no viables observadas en el grupo tratado 

con CrO3 solo (p<0.0001). El tratamiento con resveratrol solo no tuvo un efecto significativo 

sobre la viabilidad celular (Figura 15). 
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Tabla 1. Promedios de EPC/ENC en ratones Hsd:ICR tratados con resveratrol y CrO3. 

Tratamiento Dosis 

(mg/kg) 

Tiempo de 

análisis 

(hora) 

n EPC/1,000 ENC 

(media ± d.e) 

C1 0 

0 

5 

      48.5 ± 8.6 

24       46.7 ± 4.6 

48       48.2 ± 11.9 

72       52.0 ± 8.2 

C2 60 

0 

5 

      46.7 ± 7.0 

24       47.2 ± 9.6 

48       53.0 ± 7.5 

72       43.4 ± 13.2 

Resveratrol 50 

0 

5 

      54.8 ± 12.2 

24       47.5 ± 9.5 

48       48.7 ± 5.9 

72       50.5 ± 6.4 

CrO
3
 20 

0 

5 

      46.5 ± 10.0 

24       45.8 ± 7.0 

48       51.1 ± 12.8 

72       39.8 ± 12.9 

Resveratrol+CrO
3
 50 + 20 

0 

5 

      45.6 ± 7.9 

24       46.4 ± 2.8 

48       53.8 ±12.7 

72       44.6 ± 5.8 

 

Se evaluaron un total de 2,000 eritrocitos en cada ratón (n = 5 ratones/grupo). C1, Control 

1, solo el vehículo (agua destilada). C2, Control 2, solo el vehículo (etanol al 30%). CrO3, 

trióxido de cromo. EPC, eritrócitos policromáticos. ENC, eritrócitos normocromáticos. 
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Figura 15. Efecto del resveratrol y del CrO3 sobre las frecuencias de células viables y no 

viables en la sangre periférica de los ratones, evaluadas a las 48 horas después de la 

administración de los tratamientos mediante tinción diferencial de naranja de 

acridina/bromuro de etidio (NA/BrEt). Las células viables incluyen células sanas y 

apoptóticas tempranas. Las células no viables incluyen a las células apoptóticas tardías y 

necróticas. Se evaluaron 300 células nucleadas por ratón (n = 5 ratones /grupo). La 

significancia estadística se determinó mediante ANOVA de una vía seguida de la prueba post 

hoc de Tukey: ap<0.0001 vs. C1; bp<0.0001 vs. resveratrol+CrO3. C1, Control 1, solo el 

vehículo (agua destilada). C2, Control 2, solo el vehículo (etanol al 30%). CrO3, trióxido de 

cromo. 

 

 

Los ratones del grupo CrO3 presentaron signos clínicos de toxicidad, como erizamiento del 

pelo, disminución de la movilidad y pérdida de apetito. La dosis de 50 mg/kg de resveratrol 

no mostró ningún signo clínico de toxicidad. Ninguno de los ratones expuestos al resveratrol, 

al CrO3 o a ambos tratamientos murió. 
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7. Discusión 

 

El objetivo de este estudio fue (1) examinar el efecto protector del resveratrol contra el 

daño genotóxico inducido por Cr (VI) in vivo y, (2) explorar las posibles vías de protección 

del resveratrol en el momento de la mayor inducción de daño genotóxico por CrO3 (48 horas). 

Las vías exploradas fueron los niveles de la reparación del aducto 8-OHdG, los niveles de 

GSH del sistema antioxidante y las actividades enzimáticas de SOD, GPx y catalasa. Estos 

parámetros fueron evaluados en las mismas muestras de sangre periférica en las que se 

estudió la protección del daño genotóxico (MN). Los resultados mostraron que la 

administración de resveratrol 4 horas antes de la exposición a CrO3 redujo la frecuencia de 

MN inducida por este metal en ratones machos Hsd:ICR. Del mismo modo, se logró una 

aproximación de las posibles vías involucradas en la protección del daño genotóxico inducido 

por el CrO3. 

Para evaluar el daño genotóxico atribuido al Cr(VI), se administró una dosis de 20 

mg/kg de CrO3 por vía ip. La cual se basó en un estudio anterior en el que no indujo la 

formación de MN en sangre periférica de ratones (García-Rodríguez et al., 2001). La 

desintoxicación del Cr(VI) es relativamente rápida (no más de 48 horas) cuando se administra 

por inyección ip, en contraste con los efectos observados con la exposición a largo plazo, 

oral e inhalatoria, al Cr(VI) (Jomova y Valko, 2011). Aunque la administración ip es una vía 

de exposición artificial, es útil para detectar daño genotóxico en protocolos de corta duración, 

como el ensayo de MN, cuando se analizan compuestos con propiedades clastogénicas. 

Asimismo, es una ruta más sensible y directa que la exposición oral o por inhalación (Hayashi 

et al., 1989; Jomova y Valko, 2011). Por lo tanto, se seleccionó un protocolo a corto plazo 

utilizando la vía ip para evaluar el efecto genotóxico del CrO3. Los estudios de 

biodisponibilidad del resveratrol, que han descrito concentraciones plasmáticas máximas de 

aproximadamente 1 a 6 horas después del tratamiento (Pannu y Bhatnagar, 2019), también 

apoyan el uso de un protocolo a corto plazo para evaluar el daño genotóxico. 

