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Resumen

Los compuestos de cromo hexavalente [Cr(VI)] generan especies reactivas de oxigeno
durante su reduccion intracelular que inducen dafio genotoxico, incluyendo la formacion 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 anticancerigenas. Por lo que, el objetivo de este estudio fue examinar la
capacidad del resveratrol para contrarrestar el dafio genético inducido por el Cr(V1), asi como
las posibles vias asociadas a esta proteccién. 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 via oral por sonda intragastrica; (d) CrOs, 20 mg/kg por via
intraperitoneal; (e) resveratrol + CrOg, resveratrol administrado 4 horas antes del CrOz. La
evaluacion se realizd en sangre periférica. La cinética de micronucleos (MN) se midié de las
0 a las 72 horas, mientras que los niveles de reparacion de los aductos 8-OHdG, los
biomarcadores del sistema antioxidante enddgeno y la frecuencia de apoptosis se
cuantificaron a las 48 horas. El resveratrol disminuyo la frecuencia de MN inducidos por el
Cr(VI) y mostrd efectos significativos en los niveles de aductos de 8-OHdG, lo que sugiere
que la reparacion celular podria ser mejorada por este polifenol. La administracion de
resveratrol previo al Cr(V1) restablece las actividades de la glutation peroxidasa y la catalasa
a los niveles del control, acompafado de modificaciones en la actividad de la superdxido
dismutasa y los niveles de glutation. Las propiedades antioxidantes del resveratrol podrian
desempefiar un papel importante en la inhibicién de la genotoxicidad oxidativo inducida por
el Cr(VI). El aumento de las células apoptdéticas y la disminucion de la necrosis confirmaron

que el resveratrol bloquea eficazmente las acciones del Cr(V1).



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(V1)]-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) CrOs, 20 mg/kg intraperitoneally; (e)
resveratrol + CrOs, resveratrol administered 4 hours prior to CrOs. 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(V1).



Introduccion

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, asi como en
algunos tipos de cancer, diabetes y trastornos relacionados con la obesidad (Rauf et al., 2017,
Nicolas-Méndez et al., 2020). Los efectos antioxidantes del resveratrol se han atribuido a su
capacidad para eliminar a las especies reactivas de oxigeno (ERO), activar los mecanismos
de reparacion e inducir apoptosis (Gulgin, 2010; Repossi et al., 2020). En particular, se ha
descubierto que el resveratrol previene el dafio 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 trioxido de arsénico, el arsenito de sodio, el 6xido de cobre, el
cloruro de cromo y el dicromato de potasio en tejido cardiaco, hepatico, renal y ovérico 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 evalten 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
fabricacion de pigmentos, o se encuentra en los gases de escape de los automoviles y en los
productos del tabaco (EPA, 2010; Prasad et al., 2021). La exposicion aguda y cronica a los
compuestos de Cr(VI) se ha asociado con la induccion de cancer en diferentes 6rganos y
tejidos (Shi et al., 1999; Chen et al., 2019). El dafio genotéxico producido durante su
reduccion intracelular puede iniciar y promover la carcinogénesis inducida por el Cr(VI)
mediante la formacién de aductos de ADN, enlaces cruzados (ADN-ADN y ADN-proteina),
sitios abasicos y bases de ADN oxidadas (O’Brien et al., 2003). También se ha descrito que
la induccion de la apoptosis, la inhibicién de los mecanismos de reparacion y la expresion
génica desempefian un papel crucial en el dafio genotoxico generado por la exposicion 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 dafio



al ADN (Garcia-Rodriguez et al., 2014; De Freitas et al., 2020; Sousa et al., 2021).
Particularmente, se ha demostrado que compuestos como los polifenoles desempefian un
papel directo como eliminadores de radicales y quelantes de metales, ademas de ejercer
efectos indirectos al modular los niveles de factores de transcripcion 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 metabdlicos subyacentes, en los que se incluya la reparacion de aductos de la 8-
oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanina (8-OHdG), los componentes del sistema antioxidante
enddgeno y la apoptosis, que pueden estar involucrados en la prevencién del dafio al ADN
inducido por el Cr(\V1).

1. Antecedentes

1.1. Especies reactivas de oxigeno

Aunque el oxigeno es indispensable para la vida de los organismos aerobios, a altas
concentraciones o bajo ciertas condiciones, puede llegar a ser toxico. La toxicidad del
oxigeno se puede explicar por la formacion de ERO, que son més reactivas que el oxigeno
en su estado basal de triplete (Cardenas-Rodriguez 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 generacion de RL (Turrens, 2003; Ye et al., 2015). Los RL son especies
quimicas que contienen uno o mas electrones desapareados en su Ultimo orbital de energia,
ya sea por ganancia o pérdida de un electrén de un no radical, o por la ruptura homolitica de
una molécula. Las principales ERO son: a) las que se producen por la ruptura o la excitacion
del oxigeno [el oxigeno molecular (O2), el ozono (Os), el oxigeno singulete (*02)] y b) las
parcialmente reducidas [peréxido de hidrogeno (H-0-), asi como los radicales superdxido
(O27), hidroperoxilo (HO2"), hidroxilo (*OH), carbonato (COs™), peroxilo (RO2") y alcoxilo
(RO"]. Todas estas moléculas participan en diferentes procesos biolégicos, en donde cada
una tiene distintas propiedades quimicas intrinsecas, como la presencia de electrones
desapareados que intervienen en su grado de reactividad (Valko et al., 2007; Choi et al.,
2019).



1.2. Formacion de especies reactivas de oxigeno

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 Oz posee estos dos electrones en giro paralelo se dificulta tomar dos electrones
libres con giro antiparalelo a la vez, por ello s6lo los puede recibir de uno en uno para cada
orbital molecular externo (reaccion univalente), produciendo asi ERO. Cuando uno de los
electrones desapareados del O, absorbe energia e invierte su rotacion la especie resultante es
el 10,. Existen dos formas del O,: la sigma (X) y la delta (A). La forma T se considera un
RL, debido a que conserva los dos electrones desapareados en los orbitales moleculares
externos (cada electrén en un orbital) como en el caso del O, la diferencia radica en que un
electron tiene giro paralelo y el otro giro antiparalelo. Mientras que la forma A posee dos
electrones apareados en un solo orbital, por lo que no es un RL. Por otro lado, la formacién
del Oz~ ocurre por la reduccion univalente del O, es decir, cuando acepta un electron,
reaccion 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 rapidamente a H2O»,
ya sea de manera esponténea o a través de la reaccion catalizada por la enzima superoxido
dismutasa (SOD). A su vez, el H2O> puede ser totalmente reducido a agua o parcialmente
reducido a *OH (Lushchak, 2014). La formacion del *OH puede lograrse a través de la
reaccion de Haber-Weiss entre el 02"~y el H.O5, y la reaccion de Fenton mediante la catalisis
del H202, con metales de transicion, generalmente hierro (Figura 1). De las ERO generadas,
el *OH es considerado una de las especies oxidantes mas dafiinas debido a su tiempo de vida
media corto y a su alta reactividad (Turrens, 2003; Khorobrykh et al., 2020).

Las vias de generacion de ERO son: la xantina oxidasa (XO), la familia de la nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato (NADPH) oxidasas (NOX’s) y la mitocondria, la cual se
considera como la principal fuente de ERO, producidas principalmente en el complejo I, Il y
I11, 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



considerados como la primera defensa celular (Pisoschi y Pop, 2015; Khorobrykh et al.,
2020).
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Figura 1. Generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) a partir de la reduccion
monovalente del oxigeno molecular (O2). La formacion de ERO se lleva a cabo mediante
una serie de reacciones en secuencia, en donde el producto de una primera reaccion
participa en la generacion de una nueva ERO. Las principales vias de generacion de ERO
son: la xantina oxidasa (XO), la familia de la nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
(NADPH) oxidasas (NOXs) y la cadena de transporte de electrones en la mitocondria (CTE
mt). R1) generacion del radical superoxido (O2'"): se deriva del O2 después de recibir un
electron proveniente de varias oxidasas, o de la cadena de transporte de electrones
mitocondriales (CTEmt). R2) Generacion de especies reactivas de nitrogeno (ERN): en esta
via el O "reacciona con éxido nitrico (NO®) para formar peroxinitrito (ONOQO™). En fase
acuosa, ONOO™ reacciona rapidamente con didxido de carbono (CO.) para generar aniones
radicales de carbonato (CO3™) y didxido de nitrégeno (NOz¢); en la fase hidrofobica, el
acido peroxinitroso (ONOOH) puede sufrir fision homolitica y formar al radical hidroxilo
(*OH) y al NO2+. R3) Generacion de perdxido de hidrégeno (H202): en esta via el 02"~ se
dismuta espontaneamente o por la superoxido dismutasa (SOD) en HO,. La nicotinamida
adenina dinucleotido fosfato oxidasa 4 (NOX4) y la oxidasa dual 1/2 (DUOX1/2) también
pueden dismutar directamente a Oz y H202. R4) Generacion de *OH: a partir de H>02 a
través de las reacciones de Fenton y Haber-Weiss o mediante la conversion del H2O: en
acido hipocloroso (HCIO) por la mieloperoxidasa (MPO). EI HCIO reacciona con Oy~ para
formar <OH. R5) Generacion de radicales lipidicos: la peroxidacion lipidica es
generalmente iniciada por *OH: mediante la extraccion de un hidrogeno alilico del lipido
insaturado que forma al radical lipidico (L*), este reacciona rapidamente con Oy forma un
radical peroxilo lipidico (LOO¢), que extrae un hidrogeno de otra molécula de lipidos
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insaturados (LH) para formar al hidroperdxido (LOOH). NAD™*, nicotinamida adenina
dinucleotido oxidado; NADP*, nicotinamida adenina dinucleotido fosfato oxidado
(modificada de Zhang et al., 2019).