El aumento de MN es una indicación de los efectos genotóxicos ejercidos por el 

Cr(VI). De acuerdo con los lineamientos de la OECD y la EPA, una sustancia o compuesto 

que induzca más de 4 MN/1000 EPC debe considerarse un agente genotóxico (EPA, 1998; 

OECD, 2016). Nuestros resultados son consistentes con el daño genotóxico reportado para 
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el Cr(VI) y particularmente CrO3 (García-Rodríguez et al., 2001; Hu et al., 2021), ya que se 

observaron incrementos mayores a 5 MN en todos los tiempos evaluados. Los compuestos 

de Cr(V) pueden entrar en la célula a través de transportadores generales de sulfato o fosfato 

(transporte activo) y se reducen por su interacción con moléculas citoplasmáticas 

intracelulares, generando estrés oxidativo (Shi et al., 1999; DesMarais y Costa, 2019). 

Asimismo, se ha informado que la exposición a estos compuestos puede inducir diferentes 

tipos de daño al ADN, como roturas de cadena simple, enlaces cruzados ADN-ADN o ADN-

proteína, aductos Cr-ADN, AC y oxidación de nucleótidos (8-OHdG) (Jomova y Valko, 

2011; Handa et al., 2020), los cuales pueden conducir a la formación de MN. 

Al evaluar los niveles de 8-OHdG en el plasma sanguíneo a las 48 horas después del 

tratamiento con CrO3, no se observaron modificaciones significativas en la reparación del 

aducto. Durante la reducción del Cr(VI) se generan ERO y RL como el •OH, que desempeña 

un papel importante en el daño oxidativo del ADN (Jomova y Valko, 2011; Hu et al., 2017). 

Maeng et al. (2003) observaron que, la inhalación de 0.18 mg/m3 de cromato de sodio 

incremento significativamente los niveles de 8-OHdG medidos en pulmón después de 1 

semana. Sin embargo, después de 2 semanas de exposición, esta dosis no produjo diferencias 

significativas en los niveles pulmonares de 8-OHdG, con una recuperación total después de 

3 semanas. Maeng et al. (2003) también demostraron que la inhalación de niveles más altos 

de cromato de sodio no alteraba significativamente los niveles pulmonares de 8-OHdG. Del 

mismo modo, Thompson et al. (2012) observaron que la genotoxicidad in vitro del Cr(VI) es 

principalmente de naturaleza oxidativa a bajas concentraciones. Observaron que los aductos 

de 8-OHdG alcanzan concentraciones no citotóxicas a las 24 horas en cultivos celulares 

tratados con diferentes dosis de dicromato sódico. De ahí que, es posible que, en nuestro 

estudio, la administración ip de 20 mg/kg de CrO3 fue demasiado alta como para afectar 

significativamente los niveles de 8-OHdG en plasma sanguíneo, de acuerdo con los hallazgos 

in vivo de Maeng et al. (2003) y las observaciones in vitro de Thompson et al. (2012). 

Asimismo, la inactivación de los mecanismos de reparación por el Cr(VI), también podría 

estar relacionado con la disminución observada de los niveles de 8-OHdG. En este sentido, 

se ha descrito que el Cr(VI) pueda reducir los niveles de expresión de las proteínas que inician 

la reparación de alteraciones del ADN mediante la inhibición de los genes hMLH1 

(homólogo 1 de mutL humano) y hMLH2 (homólogo 2 de mutL humano) y de la enzima de 
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reparación OGG1 que participa en la vía BER (Urbano et al., 2012; Wise y Wise, 2012; Xia 

et al., 2019). 

Por otro lado, los ratones tratados con resveratrol antes del CrO3 presentaron un 

incremento de los niveles de 8-OHdG. Hay dos posibles explicaciones para estos resultados: 

(1) el resveratrol activó los mecanismos de reparación que contrarrestan el daño oxidativo en 

el ADN, y/o (2) el resveratrol contribuyó a la eliminación de los aductos de 8-OHdG 

formados por el daño oxidativo. Se ha descrito, que los niveles de 8-OHdG están relacionados 

con el equilibrio entre el daño oxidativo del ADN y la velocidad de reparación del mismo, 

los cuales pueden fluctuar tras la administración de agentes que inducen, ya sea la oxidación 

de la guanina o cambios en los mecanismos de reparación (Wu et al., 2004; Poulsen et al., 

2014; Gorini et al., 2021). Previamente, Yan et al. (2012) observaron in vitro que el 

resveratrol activa la vía BER, aumentando la expresión de la enzima OGG1. De manera 

similar, Mikuła-Pietrasik et al. (2012) observaron que el resveratrol aumentaba la actividad 

de la enzima de reparación OGG1 en las células humanas senescentes. Anteriormente, 

Leonard et al. (2003) demostraron in vitro que el resveratrol eliminaba el •OH en las células 

JB6 expuestas al Cr(VI). Mientras que, en su estudio in vivo García-Rodríguez et al. (2021) 

observaron que los niveles de 8-OHdG volvieron a los niveles del grupo control cuando se 

administraron (-)-epigalocatequina-3-galato (EGCG) y Cr(VI), lo que contrasta con nuestros 

resultados. García-Rodríguez et al. (2021) también describieron que la administración de 

EGCG y Cr(VI) disminuía la frecuencia de MN en comparación con el grupo tratado solo 

con Cr(VI), un efecto similar al observado cuando se administró el resveratrol. Por lo tanto, 

es posible que en nuestro estudio, la administración de resveratrol previo al tratamiento de 

CrO3 reforzara los mecanismos de reparación, contribuyendo a la reducción de los niveles de 

MN. 