Anteriormente, se creia que las ERO s6lo desempefiaban un papel toxico para la célula, sin
embargo, también se ha demostrado que, desempefian una funcién importante en la
sefializacion y diferentes eventos celulares, como la muerte celular (apoptosis), proliferacion,
diferenciacion, adaptacion metabdlica, activacion de la expresion de proteinas y en la
regulacién del sistema inmunitario (Claro et al., 2019; Khorobrykh et al., 2020). Tal es el
caso del H2O., el cual esta asociado con la sefializacion celular cuando su concentracion se
encuentra en el rango nanomolar. El H2O; puede difundir a través de la membrana lo que lo

convierte en una molécula ideal para la sefializacion 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 interrupcion de la sefializacion redox celular y un dafio
molecular (Jones, 2006; Sies y Jones, 2020). Los seres vivos poseen sistemas altamente
regulados para mantener los niveles de ERO en condiciones fisioldgicas optimas. Sin
embargo, este balance puede perderse bajo ciertas circunstancias como: incremento en los
niveles de compuestos, tanto endégenos como exogenos, que al autooxidarse generan ERO,
disminucién de la concentracion o produccion de antioxidantes de bajo peso molecular,
inactivacién de enzimas antioxidantes, o por la combinacion de dos 0 mas de éstos procesos
(Lushchak, 2012; 2014; Sertan et al., 2015). El estrés oxidativo induce modificaciones
estructurales y funcionales de acidos nucleicos, lipidos y proteinas. La degradacion oxidativa
de lipidos conlleva a la formacion de malondialdehido, 4-hidroxinonenal e isoprostanos a
partir de acidos grasos insaturados. El dafio a las proteinas ocurre por la oxidacion de los
grupos tiol, adicion de grupos carbonilo, oxidacion de las cadenas laterales, fragmentacion,
desnaturalizacion y renaturalizacion erréneas, con la consecuente pérdida de actividad

(Pisoschi y Pop, 2015). Mientras que el dafio 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 dia, en células normales humanas, alrededor de 10,000 lesiones oxidativas en el ADN
(Klaunig y Wang, 2018). Este dafio puede inducir rompimientos de hebra sencilla o doble;
modificacion de bases, en donde la guanina es la mas susceptible a oxidarse formando el
aducto 8-OHdG, el cual es uno de los productos mutagénicos mas abundantes (Lee et al.,
2012; Wang et al., 2015). Ademas, el dafio oxidativo del ADN que no es reparado conlleva
a consecuencias biologicas 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 cancer, asi
como con cardiomiopatias y procesos inflamatorios. En los cuales se altera la funcionalidad
celular, induciendo gran variedad de cambios bioguimicos y fisiologicos como mutaciones,
inestabilidad gendmica, alteracion en la transcripcion y replicacion de genes importantes para
el mantenimiento redox celular, alteracion de la transduccion de sefiales, interrupcién de la
proliferacion celular y la comunicacion intercelular, ocasionados por la activacion de una

reaccion en cadena (Sies y Jones, 2020).

1.4. Estrés oxidativo, dafio al ADN y mecanismos de reparacion

El estrés oxidativo puede afectar la estabilidad del material genético generando lesiones en
el ADN, que estan implicadas en la muerte celular, envejecimiento, mutagénesis y
carcinogenesis (Davies, 2000; Shi et al., 2004; Gomez-Mejiba y Ramirez, 2019). La
generacion de ERO induce diferentes tipos de dafio, incluyendo rompimiento de hebra
(sencilla o doble), intercambio de cromatidas hermanas, entrecruzamientos (ADN-ADN vy
ADN-proteina), alteraciones en los mecanismos de transcripcion, translacion y replicacion
celular, dafios a la pentosa, rearreglos moleculares, sitios abasicos apurinicos vy
apirimidinicos, asi como modificacion de bases (Davies, 2000; Ba y Boldogh, 2018; Gomez-
Mejiba y Ramirez, 2019; Heredia-Garcia et al., 2019). Dentro de las ERO el *OH es
considerado el més reactivo e inestable, puede reaccionar con el ADN mediante su adicion a

los dobles enlaces de las bases (adicion electrofilica) y por la extraccion de un atomo de
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hidrégeno 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 C5y el C6 de las pirimidinas; y al
C4, C5y C8 de las purinas; donde las guaninas son las mas susceptibles al ataque de los RL,
debido a que tienen un potencial de oxidacion mas bajo (el potencial del punto medio es de -
1,17), en relacion con las otras bases (Ba y Boldogh, 2018; Heredia-Garcia et al., 2019). El
producto méas importante de la oxidacién de la guanina es el aducto 8-OHdG. Se ha estimado
que se pueden formar diariamente hasta 100,000 lesiones de 8-OHdAG en el ADN por célula,
lo que la hace una de las lesiones més 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 vy la actividad de las ARN-
polimerasas en un mayor porcentaje que otros aductos. ElI 8-OHdG formado in situ resulta
en una sustitucion G>T, mientras que la incorporacion errénea de 8-OHdGTP produce una
sustitucion A->C. Estas transversiones pueden generar mutaciones si no son reparadas antes
de la replicacion (Cooke et al., 2003; Gomez-Mejiba y Ramirez, 2019). Aunque se ha
descrito que el 8-OHdG tiene una frecuencia de mutacion baja (2.5 a 4.8%) en células de
mamifero, la formacién de lesiones, su persistencia y acumulacién incrementan el indice
mutagénico (Cooke et al., 2003). Cabe sefialar que en diversos estudios se ha observado que
la oxidacion de la guanina se relaciona con diversas condiciones asociadas al envejecimiento,
incluyendo disfuncion de 6rganos y tejidos, asi 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 cancer de mama. Asimismo,
Liou et al. (2017) encontraron un incremento de los niveles de este aducto, en muestras de
células cancerigenas. Ademas, la exposicion 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 induccion de dafio y los mecanismos de reparacion (Evans
et al., 2016; Czarny et al., 2018). Donde la disminucion de la reparacién resulta en niveles
elevados de dafio y consecuentemente en un incremento en el riesgo de desarrollar algin tipo

de patologia, como el cancer. De ahi la importancia de la eliminacion de las lesiones
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oxidativas del ADN para la limitacion de citotoxicidad, mutagénesis y carcinogénesis.
Existen maltiples sistemas para prevenir la formacion de este tipo de dafio y, en caso de
ocurrir el dafio, asegurar su eliminacion con los sistemas enzimaticos especificos. Los
diferentes tipos de dafio al ADN pueden ser reparadas mediante un sistema integrado por 5
principales mecanismos de defensa: (1) reparacion de escision de base (BER); (2)
reparacion por escision de nucledtido (NER); (3) reparacion por apareamiento erréneo
(MISMATCH o MMR); (4) reparacion por recombinacién no homéloga (NHEJ); y (5)
reparacion por recombinacion homologa (HR). La via BER implica la eliminacién de
lesiones individuales mediante la actividad de glucosilasas. Es considerada una de las vias
mas activas, repara la formacion de aductos, bases oxidadas o desaminadas, sitios abasicos y
rompimientos de cadena sencilla (Cooke et al., 2003; Klapacz et al., 2016). En la mayoria de
los casos, la eliminacion de las lesiones oxidativas se lleva a cabo mediante mecanismos
superpuestos, esto permite incrementar la eficiencia de la reparacién del ADN, sin que la
atenuacion o la eliminacion de uno de los mecanismos impida corregir algun tipo de dafio en
particular (Cooke et al., 2003). En este sentido, se han descrito varias rutas para la
eliminacion del aducto 8-OHdG, siendo la via BER la ruta predominante (Dianov et al., 2000;
Pascucci, 2002). La formacion de 8-OHdG in situ da como resultado el apareamiento 8-
OHdG:G,C,T; que es el sustrato para la proteina multifuncional 8-oxo-guanina-glucosilasa
(OGGL). Esta enzima libera al 8-OHdG a través de un mecanismo glucolitico (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
reparacion de 8-OHdG, siendo de gran importancia en la prevencion 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 (hOGGL1) es
importante para el mantenimiento del genoma y la prevencién de tumores. Su deficiencia
contribuye a la acumulacion de dafio 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 homeostatico celular es necesario un equilibrio entre la proliferacion 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, 0 puede ser traumatica, 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 dafio celular inducido por un proceso patogenico (inflamacion y
procesos neurodegenerativos), o por la exposicidn a xenobidticos (Norbury y Hickson, 2001;
Elmore, 2007; Rana, 2008). Asimismo, la apoptosis puede desencadenarse por numerosos
factores incluidas las sefiales mediadas por receptor, disminucién de factores de crecimiento,
los farmacos antitumorales y el dafio al ADN. Tanto la via intrinseca como la extrinseca
pueden activar la apoptosis en respuesta al dafio al ADN. La activacion de la via extrinseca
se debe principalmente a la c-Jun N-terminalcinasa (JNK) y al factor de transcripcion p53
(Magpni et al., 2018). En la via intrinseca se producen sefiales intracelulares que se propagan
a través de las mitocondrias. En esta via, Ataxia Telangiectasia Mutada (ATM) y ATM-Rad3
(ATR), promueven la activacion de p53, mediante acetilacion. Posteriormente p53, activa a
las proteinas pro-apoptoticas 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 mas importantes de proteinas
involucradas en la apoptosis que participan en todas las vias con actividades tanto pro-
apoptoticas como anti-apoptoticas (Taylor et al., 2008; Mcllwain et al., 2013; Grilo y
Mantalaris, 2019).

Las multiples vias que desencadenan la apoptosis, finalmente, convergen como un solo
mecanismo, que implica la participacion de la mitocondria (D’ Arcy, 2019). En este sentido,
en diversos estudios se han descrito que la disfuncion mitocondrial es uno de los mediadores
mas 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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etal., 2018; Yuetal., 2018; Hao et al., 2019; Liu et al., 2019). Por otro lado, la acumulacion
de ERO puede inducir cambios en el ciclo celular mediante la expresién de proteinas,
activando proto-oncogenes, inactivando genes supresores de tumores, y mediante el dafio al
ADN nuclear o mitocondrial (Matés y Sanchez-Jiménez, 2000; Circu y Aw, 2010).
Diferentes niveles de dafio al ADN pueden promover diversas respuestas celulares. Bajos
niveles de dafio activan a los mecanismos de reparacion; mientras que, niveles mas elevados,
inducen la muerte celular. Cabe mencionar que p53 desempefia un papel fundamental en esta
respuesta, estimulando la detencién del ciclo celular para promover la reparacion o
desencadenar la apoptosis (Redza-Dutordoir y Averill-Bates, 2016). Adicionalmente, se ha
descrito que el sistema antioxidante enddgeno, también esta relacionado con la induccién de
apoptosis, mediante la disminucion de su actividad (Schafer y Buettner, 2001; Circu et al.,
2008; Taylor et al., 2008; Circu y Aw, 2010). Por otro lado, la exposicion de ciertos
xenobidticos también puede desencadenar la apoptosis. Por ejemplo, los metales de
transicién como el Cromo (Cr), el cadmio (Cd) y el niquel (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 generacion de ERO y el dafio al
ADN (Rana, 2008).

Para evitar la replicacion del ADN dafiado, todos los organismos han desarrollado una red de
vias moleculares que detecta las lesiones y, dependiendo de la gravedad las repara, promueve
la senescencia celular, o induce la apoptosis. Asi, la activacion correcta de esta via es
importante para la prevencion de mutaciones y cancer (Tang et al., 2019).

Dependiendo del tipo o el grado del estimulo, las células pueden desencadenar apoptosis o
necrosis; estos dos procesos pueden ocurrir de manera independiente, simultanea, o
secuencialmente (D’Arcy, 2019). La necrosis se caracteriza principalmente por la ausencia
de activacioén de caspasas, liberacion del citocromo c, fragmentacion del ADN y ausencia de
fagocitosis. En este sentido se ha descrito que, en ausencia de fagocitosis, las células
apoptoticas se vuelven necroticas secundarias (Krysko et al., 2008). Durante la muerte celular
por necrosis hay inflamacion celular, pérdida de la integridad de las membranas
mitocondriales, peroxisomales y lisosdmicas, y ruptura de la membrana plasmatica, 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 estimulo y dafio a la célula son elevados (Halliwell y Gutteridge,
2015). Por otro lado, durante la apoptosis los estimulos internos o externos inician una serie
de reacciones controladas, que finalmente conducen a la muerte celular. Las células
apoptoticas se caracterizan por la contraccion y condensacion celular, la fragmentacién de la
cromatina, el colapso del citoesqueleto, y la formacién de cuerpos apoptéticos.
Posteriormente, los cuerpos apoptoticos son fagocitados para impedir una reaccién inmune
mientras que se reciclan nutrientes utilizables. Por lo que, la eliminacion de células dafiadas
mediante apoptosis, representa una ventaja sobre la necrosis. De ahi 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 cronicamente a los contaminantes ambientales, con
frecuencia se observa un aumento en la prevalencia de las enfermedades cronico-
degenerativas (De Vizcaya y Del Razo, 2008). Entre los contaminantes quimicos
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 dafio a los organismos, como
toxicidad en las células, tejidos u 6érganos, asi como también genotoxicidad y
carcinogenicidad, debido a que son capaces de incrementar la formaciéon de RL y generar
estrés oxidativo (Jomova y Valko, 2011). Se ha observado, que la exposicion a metales se da
principalmente a través del suelo, agua, aire y por productos de consumo, lo cual incrementa
el riesgo de exposicidon a nivel global. La toxicidad de estos elementos se debe a la facilidad
con que reaccionan con moléculas organicas, especificamente con sus grupos sulfhidrilo,
radicales amino, fosfato, carboxilo e hidroxilo. El resultado de estas uniones ocasiona
principalmente, alteracion metabdlica, estrés oxidativo y genotoxicidad (Navarro-Avifio et
al., 2007).
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La toxicidad y el comportamiento oxidativo de los metales pesados en las células esta
determinado por la reaccién quimica de Fenton y el ciclo de Haber-Weiss, en las que
participan el radical O>"" y el H202 en la formacion del «OH (Figura 2) (Valko et al., 2005).

\

Reaccién de Fenton
Fe?* + H,0, = Fe® + *OH + OH~

Ciclo de Haber-Weiss
0, + H,0, 20, + H,O + *OH
H+

- /

Figura 2. Reacciones de Fenton y Haber-Weiss, en las que se produce el radical hidroxilo
(*OH). Fe?*, ion hierro (11); Fe3*, ion hierro (111); H20, agua; H202, perdxido de hidrégeno;
H*, ion hidrégeno; Oz, oxigeno; OH™, ion hidroxilo; O2"~, radical superoxido.

Muchos metales como los compuestos del Cr son conocidos por inducir dafio celular,
inflamacion y varios tipos de cancer (higado, rifion, pulmén, prostata y piel). Los principales
efectos bioldgicos del Cr estan relacionados con los compuestos del cromo trivalente [Cr(111)]
y hexavalente Cr(VI), lo cuales son producidos principalmente por actividades
antropogeénicas. Mientras que el Cr(I11) es un micronutriente importante interviniendo en el
metabolismo de azlcares y grasas, el Cr(VI) presenta efectos toxicos y carcinogénicos (Lee
etal., 2012).

1.7. Cromo hexavalente

Los compuestos de Cr(V1) son ampliamente utilizados en procesos industriales y comerciales
incluyendo galvanoplastia, acabado de metales, curtido de cuero, procesamiento de
minerales, refinacion de petréleo, manufactura de textiles, preservacion de la madera,
elaboracion de pulpa y fabricacion de productos quimicos inorgéanicos y organicos (Thacher
et al., 2015). La exposicion ocupacional al Cr(VI) por inhalacién depende de la industria 'y

la funcion laboral, pero puede alcanzar varios cientos de microgramos por metro cubico. Sin
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embargo, estas exposiciones estimadas se han reducido significativamente en las dltimas
décadas a medida que se implementaron las practicas de higiene industrial y los controles de
los trabajadores. Por otro lado, la exposicién ambiental a compuestos de Cr(VI1) se produce
por las emisiones de automoviles, el humo del cigarro, agua y alimentos contaminados. En
este sentido, el Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (IARC, por sus siglas
en inglés) estimd 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) estan concentrados solo en algunas regiones como areas
cercanas a vertederos, sitios de eliminacion de desechos peligrosos, industrias de cromato y
carreteras. De acuerdo con el Statista Research Department, en el afio 2020 se produjeron
mundialmente 30.9 millones de toneladas métricas (TM) de Cr (Statista Research
Department, 2021), alcanzado para el afio 2021, 41 millones de TM (Pistilli, 2022). Siendo
Sudafrica, Kasajistan, Turquia, India y Finlandia, los principales paises de produccion de Cr
(Pistilli, 2022). En general, las poblaciones estan 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 exposicion a Cr(VI1) se presentan por inhalacion y por consumo de
alimentos, en donde el contenido de este metal varia ampliamente y depende del
procesamiento y preparacion (Nickens et al., 2010). Mientras que, los trabajadores de la
industria relacionada con compuestos de Cr(VI1) pueden estar expuestos a concentraciones
hasta 2 6rdenes de magnitud mas elevados que la poblacion general. La exposicion por
inhalacion genera irritacion del tracto respiratorio, perforacion del septum nasal, bronquitis
cronica, decremento de la funcion pulmonar, neumonia, asi como efectos carcindgenos
(O’Brien et al., 2003; Jomova y Valko, 2011).

El Cr(VI) ha sido categorizado dentro de los principales carcindgenos para el ser humano,
como consecuencia de su reactividad en los sistemas biolégicos (Flora, 2014). Los
compuestos de Cr(VI) son los mas toxicos debido a su reduccion intracelular a Cr(l11) que
genera ERO, esta reduccion es considerada el mecanismo mas importante de la toxicidad del
Cr(VI) (Wu et al., 2000; Jomova y Valko, 2011; Flora, 2014). En los sistemas biol6gicos el
Cr(V1) es encontrado en forma de anion cromato, el cual es similar a los sulfatos y fosfatos,
lo que favorece su transporte a través de los canales anionicos al medio celular (Figura 3)
(Bridges y Zalapus, 2005; Wise y Wise, 2012). Dentro de la célula el Cr(VI1) puede ser
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reducido por moléculas como NADPH, glutation (GSH), citocromo p450 o aldehido oxidasa;
esta reduccion puede llevarse a cabo en el reticulo endoplasmatico, la mitocondria, la
membrana plasmatica o el nlcleo celular (O’Brien et al., 2003). EI 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(V1), la velocidad de
esta reaccion es cinéticamente mas 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(I11)-GSH (O’Brien et al.,
2003).