La administración de resveratrol 4 horas antes de la exposición al Cr(VI) disminuyó 

las frecuencias de MN, proporcionando aproximadamente un 50% de protección contra el 

daño genotóxico inducido por el CrO3 en todos los tiempos de evaluación. Este efecto podría 

atribuirse a las propiedades antioxidantes del resveratrol, que le permiten interactuar con el 

H2O2 y los radicales O2
• y •OH (Truong et al., 2018). Aunque se observó una disminución 

de las frecuencias de MN del 60, 51 y 46% a las 24, 48 y 72 horas, respectivamente, la 

reducción a las 72 horas dejó de ser significativa. Esto puede deberse a la farmacocinética 
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del CrO3, ya que se ha informado que los compuestos de Cr(VI) empiezan a eliminarse a 

partir de las 48 horas después de la exposición (O’Flaherty, 1993; Jomova y Valko, 2011). 

De ahí que, el mayor daño al ADN se produce durante ese periodo. Otra posibilidad es que 

los EPC micronucleados inducidos a lo largo de 24 horas hayan madurado hasta convertirse 

en ENC a las 72 horas, de modo que éstos no se cuantificaron en ese momento. Al salir de la 

médula ósea, el EPC degrada el ARN ribosómico en 24 horas (Moras et al., 2017). En otros 

estudios, también se observó esta misma tendencia en la reducción de MN a las 72 horas 

después de la administración de Cr(VI) (García-Rodríguez et al., 2013; García-Rodríguez et 

al., 2014). 

Las evaluaciones de las actividades de SOD, GPx y catalasa, así como de los niveles 

de GSH se realizaron en las muestras de sangre periférica que se obtuvieron a las 48 horas, 

debido a que no requiere el sacrificio de los animales y permite continuar con las 

evaluaciones de la cinética de MN en los mismos organismos. Además, en estudios previos 

in vitro, se observó que las propiedades antioxidantes del resveratrol pueden neutralizar la 

capacidad oxidante en eritrocitos humanos (Gallardo et al., 2019), en donde la SOD y el GSH 

desempeñan funciones importantes en el sistema antioxidante de los eritrocitos (Nwose et 

al., 2007). Asimismo, se ha descrito que las funciones alteradas de los antioxidantes 

extracelulares pueden determinarse mediante la evaluación de las moléculas antioxidantes en 

el plasma (Zeitz et al., 2018). De ahí que, las mediciones de SOD y GSH se llevaron a cabo 

en los eritrocitos, mientras que las de catalasa y GPx se realizaron en el plasma. 

En el grupo tratado con CrO3 se observó una disminución de la actividad de SOD, así 

como un incremento de las actividades de GPx y catalasa, lo cual es consistente con 

investigaciones previas. En estudios, tanto in vitro como in vivo, se ha demostrado el efecto 

de los compuestos de Cr(VI) sobre los antioxidantes endógenos, como las actividades de 

SOD, GPx, catalasa, hemo oxigenasa-1 (HO-1) y los niveles de GSH (García-Rodríguez et 

al., 2021; Wani et al., 2018; Wang et al., 2006). Matés (2000) propuso que la SOD juega un 

papel importante como enzima de la primera línea de defensa antioxidante al catalizar la 

dismutación del O2
•− para formar H2O2, que posteriormente es reducido a H2O por la GPx y 

la catalasa. La disminución de la actividad de la SOD observada en el grupo tratado con CrO3 

podría estar relacionada con su agotamiento al reaccionar con los radicales O2
•− que se 

generan en exceso durante la reducción a Cr(III). Mientras tanto, el H2O2 generado por la 
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actividad de la SOD podría estar aumentado la actividad de la GPx y la catalasa que se 

observó en este grupo. En cuanto a los niveles de GSH, no se observaron cambios 

significativos con el tratamiento de CrO3, lo que sugiere que la reducción del Cr(VI) no 

estaba mediada principalmente por esta vía. En este sentido, estudios in vivo han reportado 

que la reducción de los compuestos de Cr(VI) se produce principalmente a través de la vía 

NADPH y otros agentes reductores como el ascorbato, la cisteína, el ácido lipoico, la fructosa 

y la ribosa (Valko et al., 2006). En el grupo tratado con resveratrol y CrO3, los niveles de 

GSH disminuyeron significativamente. El GSH es una molécula antioxidante primaria que 

desempeña un papel fundamental en la reducción del estrés oxidativo celular. El GSH puede 

actuar de las siguientes maneras: (1) directamente como donante de electrones eliminando el 

O2
•−, (2) a través de la catálisis de la GPx reduciendo los niveles de H2O2, o (3) formando 

complejos con enzimas de desintoxicación como la GST (Franco y Cidlowski, 2009). El 

GSH, la GPx y la GST son algunos de los principales sistemas de defensa antioxidante que 

eliminan a las ERO (Upadhyay et al., 2008). Se ha descrito que el resveratrol activa a las 

enzimas de desintoxicación de fase II en sistemas in vitro e in vivo (Chow et al., 2010), y que 

aumenta la actividad de la GST en cultivos celulares de tejido arterial (Li et al., 2006). 