El Cr(VI1) no interacciona directamente con el ADN, pero puede dafiar a esta molécula al
generar ERO durante su reduccién, las cuales pueden ocasionar dafio oxidativo (Wise y Wise,
2012). Se ha descrito que la generacion de *OH, Oz~ y H20; se lleva cabo tanto por la via
Haber-Weiss como por la reaccion de Fenton (Lee et al., 2012). Ademas el Cr(I11) originado
durante la reduccion del Cr(V1), tiene una gran afinidad por las bases y fosfatos del ADN y
puede producir aductos ADN-Cr, generacion de bases oxidadas, ruptura de las cadenas de
ADN, formacién de complejos por uniones ADN-ADN vy de sitios apurinicos/apirimidicos,
asi como induccion de enlaces cruzados o interacciones del ADN con proteinas (Hanahan y
Weinber, 2000; Jomova y Valko, 2011).
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Figura 3. Metabolismo del cromo hexavalente [Cr(VI)] y su genotoxicidad. Asc, acido
ascorbico; Cr, cromo; CrV'042-, cromato (VI); Cys, cisteina; GSH, glutation; H20.,
peréxido de hidrégeno; SO4%, ion sulfato; (tomada de Jomova y Valko, 2011).

1.8. Eliminacion de especies reactivas de oxigeno: sistema antioxidante enddgeno

Los sistemas bioldgicos y en general todos los organismos aerobios, utilizan una amplia
variedad de moléculas antioxidantes para tratar de minimizar el dafio que producen las ERO
(Davies, 2000; Lushchak, 2014; Cadet y Davies, 2017). El concepto biol6gico de
antioxidante hace referencia a algln compuesto que, en una baja concentracion comparada
con la del sustrato oxidante, es capaz de retrasar o prevenir la oxidacion del sustrato. La
actividad antioxidante implica la atenuacion del estrés oxidativo, la inhibicion de mutaciones,
disminucion de la alteracion de vias de sefializacion y otros parametros de dafio celular. Se
ha descrito que los antioxidantes pueden contrarrestar los efectos de las ERO, asi como la
incidencia de cancer y otras enfermedades degenerativas (Godic et al., 2014; Pisoschi y Pop,
2015). La clasificacion de estos antioxidantes se basa, principalmente, en sus caracteristicas:
enzimaticas y no-enzimaticas; preventivas o de reparacion; enddgenas o exogenas; 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. EI primer grupo comprende a sustancias quimicamente
diferentes como el &cido Urico y el GSH, asi como los que pueden obtenerse por medio de la
dieta (acido ascorbico, tocoferoles, carotenoides, antocianinas y polifenoles). Dentro de los
antioxidantes de alto peso molecular se encuentran enzimas como: SOD, catalasa, glutation
peroxidasa (GPx) y glutation S-transferasa (GST) (Davies, 2000; Valko et al., 2007). Por
otro lado, el sistema de defensa antioxidante enddgeno en los sistemas vivos se categoriza en
enzimaticos y no enzimaticos. Dentro del grupo de los enzimaticos se encuentran: SOD,
catalasa, GPx, glutation reductasa (GR), tiorredoxinas (Trx), peroxirredoxina (Prx) y GST.
Mientras que, en el grupo de los no enziméticos esta el GSH, el &cido Urico, la bilirrubina, la
melatonina, la coenzima Q, la ferritinay la ceruloplasmina (Davies, 2000; Birben et al., 2012;
Pisoschi y Pop, 2015; Ye et al., 2015). En las células, una pequefia fraccion de la reduccion
bioldgica total del O, se produce por una via univalente, en donde el O2 es el primer
intermediario, siendo capaz de iniciar la formacion en cadena de ERO (Lushchak, 2014). El
dafio potencial del O, es contrarrestado por la SOD (Figura 4). Dado que el O>" es la
principal ERO producida, su dismutacion 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 ndcleo y la
membrana plasmatica; 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 H.O>, puede ser dismutado por catalasa o reducido por
diferentes peroxidasas, como la GPx. Si GPx es utilizada para inactivar el H.O,, deben
mantenerse los niveles de GSH, para esto el GSSG (glutation 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 formacion de conjugados con GSH, para la desintoxicacion
de xenobioticos (Figura 4) ademas, inactiva metabolitos secundarios, como: aldehidos
insaturados, epdxidos e hidroperoxidos (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 funcion antioxidante de GSH se presenta al
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ser cofactor de enzimas antioxidantes como GPx y GST, y al intervenir en la generacion de
las formas activas de antioxidantes importantes como las vitaminas C y E (Valko et al.,
2007). El GSH es un tripéptido (glutamina, cisteina y glicina) que existe en concentraciones
milimolares dentro de las células. Es un antioxidante intracelular critico que participa en
reacciones de biotransformacion con enzimas de fase Il. Se ha descrito que el GSH es el
mayor antioxidante soluble presente en la célula, encontrdndose en concentraciones altas en
el citosol, el nacleo y la mitocondria en donde sus niveles son ajustados para condiciones y
vias especificas (Birben et al., 2012; Lushchak, 2014). La accion de todos estos antioxidantes
puede ser categorizada en 4 lineas principales de defensa, en donde se suprime la formacion
de ERO, se inhiben las reacciones en cadena de formacion, mediante la donacion de
electrones, se repara el dafio y se activan los mecanismos de reparacién (Ighodaro, 2018;
Ighodaro y Akinloye, 2018). Asi, todo el sistema de defensa antioxidante trabaja en conjunto
para ajustar a niveles éptimos la produccién de ERO (Lushchak, 2014; Ye et al., 2015). Sin
embargo, actualmente, no se conoce alguna via del sistema antioxidante para la eliminacion
directa del *OH; siendo la prevencion de su formacion la mejor via para proteger a los
organismos vivos de los efectos deletéreos de este radical. De ahi que, se ha propuesto la
capacidad antioxidante de los polifenoles, como un mecanismo adaptado para impedir la
formacion de *OH (Lushchak, 2014). En este sentido, en diversos estudios se ha descrito que
la suplementacion con polifenoles, particularmente el resveratrol, inhiben la formacion de

ERO, y modula el sistema antioxidante enddgeno (Hu et al., 2011; Pisoschi y Pop, 2015).
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Figura 4. Vias principales del sistema antioxidante enddgeno. El dafio potencial del radical
superéxido (O2™7) es contrarrestado por la superéxido dismutasa (SOD). Dado que el Oz~
es la principal especie reactiva de oxigeno (ERO) producida, su dismutacion a peroxido de
hidrogeno (H20>) es primordial para las células. El H>O>, puede ser dismutado por catalasa
0 reducido por la glutatién peroxidasa (GPx). Si GPx es utilizada para inactivar el H203,
deben mantenerse los niveles de glutation (GSH), para esto el glutation oxidado (GSSG), es
de nuevo reducido por la glutation reductasa (GR). La glutation S-transferasa (GST) cataliza
la formacion de conjugados con GSH, para la desintoxicacion de xenobiéticos. CTE mt;
cadena de transporte de electrones mitocondrial; Cl-, cloruro; DUOX, oxidasa dual; Fe?*,
ion hierro (I1); Fe®*, ion hierro (I11); HCIO, &cido hipocloroso; H20, agua; H*, ion
hidrégeno; LH, lipasa hepdtica;, LOO-, lipido peroxil radical; LOOH, lipoperdxido; MPO,
mieloperoxidasa; NADP™*, nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidado; NAD®,
nicotinamida adenina dinucleodtido oxidado; NADH, nicotinamida adenina dinucledtido;
NADPH, nicotinamida adenina dinucledtido fosfato; NOX, nicotinamida adenina
dinucledtido 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 mas numerosos e importantes de metabolitos secundarios de plantas, los cuales
son parte esencial de su fisiologia y morfologia debido a que estan involucrados en el
crecimiento y reproduccion, ademas de proveer proteccion contra la radiacion ultravioleta,
resistencia a patdgenos y predadores (Islam et al., 2021). Se han descrito mas de 8,000
polifenoles distintos clasificados de acuerdo con su estructura quimica bésica, es decir, por

el nimero de anillos fendlicos que contienen o el tipo de sustituyente unido a éstos. De los

24




polifenoles actualmente descritos se considera que los flavonoides, lignanos, estilbenos y
acidos fenolicos, son los que se encuentran mas 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 habitos
y preferencias de la poblacion (Clifford, 2004), por lo que el valor medio de consumo en el
mundo se estima en 23 mg/dia, aunque los paises asiaticos han llegado a informar un
consumo de hasta 40 mg/dia (Heim et al., 2002; Martinez-Flérez et al., 2002; Siy Liu, 2014).

1.9.1. Biodisponibilidad y metabolismo

La biodisponibilidad de los polifenoles no siempre esta relacionada con los méas 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 digestion, absorcion, metabolismo y excrecién de un compuesto después de su
ingestion (Dabeek y Marra, 2019). Asi, la actividad intrinseca de los polifenoles dependera
de su absorcion en el intestino, asi como de la rapidez de su metabolismo o excrecién
(Manach et al., 2004).

Después de la administracion de polifenoles, algunos de ellos se absorben en el estdmago,
mientras que otros compuestos como catequinas, flavanoles y flavonas en el intestino
delgado. En general, la absorcion de fenoles y sus correspondientes glucésidos, esta
relacionada con la escision y liberacion de la aglicona, como resultado del metabolismo
microbiano y la actividad de las enzimas digestivas (Teng y Chen, 2019). Ademas, el limite
y la velocidad de absorcién de los polifenoles en el intestino se deben a su estructura quimica.
Generalmente, las agliconas pueden absorberse en el intestino delgado, pero los polifenoles
presentes en forma de ésteres, glucdsidos o polimeros no pueden absorberse en su forma
nativa. Por lo tanto, son hidrolizados por las enzimas intestinales, como las B-glucosidasas y
la lactasa-florizina hidrolasa, o por la microflora colonica, y luego adsorbidos. Asi, las formas
de polifenoles que estan presentes en la sangre y los tejidos son diferentes de las presentes

en los alimentos (Cipolleti et al., 2018). Aproximadamente, sélo el 5% del total de
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polifenoles ingeridos diariamente alcanzan la circulacién sanguinea 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 ingestion (Lee, 1995; Di Lorenzo et al., 2021).

1.9.2. Actividad antioxidante

Los mecanismos de la actividad antioxidante de los polifenoles estan determinados
principalmente por su estructura quimica, su configuracién y el namero total de grupos
hidroxilo (OH) (Cipolleti et al., 2018). Para que un compuesto polifendlico pueda ser
considerado como un antioxidante debe estar presente en una baja concentracion comparado
con la del sustrato oxidante, ser capaz de retrasar o prevenir la oxidacién del sustrato y que
los radicales secundarios formados sean estables (Gulcin, 2020). Este mecanismo se debe,
principalmente, a que pueden donar un electron y/o d&tomos de hidrogeno para detener la
reaccion quimica y reducir asi el dafio al ADN, la alteracion de lipidos y proteinas, y la tasa
de mutaciones (Pisoschi y Pop, 2015; Siti et al., 2015). La accién antioxidante comprende
no solo la captura de RL, sino también previene su formacién, inhibe su propagacion y
estimula los procesos de reparacion celular (Gulcin, 2020). Se ha establecido que un
antioxidante ideal es aquel que es rapidamente absorbido, que puede prevenir o eliminar la
formacion de ERO, reducir los iones metalicos y activar factores de transcripcion para inducir
la expresion de enzimas (Lopéz-Alarcon y Denicola, 2013; Poljsak et al., 2013).

Se ha descrito, que los polifenoles pueden activar el sistema antioxidante enddgeno, al
interactuar con ciertas vias de sefializacion celular que incrementan la expresion del sistema
enzimatico y no enzimatico (Nani et al., 2021). En este sentido, la medida de la capacidad
antioxidante considera la accion acumulativa y sinérgica de todos los antioxidantes presentes
en el plasma y los fluidos corporales proporcionando asi un pardmetro integrado que puede
ayudar en la evaluacion de factores fisiologicos, ambientales o nutricionales que afectan el
estado redox in vivo (Ghiselli et al., 2000; Huang et al., 2005; Lopez-Alarcon 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 mas de 70 especies de plantas en respuesta a infecciones flangicas, estrés, lesiones
mecanicas y la radiacion UV (Hasan y Bae, 2017). La sintesis de esta molécula en las plantas
es catalizada por la resveratrol sintasa en la via de los fenilpropanoides en un proceso similar
al de los flavonoides (Kapetanovic et al., 2011). Su estructura quimica presenta dos anillos
de fenol (monofenol y difenol) unidos por un doble enlace de estireno, ademas de tres grupos
OH que participan en la eliminacion de RL y la quelacion de metales (Caruso et al., 2004;
Gulgin, 2010). El resveratrol existe tanto en su forma trans como en su isémero cis, siendo

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

=

trans-resveratrol cis-resveratrol

OH HO

Figura 5. Estructura quimica trans y cis del resveratrol.

El resveratrol se encuentra en altas concentraciones en las uvas, arandanos, bayas, pistachos,
cacahuates y como suplemento alimenticio (Baur y Sinclair, 2006; Kursvietiené et al., 2016;
Pannu y Bhatnagar, 2019). Las concentraciones de resveratrol varian notablemente entre las
especies de plantas. En los ardndanos, por ejemplo, las concentraciones de resveratrol se
aproximan a s6lo 32 ng/g, en comparacion 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 concentracion promedio de 0.1-14.3 mg/I, la cual depende de diversos factores
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como la variedad de uva, las condiciones del suelo, el clima o la radiacién UV (Carter et al.,
2014).

En diversos estudios se ha demostrado que el resveratrol tiene multiples efectos benéficos
para la salud, principalmente, por sus propiedades cardioprotectoras, antiinflamatorias,
hipoglucemiantes, neuroprotectoras y anticancerigenas (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 bioldgicas del resveratrol se han atribuido a sus mecanismos antioxidantes
que dependen, principalmente, del nimero y posicion de sus grupos OH que le permiten
eliminar a los RL (02~ y *OH), inhibir la oxidacion lipidica, reducir la formacion de
hidroperdxidos e interaccionar con el sistema antioxidante enddgeno, incrementando la
actividad catalitica de enzimas como GPx, GR, GST, catalasa y SOD, o manteniendo la
concentracion intracelular de los antioxidantes no enzimaticos (De la Lastra y Villegas, 2007;
Mukherjee et al., 2010; Mojica-Villegas et al., 2014; KurSvietiené et al., 2016). Otro
mecanismo observado, es la prevencion del dafio al ADN, mediante su interaccion con los
mecanismos de reparacion (OGG1), la activacién de enzimas de fase Il para la
desintoxicacion de carcindgenos o mediante la inhibicion de ERO (De la Lastra y Villegas,
2007). También se ha descrito que el resveratrol inhibe la formacién de aductos de ADN,
inducidos por diversos agentes quimicos. Este mecanismo es importante debido a que estas
alteraciones son responsables de la fase de iniciacion de la formacién de tumores (Zhang et
al., 2013). Asimismo, pueden modular diversos mecanismos fisiolégicos de supervivencia o
muerte celular, a través de la regulacion de la expresion de genes y vias de sefializacion (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 metalicos. En
este sentido, se ha informado que el tratamiento previo con resveratrol modifica los niveles
de 8-OHdG en el ADN inducidos por Cr(l11), de manera dosis dependiente; proponiendo la
eliminacion del *OH y la activacion de los mecanismos de reparacion del ADN como posibles
vias de proteccion (Burkhardt et al., 2001). En otro estudio, Banu et al. (2016) describen que
el resveratrol es capaz de reducir los niveles de H20- y la peroxidacion lipidica, asi como
incrementar la expresion de enzimas antioxidantes en tejido ovarico de ratas expuestas a
Cr(VI).
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El resveratrol posee multiples propiedades benéficas y por esta razon se ha descrito como un
potente antioxidante. Sin embargo, también se ha observado que posee efectos prooxidantes,
los cuales tienen importancia clinica relevante. Este efecto prooxidante se ha atribuido a la
concentracion utilizada de resveratrol asi como al modelo de estudio (De la Lastray Villegas,
2007; Kursvietiené et al., 2016; Arcanjo et al., 2018). Se ha considerado que los efectos
prooxidantes del resveratrol podrian explicarse por la formacidn de radicales intermediarios
durante su autooxidacion (Mikuta-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 lineas celulares de cancer, se ha propuesto como un mecanismo
anticancerigeno (De la Lastra y Villegas, 2007). De ahi que, muchos de los estudios que
utilizan tratamientos con dosis altas de resveratrol evallen su efecto prooxidante como
tratamiento contra el cancer (Kursvietiené et al., 2016). Asimismo, se ha observado el efecto
prooxidante del resveratrol en presencia de iones de Cu, atribuyendo a este metal los efectos
citotdxicos observados (Ahmad et al., 2005; De la Lastra y Villegas, 2007; Kur$vietiené et
al., 2016).

1.11. Evaluacién de dafio genotoxico

La evaluacién de dafio genotoxico se realiza para identificar agentes contaminantes que
representan un riesgo para la estabilidad del material genético, asi como compuestos
propuestos para uso terapéutico y sustancias que podrian ser capaces de regular o reducir los
efectos mutagénicos de algunos productos quimicos (Sloczynska et al., 2014). Los ensayos
de prueba para la deteccidn de dafio genotoxico, se pueden agrupar dependiendo del tipo de
alteracion 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, aungque normalmente
permiten al individuo sobrevivir y reproducirse, con lo cual las mutaciones génicas se pueden
establecer y heredar a las siguientes generaciones. Se detectan mediante procesos de
secuenciacion de muestras de ADN (Cole y Skopek, 1994).
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b) Alteraciones en la integridad del ADN: son lesiones pre-mutagénicas, como la formacion
de aductos, ligamientos cruzados intra e inter banda y rompimientos de una o dos hebras.
Estas alteraciones pueden ser reparadas enzimaticamente, por lo que si esto ocurre no
constituyen mutaciones heredables. Algunas de las pruebas que las detectan son la
determinacion de aductos en el ADN vy la electroforesis unicelular alcalina (ensayo cometa)
(Hemmink et al., 1994).

c) Aberraciones cromosémicas (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
aneuploidias y poliploidias, estos cambios cominmente ocasionan una falta de equilibrio
genetico drastico, y letalidad en las etapas tempranas del desarrollo, aunque también hay
alteraciones numéricas viables. En ambos casos, un analisis del cariotipo permite detectar
este tipo de dafios (Bender, 1980).

Para evaluar dafio genotdxico se recomienda iniciar con ensayos de tamizaje como los son
los de mutaciones, ensayos in vitro empleando células de mamiferos (frecuencia de AC), in
vivo empleando médula ésea o sangre periférica (frecuencia de micronucleos (MN)) (Krishna
y Hayashi, 2000).