Además, varios investigadores han demostrado que los polifenoles elevan los niveles de GSH 

y estimulan la transcripción de genes relevantes para la síntesis de antioxidantes endógenos, 

contrarrestando así el estrés oxidativo (Rodrigo y Gil-Becerra, 2014). Por otro lado, en este 

mismo grupo (resveratrol+CrO3), las actividades de GPx y catalasa se restauraron, mientras 

que la actividad de SOD aumentó. Los datos sugieren que el resveratrol podría contrarrestar 

el estrés oxidativo inducido por el CrO3 mediante un efecto antioxidante indirecto 

relacionado con la regulación del sistema antioxidante endógeno. En estudios in vitro, Yao 

et al. (2010) observaron que el resveratrol protegía contra el daño oxidativo inducido por el 

sulfato de sodio dextrano, mientras que Chen et al. (2013) encontraron que los polifenoles 

disminuían el daño inducido por el arsenito de sodio. En ambos casos, las pruebas indicaban 

que la protección observada estaba relacionada con el aumento de la actividad de la SOD. La 

SOD es una enzima de fase 2 que puede activarse a través de la vía de señalización Nrf2 

(factor nuclear eritroide 2) y Keap1. Donde Nrf2 es un sensor fundamental del estrés 

oxidativo que desempeña un papel central en la regulación de las enzimas antioxidantes y 

desintoxicantes de fase 2 y de las proteínas relacionadas (Lau et al., 2015). Zhuang et al. 
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(2019) observaron que el resveratrol regula los niveles de p-Nrf2 de forma dependiente de la 

dosis. Esto sugiere que el resveratrol atenúa el estado oxidativo, probablemente mediante la 

activación de la vía de señalización Nrf2, que a su vez eleva la actividad de la SOD. También 

se ha descrito que el resveratrol puede mantener el equilibrio redox celular mediante la 

regulación de la actividad de las enzimas antioxidantes como HO-1, catalasa, GPx, y SOD, 

en células endoteliales arteriales de rata (Ungvari et al., 2007). Banu et al. (2016) 

demostraron que 10 mg/kg de resveratrol protegían contra el estrés oxidativo inducido por el 

dicromato de potasio en el tejido ovárico de rata, aumentando las actividades de GPx, 

catalasa, SOD, Prx y Trx, así como reduciendo la concentración de H2O2. Por lo tanto, es 

posible que en nuestro estudio, el resveratrol, también este reduciendo al H2O2 generado por 

la actividad de la SOD. Disminuyendo la necesidad de activar a la GPx y a la catalasa en el 

grupo tratado con resveratrol y CrO3. Sin embargo, es importante tener en cuenta que el 

sistema antioxidante endógeno es dinámico, por lo que, es posible que nuestros resultados 

dependan del tiempo de evaluación (48 horas), la dosis de resveratrol utilizada, y el modelo 

experimental. 

Aunque la relación EPC/ENC se incluye en el ensayo de MN como un indicador de 

citotoxicidad (OECD, 2016), no se observaron cambios significativos en ninguno de los 

grupos tratados en este estudio. Sin embargo, estos resultados deben interpretarse con 

precaución, ya que cuando la toxicidad se produce durante la eritropoyesis, la activación de 

los mecanismos de división celular puede enmascarar los efectos sobre la relación EPC/ENC 

(Krishna y Hayashi, 2000). Por esta razón, se evaluó la citotoxicidad analizando la viabilidad 

celular mediante la técnica de tinción diferencial con NA/BrEt, que permite distinguir entre 

células viables y no viables dependiendo de la integridad de la membrana (García-Rodríguez 

et al., 2013). Cuando se determinó la viabilidad celular, la apoptosis y la necrosis, se observó 

que el tratamiento con CrO3 aumentó significativamente el número de células apoptóticas 

totales, tempranas y tardías, así como las células necróticas y no viables. Estos resultados 

corroboran la citotoxicidad reportada para los compuestos de Cr(VI) (García-Rodríguez et 

al., 2001; Jomova y Valko, 2011; García-Rodríguez et al., 2013). La generación de ERO y 

el daño al ADN inducido por la exposición al Cr(VI) podrían desempeñar un papel esencial 

en la citotoxicidad y la vía de señalización apoptótica (Hu et al., 2017). Se ha reportado que 

la inducción de la apoptosis está mediada por sensores de daño en el ADN que activan 
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directamente a p53 a través de proteínas como la cinasa dependiente del ADN (DNA-PK) o 

indirectamente a través de las mutaciones de ATM y ATR con Chk1 o Chk2 (Chiu et al., 