1.11.1. Micronucleos

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, asi como para evaluar
las AC numéricas y estructurales, y efectos citotdxicos (Schmid y Ledebur, 1973; Krishna 'y
Hayashi, 2000; Rocha et al., 2011). Un incremento en la frecuencia de MN en animales
tratados con agentes quimicos, indica que éstos son inductores de dafio cromosdémico
(Hayashi et al., 2000; Fenech et al., 2016).
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Un MN es un pequefio cuerpo de cromatina, formado por fragmentos de cromosomas o por
cromosomas completos que durante la anafase de la mitosis no se incorporaron dentro del
nacleo de las células hijas, consecuentemente el MN que se forma puede visualizarse en el
citoplasma (Figura 6) (Schmid y Ledebur, 1973).
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Figura 6. Mecanismos de formacion de micronucleos (modificada de Terradas et al., 2010).

Los MN pueden ser evaluados en diferentes tipos celulares como: mieloblastos, mielocitos,
medula Gsea de raton (eritrocitos) o en eritrocitos de sangre periférica, células binucleadas
(linfocitos) inducidas mediante citocalasina B, asi 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 facilmente, ya que son de forma redonda con un
didmetro de alrededor de 1/20 a 1/5 de un eritrocito (Krishna y Hayashi, 2000; Sommer et
al., 2020).
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La visualizacion de los MN en células eritroides es facil, ya que carecen de un nucleo
principal. Entre estas células se distinguen claramente a los eritrocitos policromaticos (EPC)
que aun conservan el ARN ribosémico y a los eritrocitos normocromaéticos (ENC) que ya
perdieron el ARN ribosdmico 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. 8-0x0-7,8-dihidro-2’desoxiguanosina

El dafio oxidativo del ADN es de las modificaciones mas estudiadas debido a su grado
mutagénico. Se han descrito varios productos de oxidacion del ADN, pero el bajo potencial
redox de la guanina la convierte en la méas susceptible a la oxidacion (Larsen et al., 2019).
La lesion 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 dafio oxidativo del ADN y su reparacién, 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 mayoria de las lesiones oxidativas en el
ADN. Este radical reacciona principalmente con los &tomos C8 de las purinas, ocasionando
la oxidacién de nucleosidos e induciendo la formacion de aductos como el 8-OHdG, que a
su vez pueden generar transversiones de guanina por timina durante la replicacion (Pilger y
Ridiger, 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 Rudiger, 2006;
Ock et al., 2011). Existen diferentes técnicas para llevar a cabo la medicion del aducto 8-
OHdG, uno de los mas utilizados es el ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA) (Hnasko, 2015), el cual consiste en utilizar un anticuerpo anti-8-OHdG monoclonal,

un anticuerpo secundario y sustrato colorimétrico de deteccion. El anticuerpo monoclonal 8-
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OHdG se une competitivamente al 8-OHdG inmovilizado en pocillos pre-cubiertos y en
solucidn. 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 deteccion del anticuerpo
retenido se realiza usando un conjugado de peroxidasa de rabano (HRP) o de
acetilcolinesterasa (AChE) y sustrato colorimétrico (Figura 7). Una de las ventajas de utilizar

esta técnica es que puede ser realizada facilmente (Pilger y Rudiger, 2006).
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Figura 7. El ensayo por inmunoabsorcion 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 concentracion del conjugado de 8-OHdG (trazador) se mantiene
constante mientras que la concentracion de 8-OHdG varia, la cantidad de trazador que
puede unirse al anticuerpo monoclonal 8-OHdG sera inversamente proporcional a la
concentracion de 8-OHdG en el pozo. Este complejo de anticuerpo-8-OHdG se une a la 1IgG
anti-raton 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 reaccion enzimatica tiene un color distintivo y se
absorbe a 412 0 450 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 incubacién. HRP, peroxidasa
de rabano (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
dafadas, infectadas o transformadas (Norbury y Hickson, 2001). La apoptosis comienza por
la activacion de un programa intrinseco o extrinseco y se caracteriza por el mantenimiento
de las membranas celulares intactas permitiendo asi su eliminacién por fagocitosis; se
considera un proceso en el cual la muerte celular es iniciada y completada de una manera
ordenada mediante una serie de cambios bioquimicos y morfoldgicos, incluyendo la
activacion de caspasas, encogimiento celular, condensacion de la cromatina y degradacion
nucleosomal (Tait y Green, 2012; Forbes-Hernandez et al., 2014). Las celulas que sufren
apoptosis exhiben una morfologia caracteristica que incluye condensacion citoplasmatica y
nuclear, el rompimiento especifico de proteinas celulares, la fragmentacion de la célula en
cuerpos apoptoticos, y el rompimiento del ADN en fragmentos oligonucleosémicos que
posteriormente son fagocitados por macréfagos o incluso por células vecinas (Ramirez y
Rojas, 2010; Taity Green, 2012).

Para que una célula sea inducida a morir por apoptosis se necesita que dicha célula deje de
recibir sefiales de supervivencia y comience a recibir las de muerte. Estas Gltimas son muy
diversas: elevados niveles de oxidantes en el interior de la célula; lesién del ADN por
oxidantes, luz ultravioleta, radiaciones ionizantes, farmacos quimioterapéuticos. Siendo la
apoptosis un proceso activo y estrictamente regulado. Existen diversos activadores como
citocromo ¢, smac/diablo, factor inductor de la apoptosis (AIF) y Baculovirus inhibidor de la
apoptosis (BIR3); asi como reguladores negativos: proteina inhibidora de la apoptosis (IAP),
proteina de choque térmico (Hsp), Bcl-2 y BclXL, etc. (Figura 8) (Forbes-Hernandez et al.,
2014).
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Figura 8. Cambios morfoldgicos caracteristicos de la apoptosis. TNF, factor tumoral de la
necrosis (tomada de Robbins y Cotran, 2010).

El andlisis de la muerte celular puede ser llevado a cabo tanto en sistemas in vivo como in
vitro con diversos métodos, como la tincion diferencial con fluorocromos, que permiten la
adecuada distincion 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 exposicién de las poblaciones humanas a agentes genotéxicos como los compuestos de
Cr(VI) se harelacionado con el desarrollo de algunos tipos de cancer. Uno de los principales
mecanismos de dafio 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
linea de investigacion se observd que el resveratrol es capaz de disminuir las frecuencias de
MN inducidos por compuestos de Cr(VI1). De ahi que, en el presente trabajo, ademas de
evaluar la proteccion del dafio al ADN, se estudiaron las posibles vias subyacentes de
proteccion del dafio al ADN inducido por Cr(V1).

3. Hipotesis

Si el resveratrol posee potencial antioxidante que podria modular el sistema antioxidante
enddgeno, ademas de neutralizar a las ERO, y se ha observado in vitro que puede activar
enzimas de reparacion de dafio oxidativo en el ADN, entonces, se espera que la proteccion
del resveratrol sobre el dafio genotdxico inducido por CrOsz esté mediada por la regulacion
del sistema antioxidante endogeno (SOD, GPx, catalasa y GSH) y la activacion de la
reparacion del aducto 8-OHdG, ademas de la apoptosis como via de eliminacién de células
con dafio en el ADN.

4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Estudiar los efectos protectores del resveratrol contra la genotoxicidad inducida por el Cr(V1)
in vivo y los procesos metabolicos subyacentes, incluyendo la reparacion de aductos de 8-
OHdG, los componentes del sistema antioxidante enddgeno y la apoptosis, que pueden estar
involucrados en la prevencion del dafio al ADN inducido por el Cr(V1).
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4.2. Objetivos particulares

Evaluar el efecto del resveratrol sobre el dafio genotéxico inducido por CrOs

mediante la cinética de induccién de MN en sangre periférica.

Evaluar el efecto del resveratrol y el CrOs sobre la apoptosis en ratones Hsd:ICR,
mediante el ensayo dual con los fluorocromos naranja de acridina y bromuro de etidio

en sangre periférica.

Evaluar el efecto del resveratrol y el CrOs sobre la reparacion del dafio al ADN en
ratones Hsd:ICR, mediante las evaluaciones de los niveles del aducto 8-OHdG en

plasma sanguineo.

Evaluar el efecto del resveratrol y el CrOz sobre el sistema antioxidante enddgeno en
ratones Hsd:ICR, mediante las determinaciones de la actividad de SOD, GPx y

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

Evaluar el efecto del resveratrol sobre el dafio citotdxico inducido por CrOs mediante
las frecuencias de EPC con relacion a los ENC vy 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

fitoquimico se utiliz6 3.,4°,5-trihidroxi-trans-estilbeno [resveratrol, grado de pureza = 98%;
CAS No 501-36-0] y como agente inductor de dafio al ADN el trioxido de cromo (CrOs)
[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 Quimica, Universidad Nacional Autonoma 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 aclimatacion, los grupos de
cinco ratones fueron colocados en una jaula de plastico bajo condiciones de temperatura
controladas (22+2°C) con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas (las luces se encendian a las
7:00 a.m. y se apagaban a las 7:00 p.m.). Los ratones tenian libre acceso al alimento (Purina-
México®, Ciudad de México, México) y al agua.