2010). También se ha descrito que la inducción de la apoptosis puede estar mediada a través 

de vías independientes de p53, como la caspasa 3 y el citocromo C (Banu et al., 2016; Wu et 

al., 2020). Sin embargo, cuando se administró el polifenol 4 horas antes del CrO3, se observó 

un aumento significativo del número de células apoptóticas tempranas en comparación con 

el grupo tratado únicamente con CrO3. Este efecto quedó enmascarado cuando se sumaron 

las células apoptóticas tempranas y tardías, ya que las células apoptóticas tardías también 

mostraron una disminución significativa en este grupo. De ahí que, el incremento de las 

células apoptóticas tempranas después del tratamiento combinado (resveratrol+CrO3) esté 

relacionado con la eliminación de las células que presentan daño en el ADN inducido por el 

Cr(VI). Aunque no hay estudios sobre los efectos del resveratrol en las vías de apoptosis 

inducidas por el Cr(VI), se ha comprobado que el resveratrol induce la apoptosis como 

mecanismo de eliminación de las células dañadas en líneas celulares de cáncer (Repossi et 

al., 2020). Se ha descrito, que las alteraciones en la expresión de la proteína Bcl2 (células de 

linfoma B-2), la pérdida de la función mitocondrial, la liberación de citocromo c y la 

activación de las caspasas desencadenan la respuesta para la activación de la apoptosis 

(Takashina et al., 2017). Mirzapur et al. (2018) observaron que en las células de cáncer de 

mama, el resveratrol elevaba los niveles de la proteína Bcl2/Bax, así como la expresión de 

los genes p53 y de las caspasas 3 y 8. De acuerdo con estas observaciones y con los resultados 

reportados en el presente estudio, es evidente la necesidad de llevar a cabo investigaciones 

que tengan como objetivo llegar a una comprensión más detallada de cómo el resveratrol 

interactúa con proteínas como p53, ADN-PK, ATM, ATR, Bax, Bcl2, caspasas (3 y 8), entre 

otros. De hecho, estos estudios pueden aportar, en gran medida, información que ayude a 

comprender los mecanismos por los que, los polifenoles como el resveratrol, podrían 

contribuir a la eliminación de las células con daño genotóxico inducido por compuestos con 

potencial carcinogénico como el Cr(VI). 

La administración de resveratrol disminuyó la frecuencia de MN inducida por CrO3 

y el tratamiento de resveratrol solo no produjo daños en el ADN (inducción de MN). La 

reducción de GSH y la elevación del número de células apoptóticas con ambos tratamientos 

(resveratrol+CrO3), así como el aumento de la actividad de la SOD, la GPx, la catalasa y los 
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niveles de 8-OHdG (este último no significativo) con el resveratrol solo, sugieren un efecto 

tóxico. En estudios in vitro e in vivo, se ha observado que el resveratrol presenta efectos 

bifásicos (antioxidante y prooxidante). Martins et al. (2014) consideraron que el incremento 

de la actividad de la SOD y de SOD/catalasa observados in vitro con diferentes dosis de 

resveratrol se generan para mantener el equilibrio redox celular. Por lo que, se ha propuesto 

que su actividad prooxidante contribuye a la activación del sistema antioxidante endógeno 

(Shaito et al., 2020). Sinha et al. (2016) descubrieron que los efectos prooxidantes del 

resveratrol están asociados a la generación del O2
•−, de H2O2, y a semiquinonas y quinonas. 

Sin embargo, en este estudio, no se observaron efectos significativos en el número de células 

viables en el grupo resveratrol+CrO3, además mostró una disminución significativa en la 

frecuencia de células necróticas, lo que sugiere que los polifenoles disminuyeron la 

citotoxicidad producida por el CrO3. En otros estudios in vivo también observaron que el 

resveratrol disminuyó la toxicidad inducida por metales, como el As (Yu et al., 2013), el Cu 

y el Zn (Asadi et al., 2017). Contribuyendo al equilibrio del sistema redox celular y 

reduciendo la expresión de citoquinas proinflamatorias. Por otra parte, la administración de 

resveratrol solo disminuyó significativamente las células apoptóticas totales y tempranas en 

comparación con su control (C2), lo que sugiere que el resveratrol no induce toxicidad y que 

además reduce el potencial efecto tóxico del vehículo (etanol 30%). Aunque el etanol es un 

vehículo polar que ha presentado toxicidad, aunque menor que otros vehículos como el 

dimetilsulfóxido (DMSO) en modelos in vivo (Marques y Morris, 2010), se ha descrito que 

la administración ad libitum de etanol al 11% aumenta las ERO séricas en los ratones tratados 

durante 60 días (Petrella et al., 2020). Basándonos en nuestros resultados, se sugiere ampliar 

este estudio utilizando dosis más diluidas de resveratrol e incluso administrándolo en dosis 

repetidas, para reducir los posibles efectos tóxicos y mejorar la protección contra el daño 

genotóxico observado en el presente trabajo. 