5.3. Disefio experimental

Considerando que en estudios previos, los efectos genotoxicos entre hembras y machos
tratados con CrOz por inyeccion intraperitoneal (ip) no presentaron diferencias (Garcia-
Rodriguez et al., 2001; 2013; O’Brien et al., 2003), este estudio se realizd6 empleando
Unicamente ratones macho de acuerdo con los lineamientos para el ensayo de sustancias
quimicas (test de micronucleos en eritrocitos de mamiferos) de la Organizacion para la
Cooperacién y el Desarrollo Econdmicos (OECD, por sus siglas en inglés), y la Agencia de
Proteccion 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 via ip con
agua destilada estéril y C2: ratones tratados con etanol al 30% por sonda intragastrica (ig).
Estos grupos control fueron utilizados debido a que el CrOs se prepar6 disolviendo el
compuesto en agua, mientras que el resveratrol se disolvio en etanol al 30%. El grupo
resveratrol fue tratado con una dosis Unica de 50 mg/kg via ig, y el grupo CrOs fue tratado
con una dosis Unica de 20 mg/kg via ip. El Gltimo grupo recibié un tratamiento combinado
de resveratrol y Cr(VI1) (resveratrol+CrOs3), los ratones fueron tratados con 50 mg/kg de

resveratrol via ig 4 horas antes de la inyeccion ip de CrOs (20 mg/kg).
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Una vez preparados los reactivos se administraron inmediatamente en un volumen
aproximado de 0.25 ml por ratdén. Las evaluaciones se realizaron en sangre periférica
obtenida de la vena caudal, ya que no requiere el sacrificio de los animales. EI Comité de
Bioética de la Facultad de Estudios Superiores-Zaragoza, UNAM, aprobo las condiciones y
protocolos experimentales utilizados en el estudio (Codigo: FESZ-CE/21-118-13).

En la Figura 9 se presenta el protocolo para la administracion de los tratamientos, asi como

la toma de muestra.

Control 1: agua Control 2: Resveratrol: Cro;: Combinado:
destilada estéril etanol al 30 % 50 mg/kg via ig 20 mg/kg via ip resveratrol+CrO;

® 4h P 4h

Oh

%

24h"  24h 24 h

48hi  48nhs [48ha

72h"  72n  72h BeNs 72 h
»QSVE;T;*EZLCES * * Toma de muestra

Figura 9. Protocolo para la administracion de los tratamientos: resveratrol via ig y CrOs
via ip Grupos control: C1 (agua destilada estéril) y C2 (etanol 30%); resveratrol: 50 mg/kg
por via ig; CrOs: 20 mg/kg via ip; resveratrol+CrOz: combinacién de ambos tratamientos.
La administracion del polifenol se realizé 4 horas antes del tratamiento de CrOs.
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5.4. Ensayo de micronucleos y relacion de eritrocitos policromaticos/eritrocitos

normocromaticos

Para las evaluaciones de MN y la relacion de eritrocitos policromaticos/eritrocitos
normocromaticos (EPC/ENC) se obtuvo, secuencialmente, sangre periférica (5 ul) de los
ratones cada 24 horas durante 4 dias (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 raton 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 (Nikon™ OPTIPHOT-2,;
Tokio, Japdn) con excitacion azul (480 nm) y un filtro de barrera (515-530 nm) con un
aumento de 100x. Para la evaluacién de dafio genotdxico se cuantificaron los MN presentes
en 4,000 EPC por ratdn y para la evaluacion de dafio citotoxico se cuantificé la relacion de
EPC con respecto a los ENC en 2,000 eritrocitos totales.

En este estudio, los procesos metabolicos subyacentes, como la reparacion de aductos de 8-
OHdG, los componentes del sistema antioxidante enddgeno, la apoptosis y el andlisis de
viabilidad celular también fueron evaluados, debido a que pueden estar involucrados en la
prevencion del dafio por ADN inducido por Cr(VI). Estos parametros se midieron utilizando
las mismas muestras de sangre periférica obtenidas a las 48 horas después de los tratamientos
en los que se midio la frecuencia de MN, ya que este es el momento en que se ha observado
el mayor dafio genotdxico inducido por Cr(VI) (Garcia-Rodriguez et al., 2001).

5.5. Apoptosis y viabilidad celular

Para evaluar la apoptosis, necrosis y viabilidad celular se realizd una tincion diferencial de
naranja de acridina/bromuro de etidio (NA/BrEt) de acuerdo con la técnica previamente
adaptada para sangre periférica (Garcia-Rodriguez et al., 2013). Las muestras (10 ul) se
centrifugaron a 4,500x g durante 5 minutos. El boton celular obtenido se resuspendié con 20

pl de la mezcla de los colorantes NA/BrEt y se colocé en un portaobjetos limpio. Se
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prepararon dos portaobjetos por ratén y el analisis se realizd inmediatamente. Para las
evaluaciones se contaron 300 células por raton. Se identificaron las células apoptdticas,
necraticas, viables y no viables utilizando un microscopio de fluorescencia OPTIPHOT-2

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

5.6. Niveles de 8-ox0-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina

Los niveles plasmaticos de 8-OHAG se determinaron mediante el ensayo ELISA. Las
muestras de sangre periférica (50 ul) se centrifugaron durante 15 minutos a 2,500x g a
temperatura ambiente para obtener el plasma, el cual se analizd inmediatamente de acuerdo
con las instrucciones del “kit” ELISA Il HT 8-oxo-dG de Trevigen (No. 4380-192-K;
Gaithersburg, MD, EUA). La absorbancia se midié a 450 nm utilizando un lector de
microplacas Multiskan™ FC (Thermo Scientific™, Vantaa, Finlandia). La formacion 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
estandar de 8-OHdG.

5.7. Sistema antioxidante endégeno

El sistema antioxidante enddgeno se evalué mediante la determinacion de las actividades de

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

5.7.1 Actividad de superdxido dismutasa

La actividad de SOD se evalud en eritrocitos de sangre periférica. Muestras de 50 pl fueron
diluidas en una solucion salina tamponada de fosfatos. Los eritrocitos fueron separados
mediante centrifugacion con FicollPaque™ (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) a

800x g durante 25 minutos a 12°C. El precipitado fue separado y resuspendié (10:1) con agua
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fria (4°C). Posteriormente, las muestras fueron incubadas a 0°C durante 15 minutos para lisar
las células. La hemoglobina fue precipitada afiadiendo etanol y cloroformo, y centrifugando
a 10,000% g durante 10 minutos a 4°C. Se tomo el sobrenadante y se determind la actividad
de SOD de acuerdo con las instrucciones del “kit” de superoxido dismutasa de Trevigen (No.
7501-500-k; Gaithersburg, MD, EUA). La absorbancia se ley6 a 450 nm a intervalos de 1
minuto durante 10 minutos en un lector de microplacas Multiskan™ FC (Thermo
Scientific™, Vantaa, Finlandia). La cantidad de proteina que inhibi6 al tetrazolio (WST-1)-
formazan en un maximo del 50% se definié como 1 U de actividad SOD. La concentracion
de proteinas totales fue determinada de acuerdo con las instrucciones del “kit” de
determinacion de proteinas de Cayman Chemicals (No. 704002; Ann Arbor, MI, EUA). La
actividad de SOD se midié por duplicado (por muestra) y de acuerdo con la curva estandar
de SOD.

5.7.2 Actividad de glutation peroxidasa

La actividad de GPx se determind en el plasma de la sangre periférica. Muestras de 25 ul se
centrifugaron a 1,000x g durante 10 minutos a 4°C. Se separ0 el plasma y se diluyé con el
buffer para muestras de GPx (1:2) incluido en el “kit”. La actividad de GPx se determin6 de
acuerdo con las instrucciones del “kit” de glutation peroxidasa de Cayman Chemicals (No.
703102; Ann Arbor, MI, EUA). Para este ensayo, 1 U de GPx se definié como la cantidad
de enzima que oxida 1 nmol de nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH)/min.
La absorbancia se leyé a 340 nm en un lector de microplacas Multiskan™ FC (Thermo
Scientific™, Vantaa, Finlandia). La actividad de GPx se midi6 por duplicado (por muestra)

y de acuerdo con la curva estandar.

5.7.3 Actividad de catalasa

La actividad de la catalasa se determind en el plasma de la sangre periférica. Muestras de 25

ul se centrifugaron a 1,000x g durante 10 minutos a 4°C para obtener el plasma. La actividad
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de catalasa de determin6 de acuerdo con las instrucciones “kit” de catalasa de Cayman
Chemicals (No. 707002; Ann Arbor, MI, EUA). Este ensayo utiliza la funcién de
peroxidacion de la catalasa para determinar la actividad enzimatica. La absorbancia se leyo
a 540 nm en un lector de microplacas Multiskan™ FC (Thermo Scientific™, Vantaa,
Finlandia). Para este ensayo 1 U de catalasa se definié como la cantidad de enzima que induce
la formacion de 1 nmol de formaldehido/min. La actividad de catalasa se midié por duplicado
(por muestra) y de acuerdo con la curva estandar.

5.7.4 Niveles de glutation

Los niveles de GSH se evaluaron en eritrocitos de sangre periférica. Muestras de 50 pl se
centrifugaron a 3,000x g durante 15 a 0°C. Posteriormente, los eritrocitos obtenidos se
resuspendieron en acido metafosforico frio al 5% (p/v) y se almacenaron a 0°C durante 15
minutos. Después se centrifugd a 14,000x g durante 10 minutos a 4°C. Se recogio el
sobrenadante clarificado y se analizaron los niveles de GSH de acuerdo con las instrucciones
del “kit” de glutation Trevigen HT (No. 7511-100-K; Gaithersburg, MD, EUA). La
absorbancia se ley6 a 405 nm en un lector de microplacas Multiskan™ FC (Thermo
Scientific™, Vantaa, Finlandia). Los niveles de GSH se determinaron por duplicado (por

muestra) y de acuerdo con la curva estandar de GSH.