En la figura 16 se resume el efecto de los tratamientos sobre la frecuencia de MN, el sistema 

antioxidante endógeno, la reparación del aducto 8-OHdG y las células apoptóticas. La 

coadministración de resveratrol y CrO3 presentó una disminución de la frecuencia de MN 

inducida por el CrO3. En este mismo grupo también se observó un incremento de los niveles 

del aducto 8-OHdG, así como de la frecuencia de células apoptóticas. Además de modular al 
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sistema antioxidante endógeno. Sugiriendo que estas vías podrían estar implicadas en la 

protección del daño genotóxico inducido por el CrO3.
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Figura 16. El pretratamiento con resveratrol disminuyó la frecuencia de micronúcleos (MN) inducida por el trióxido de cromo (CrO3). 

La modulación del sistema antioxidante endógeno, el incremento de los niveles del aducto 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanina (8-

OHdG) a través de su reparación, y el aumento de las células apoptóticas en el grupo resveratrol+CrO3 sugiere que estas vías podrían 

estar implicadas en la protección de este polifenol contra el daño genotóxico inducido por el cromo hexavalente [Cr(VI)]. GPx, glutatión 

peroxidasa; GSH, glutatión; SOD, superóxido dismutasa. 
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8. Conclusión 

 

Nuestros resultados demostraron que el pretratamiento con resveratrol protege del daño 

genotóxico y citotóxico inducido por el CrO3, ya que presenta una disminución de la 

frecuencia de MN y un aumento de las células viables. La administración previa del 

resveratrol incrementó significativamente los niveles del aducto 8-OHdG, sugiriendo que 

podría estar activando a los mecanismos de reparación del ADN. Además, moduló al sistema 

antioxidante endógeno y aumentó las células apoptóticas (totales y tempranas). Estos 

resultados sugieren que estas vías podrían estar implicadas en la protección de este polifenol 

contra el daño genotóxico inducido por el Cr(VI). 
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10. Anexos 

Anexo 1 

 

 

 

Gráfico 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 resveratrol y CrO3. A) 

distribución de MN a las 0 horas; B) distribución de MN a las 24 horas; C) distribución de MN a las 

48 horas; D) distribución de MN a las 72 horas. p<0.05; avs C1. Análisis realizado mediante Kruskal-

Wallis. 
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Anexo 2 

 

 

Gráfico de caja y bigote en el cual se representan y comparan las distribuciones de los valores 

obtenidos de las células apoptóticas y necróticas evaluados en 300 células nucleadas cuando se 

administraron resveratrol y CrO3. A) distribución de células sanas a las 48 horas; B) distribución de 

células apoptóticas tempranas a las 48 horas; C) distribución de células apoptóticas tardías a las 48 

horas; D) distribución de células necróticas a las 48 horas. p<0.05; avs C1; bvs resveratrol. Análisis 

realizado mediante Kruskal-Wallis. 
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Anexo 3 

 

Gráfico de caja y bigote en el cual se representan y comparan las distribuciones de los valores 

obtenidos de la actividad de SOD, GPx, catalasa y concentración de GSH cuando se administraron 

resveratrol y CrO3. A) distribución de la actividad de SOD a las 48 horas; B) distribución de la 

actividad de GPx a las 48 horas; C) distribución de la actividad de catalasa a las 48 horas; D) 

distribución de los niveles de GSH a las 48 horas. p<0.05; avs C1; bvs C2; cvs resveratrol; dvs CrO3; 
evs resveratrol+CrO3. Análisis realizado mediante Kruskal-Wallis. 
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Anexo 4 

  

Gráfico de caja y bigote en el cual se representan y comparan las distribuciones de los valores 

obtenidos de células viables y no viables evaluados en 300 células nucleadas cuando se 

administraron resveratrol y CrO3. A) distribución de células viables a las 48 horas; B) distribución 

de células no viables a las 48 horas. p<0.05; avs C1. Análisis realizado mediante Kruskal-Wallis. 
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 Anexo 5 

 

Publicaciones generadas de este trabajo:  

 

Título: Protective Effect of Resveratrol against Hexavalent Chromium-Induced Genotoxic 

Damage in Hsd:ICR Male Mice. 

Autores: Nicolás-Méndez T, Kacew S, Ortiz-Muñiz AR, Mendoza-Núñez VM, García-

Rodríguez MC. 

Revista: Molecules. 

Número y año: 13, 2022. 

País: Suiza. 

Título: El papel del resveratrol sobre el estrés oxidante inducido por metales pesados. 

Autores: Nicolás-Méndez, Tonancy; Ortiz-Muñiz, Alda Rocío; Mendoza-Núñez, Víctor 

Manuel Y García-Rodríguez, María Del Carmen. 

Revista: Nutrición Hospitalaria.  

Número y año: 2, 2020. 

País: España. 

 

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

académicos: 

 

Evento: XXII Reunión Internacional de Ciencias Médicas. 

Título de la ponencia: “Efecto del resveratrol sobre la apoptosis y la viabilidad 

celular en ratones expuestos a cromo hexavalente”. 

Autores: Tonancy Nicolás-Méndez, Alda Rocío Ortiz-Muñiz, Víctor Manuel 

Mendoza-Núñez, María Del Carmen García-Rodríguez. 

Organizador: Departamento de Ciencias Médicas. División de Ciencias de la Salud. 

Universidad de Guanajuato. 

Lugar y Fecha: Universidad de Guanajuato. Campus León. León Guanajuato. Del 

24 al 26 de agosto del 2022. 
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Evento: 4th International Summer Symposium on Systems Biology. 

Título de la ponencia: “Protection of hexavalent chromium-induced genotoxic 

damage in peripheral blood of mice by resveratrol and its relationship to the 

apoptotic activity”. 

Autores: Tonancy Nicolás-Méndez, Sam Kacew, Alda Rocío Ortiz-Muñiz, Víctor 

Manuel Mendoza-Núñez, María del Carmen García-Rodríguez. 

Organizador: Instituto Nacional de Medicina Genómica (INMEGEN). 

Lugar y Fecha: Instituto Nacional de Medicina Genómica. Ciudad de México. Del 

1 al 3 de agosto del 2022. 

 

Evento: 27th Annual Meeting of de Society for Redox Biology and Medicine (SFRBM). 

Presented Virtually. 

Título de la ponencia: “Effect of resveratrol on SOD, GPx and catalase activity and 

genotoxic damage in mice treated with chromium(VI)”. 

Autores: Tonancy Nicolás-Méndez, Alda Rocío Ortiz-Muñiz, Víctor Manuel 

Mendoza-Núñez, and María del Carmen García-Rodríguez. 

Organizador: Society for Redox Biology and Medicine. 

Lugar y Fecha: Evento virtual. Del 18 al 20 de noviembre de 2020. 

 

Evento: XX Reunión Internacional de Ciencias Médicas. 

Título de la ponencia: “Efecto del resveratrol sobre el daño genotóxico y sistema 

antioxidante-enzimático de ratones tratados con Cr(VI)”. 

Autores: Tonancy Nicolás-Méndez, Alda Rocío Ortiz-Muñiz, Víctor Manuel 

Mendoza-Núñez, y María del Carmen García-Rodríguez. 

Organizador: Departamento de Ciencias Médicas. División de Ciencias de la Salud. 

Universidad de Guanajuato. 

Lugar y Fecha: Universidad de Guanajuato. Campus León. León Guanajuato. Del 

14 al 16 de octubre de 2020. 
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Evento: VII Congreso de Especies Reactivas de Oxígeno en Biología y Medicina. 

Título de la ponencia: “Simultaneous evaluation of genotoxic damage, GSH levels, 

Gpx and catalase activity in mice treated with chromium(VI) and resveratrol”. 

Autores: Tonancy Nicolás-Méndez, Alda Rocío Ortiz-Muñiz, Víctor Manuel 

Mendoza-Núñez, María del Carmen García-Rodríguez. 

Organizador: Instituto de Investigaciones Biomédicas. 

Lugar y Fecha: Universidad Autónoma de México, Ciudad de México. Del 9 al 11 

de septiembre de 2019. 

 

Evento: XVIII Reunión Internacional de Ciencias Médicas. 

Título de la ponencia: “Efecto de la (-)-epigalocatequina-3-galato y la (+)-

catequina sobre el daño cito/genotóxico inducido por Cr(VI)”. 

Autores: Estefani Yaquelin Hernández-Cruz, Tonancy Nicolás-Méndez, María del 

Carmen García-Rodríguez. 

Organizador: Departamento de Ciencias Médicas. División de Ciencias de la Salud. 

Universidad de Guanajuato. 

Lugar y Fecha: Universidad de Guanajuato. Campus León. León Guanajuato. Del 

18 al 20 de abril de 2018. 
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Efecto del Resveratrol sobre la Apoptosis y la Viabilidad Celular en 

Ratones Expuestos a Cromo Hexavalente 

 

Tonancy Nicolás-Méndez1, Alda Rocío Ortiz-Muñiz2, Víctor Manuel Mendoza-Núñez3, y María del 

Carmen García-Rodríguez1*. 
1Laboratorio de Antimutagénesis, Anticarcinogénesis y Antiteratogénesis Ambiental. Facultad de 

Estudios Superiores-Zaragoza, UNAM. CDMX, México. 2Departamento de Ciencias de la Salud. 

Universidad Autónoma Metropolitana-Iztapalapa, UAM. CDMX, México. 3Unidad de Investigación 

en Gerontología. Facultad de Estudios Superiores-Zaragoza, UNAM. CDMX, México.*Tel: 

+56230772; e-mail: carmen.garcia@unam.mx 

 

Introducción. La creciente exposición de las poblaciones humanas a compuestos metálicos 

cancerígenos como los compuestos de cromo hexavalente [Cr(VI)] representa un problema 

de salud cada vez más grave. Se ha descrito que, el Cr(VI) genera estrés oxidante durante su 

reducción intracelular. Mientras que, el resveratrol posee propiedades citoprotectoras y 

quimiopreventivas atribuidas a su potencial antioxidante. 

Objetivo. Evaluar el efecto del resveratrol sobre la apoptosis y la viabilidad celular en ratones 

expuestos a compuestos de Cr(VI). 

Material y Métodos. Grupos de cinco ratones machos Hsd:ICR fueron divididos y tratados 

de la siguiente manera: (i) Control 1, se les administró agua destilada por vía intraperitoneal 

(ip); (ii) Control 2, se les administró etanol al 30% intragastrícamente; (iii) resveratrol 

(diluido en etanol al 30%), 50 mg/kg vía intragástrica; (iv) Cr(VI), se les administró 20 mg/kg 

de CrO3 vía ip; y (v) resveratrol+CrO3, se les adminitró el resveratrol 4 horas antes del 

tratamiento con CrO3. La evaluación de la apoptosis y la viabilidad celular se realizó en 

células nucleadas de sangre periférica a las 48 horas después de la administración de los 

tratamientos1. 

Resultados. La administración sola del resveratrol disminuyó las células apoptóticas totales 

y tempranas. Mientras que, el CrO3 incrementó las células apoptóticas totales, tempranas y 

tardías, así como las células necróticas. De manera similar, en este grupo se disminuyó la 

viabilidad celular, lo que corroboró la citotoxicidad descrita para los compuestos de Cr(VI). 

Cuando se administró el resveratrol cuatro horas previas al tratamiento con CrO3, se recuperó 

la viabiabilidad celular. Sin embargo, se incrementaron de forma significativa la frecuencia 

de células apoptóticas totales y tempranas, incluso, el efecto fue mayor que el observado en 

el grupo tratado solo con CrO3. 

Conclusión. Los resultados sugieren que el resveratrol contribuye en la disminución de la 

citotoxicidad inducida por compuestos de Cr(VI) y en la eliminación de las células con daño 

en el ADN. Proyecto financiado por UNAM mediante la DGAPA PAPIIT-IN224719; IN216122. 

1García-Rodríguez, M.C., et al. (2013). Oxid. Med. Cell Longev. 2013:1-9. 
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Protection of hexavalent chromium-induced genotoxic damage in peripheral blood of 

mice by resveratrol and its relationship to the apoptotic activity 

 

Tonancy Nicolás-Méndez1, Sam Kacew2, Alda Rocío Ortiz-Muñiz3,  

Víctor Manuel Mendoza-Núñez1 and María del Carmen García-Rodríguez1,* 

 
1 Facultad de Estudios Superiores—Zaragoza, Universidad Nacional Autónoma de México 

(UNAM), Mexico City, CDMX, 09230, Mexico. 
2 McLaughlin Centre for Population Health Risk Assessment, University of Ottawa, 

Ottawa, ON, K2G 3G8, Canada. 
3 Departamento de Ciencias de la Salud, Universidad Autónoma Metropolitana (UAM), 

Mexico City, CDMX, 09310, Mexico. 

*Correspondence: carmen.garcia@unam.mx 

 

Resveratrol (3,4′,5-trihydroxy-trans-stilbene) it has high antioxidant potential associated with 

beneficial health effects in the context of neurodegenerative and cardiovascular diseases, as 

well as some types of cancer, diabetes, and obesity-related disorders. The antioxidant effects 

of resveratrol have been attributed to its ability to scavenge reactive oxygen species, and 

notably, resveratrol has been found to prevent DNA damage. Although the effects of 

resveratrol on toxicity induced by metals (e.g., arsenic and copper) has been studied, there 

are no studies evaluating the effects of this polyphenol on hexavalent chromium [Cr(VI)] 

compound-induced genotoxicity. The aim of the present study was to examine the protective 

effects of resveratrol against Cr(VI)-induced genotoxicity in vivo and the underlying 

processes of the apoptosis, which may be involved in preventing Cr(VI)-induced DNA 

damage. Hsd:ICR male mice are divided into groups of the following five individuals each: 

(a) control 1, distilled water; (b) control 2, ethanol 30%; (c) resveratrol, 50 mg/kg by gavage; 

(d) CrO3, 20 mg/kg intraperitoneally; (e) resveratrol+CrO3, resveratrol administered 4 h prior 

to CrO3. The genotoxic damage caused by Cr(VI) was evaluated with the micronuclei (MN) 

assay in erythrocytes of peripheral blood using acridine orange-coated slides. Apoptotic and 

necrotic cells were evaluated using differential acridine orange/ethidium bromide staining. 

The assessment is performed on peripheral blood. Micronuclei kinetics are measured from 0 

to 72 h, while apoptosis were quantified at 48 h. In the CrO3 group, an increase of about 7, 

10, and 5 MN was observed at 24, 48, and 72 h, respectively, which was significantly higher 

than the control C1 (p < 0.001, p < 0.0001, and p < 0.015, respectively). The group treated 

with resveratrol and CrO3 had lower MN frequency than the CrO3 only treatment at all times 

examined. When comparing the effect of treatments on apoptosis, resveratrol reduced the 

frequency of total and early apoptotic cells compared to control groups (p < 0.022 and p < 

0.015, respectively), while CrO3 induced an increased number of total, early, late apoptotic, 

and necrotic cells compared to control groups (p < 0.0001). In the resveratrol+CrO3 mice, 

there were fewer late apoptotic and necrotic cells compared to the CrO3 group (p < 0.001 and 

p < 0.0001, respectively) and an increase in total and early apoptotic cells compared to the 

control group (p < 0.0001) and the resveratrol group. The increase in apoptotic cells and the 

decrease in necrosis further confirmed that resveratrol effectively blocks the actions of 

Cr(VI). Financial support was obtained from DGAPA-UNAM PAPIIT IN216122. 
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