5.8 Analisis estadistico

En este estudio cada ratén fue considerado como una repeticion 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 relacion
EPC/ENC, la viabilidad celular (células viables/no viables), el nimero células apoptdticas y
necroticas, los niveles de 8-OHdAG y GSH, asi como las actividades de SOD, GPx y catalasa,
se expresan como media * desviacion estandar (d.e.). Se comprob6 la normalidad de los datos

mediante la prueba de Shapiro-Wilk. La significancia estadistica entre los grupos para la
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frecuencia de MN vy la relacion de EPC/ENC se determin6 mediante un analisis de varianza
de dos vias de medidas repetidas (RM-ANOVA), ya que tanto los MN como la relacion 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 raton. Para los otros parametros se utiliz6 un ANOVA
de una via porque las evaluaciones dependen de un solo factor (tratamiento). Después de los
analisis de ANOVA, se realiz6 una prueba post hoc de Tukey. Los analisis estadisticos se
realizaron con GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Para todos

los analisis se consider6 una p<0.05 como significativa.

6. Resultados

6.1. Efecto del resveratrol sobre la frecuencia de micronucleos inducida por CrO3

El dafio genotoxico inducido por el Cr(VI) se evalud utilizando el ensayo de MN en
eritrocitos de sangre periférica utilizando portaobjetos cubiertos de NA. La tincién
diferencial con NA permitid distinguir los EPC de los ENC, ya que los EPC se tifieron,
mostrando fluorescencia naranja debido a la presencia de ARN (Figura 10A(i)), mientras que
los ENC no se tifieron (Figura 10A(ii)). EI NA también permitié identificar a los MN, con
una fluorescencia amarilla debido a su contenido de ADN (Figura 10A(iii)). Para comparar
la cinética de induccion de MN en los grupos de tratamiento, los datos se analizaron
calculando la frecuencia de induccion neta (NIF, por sus siglas en inglés) mediante la

ecuacion (1):

NIF = |Frecuencias de MN medidas en el tiempo x; — Frecuencias de MN medidas en el tiempo O] /n.................. (1)

donde x; es la evaluacion a las 24, 48 o 72 horas por grupo, el tiempo 0 es la evaluacion a las 0 horas (antes del

tratamiento) por grupo, y n es el nimero de ratones por grupo.

El NIF se calculd para mejorar la capacidad de determinar la induccion neta de MN

eliminando la variabilidad que se observo en los promedios de MN basales entre los grupos
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tratados en el tiempo 0 (la distribucion 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 administracion. Se observa que la
administracion de los tratamientos mostré un efecto significativo (p<0.0001) sobre las
frecuencias de MN cuando se comparé con el RM-ANOVA de dos vias. En el grupo CrO3
se observé un aumento de alrededor de 7, 10 y 5 MN a las 24, 48 y 72 horas, respectivamente,
que resultd significativo cuando se compar6 contra el grupo control C1 (p<0.001, p<0.0001,
y p<0.015, respectivamente). El grupo tratado con resveratrol y CrOs (resveratrol+CrOs)
presentd una frecuencia de MN menor que con el tratamiento solo de CrOz en todos los
tiempos evaluados, siendo mayor a las 48 horas (p<0.001), aunque esta reduccion 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 vias se
encontro un efecto significativo (p<0.0001). En el grupo CrOg, la frecuencia de MN aument6
a las 48 horas comparado con el tiempo inicial (p<0.038) y disminuyé a las 72 horas
(p<0.004). En el grupo resveratrol+CrOs, la frecuencia de MN disminuy6 a las 72 horas
(p<0.009), y los valores en los tiempos inicial y final fueron similares. El tratamiento solo
con resveratrol no afect6 significativamente a la frecuencia de MN en comparacion con el

grupo control C2 (p>0.05).
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Figura 10. Efecto del resveratrol y del CrOs sobre la frecuencia de micronucleos (MN)
evaluada en sangre periférica. (A) Micrografia de fluorescencia (1000x) de células de
sangre periférica utilizando el método de tincion con naranja de acridina (NA). Los
eritrocitos policrométicos (EPC) presentan fluorescencia naranja (i), los eritrocitos
normocromaticos (ENC) no se tifien (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 induccion neta: NIF). Las frecuencias de MN en el grupo
resveratrol+CrQOsz disminuyeron en un 63, 50y 47% a las 24, 48 y 72 horas, respectivamente,
en comparacion con el grupo CrOs. Se evaluo un total de 4,000 EPC en cada raton (n =5
ratones/grupo). La significancia estadistica se determind mediante ANOVA de dos vias de
medidas repetidas (RM-ANOVA) seguido de la prueba post hoc de Tukey. Analisis por
tratamiento: “p<0.001 vs. C1, 24 horas; ’p<0.004 vs. resveratrol+CrQj3, 24 horas; “p<0.0001
vs. CI, 48 horas; p<0.001 vs. resveratrol+CrQOs3, 48 horas; °p<0.001 vs. C1, 48 horas, ’p<0.040
vs. C2, 48 horas; $p<0.006 vs. resveratrol, 48 horas; "p<0.015 vs. C1, 72 horas; Vp > 0.05 vs.
CrOs, 72 horas. Andlisis por tiempo de evaluacion: 'p<0.038, CrOs;/p<0.004, CrOs; *p<0.009,
resveratrol+CrQs. C1, Control 1, solo el vehiculo (agua destilada). C2, Control 2, solo el
vehiculo (etanol al 30%). CrOg, trioxido de cromo.

6.2. Efecto del resveratrol y del CrOs sobre las células apoptéticas y necréticas

Las células apoptoticas y necroticas, asi como la viabilidad celular, se evaluaron mediante la

tincion 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 basandose en la integridad de la
membrana. Cuando las células son todavia viables, mantienen la membrana plasmatica
intacta permitiendo que so6lo el NA se intercale en el ADN, lo que hace que el nucleo 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 nucleo tenga fluorescencia roja, ya que el BrEt cubre la tincion del NA
(Figura 11A(ii,iv)). Asi, el color del nucleo depende de la viabilidad de la célula, no del
estado del nucleo. Las células apoptéticas tempranas que tienen las membranas intactas, pero
en las que el ADN ha empezado a fragmentarse siguen mostrando nucleos verdes porque el
BrEt no puede entrar en la célula, pero la condensacion de la cromatina es visible como
manchas verdes brillantes en los nucleos (Figura 11A(iii)). A medida que la célula avanza
por la via apoptotica y comienza a perderse la integridad de la membrana, el BrEt penetra en
la célula, produciendo una célula tefiida de rojo. Las células apoptéticas tardias muestran
manchas rojas brillantes de cromatina condensada en los nGcleos (Figura 11A(iv)); esto las
distingue de las células necrdticas, que presentan un color rojo uniforme (Figura 11A(ii)). Al
comparar el efecto de los tratamientos sobre la apoptosis mediante ANOVA de una via, se
observd un efecto significativo del tratamiento sobre la frecuencia de células sanas,
apoptdticas totales, tempranas y tardias, asi como de células necréticas, en comparacion con
los grupos control (p<0.0001). El resveratrol redujo la frecuencia de células apoptoticas
totales y tempranas en comparacion con los grupos control (p<0.022 y p<0.015,
respectivamente), mientras que el CrOs incremento el nimero de células apoptdticas totales,
tempranas y tardias, asi como las células necroticas en comparacion con los grupos control
(p<0.0001). En los ratones tratados con resveratrol+CrOs, se observaron menos células
apoptoticas tardias y necroticas en comparacion con el grupo de CrOs (p<0.001 y p<0.0001,
respectivamente) y un aumento de las células apoptéticas totales y tempranas en comparacion

con los grupos control (p<0.0001) y el grupo de resveratrol (p<0.0001) (Figura 11B).
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Figura 11. (A) Microfotografia fluorescente (400x) de células de sangre periférica con
tincion diferencial de naranja de acridina/bromuro de etidio (NA/BrEt). (i) Célula sana. (ii)
Célula necrdética. (iii) Célula apoptética temprana. (iv) Célula apoptoética tardia. (B) Efecto
del resveratrol y del CrOz sobre las frecuencias de células sanas, apoptoticas (totales,
tempranas y tardias) y necréticas en sangre periférica, evaluadas 48 horas después de los
tratamientos. Se evaludé un total de 300 células nucleadas en cada raton (n = 5
ratones/grupo). La significacion estadistica se determiné mediante ANOVA de una via
seguido de la prueba post-hoc de Tukey: 2p<0.0001 vs. C1; Pp<0.03 vs. C2; °p<0.0001 vs.
C2; 9p<0.0001 vs. resveratrol; ¢p<0.022 vs. C2; p<0.015 vs. C2; 9p<0.011 vs. CrQOs;
"p<0.034 vs. C2; 'p<0.02 vs. resveratrol; Jp<0.001 vs. resveratrol+CrOs; Xp<0.0001 vs.
resveratrol+CrOs. C1, Control 1, solo el vehiculo (agua destilada). C2, Control 2, solo el
vehiculo (etanol al 30%). CrOg, trioxido de cromo.
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6.3.  Efecto del resveratrol y del CrOs sobre los niveles del aducto 8-oxo-7,8-dihidro-

2’-desoxiguanosina

El aducto 8-OHdG se midid a las 48 horas en plasma sanguineo, ya que este método no
requiere sacrificar a los animales. En general, se acepta que la excrecion de los nucledsidos
oxidados 8-0xodG 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 oxidacion
(Poulsen et al., 2014). En donde, el numero de moléculas de guanina oxidadas en el acido
nucleico y su reserva de precursores debe ser igual al nimero eliminado/excretado de la
celula. Asi, los niveles de 8-OHdG evaluados en los fluidos representan el equilibrio entre
las tasas de formacion y reparacion. Cuando se evalu6 el dafio oxidativo del ADN utilizando
los niveles de reparacion de aductos 8-OHdG en el plasma de la sangre periférica, analizados
mediante ANOVA de una via, se encontré un efecto significativo del tratamiento (p<0.0015).
El grupo tratado con resveratrol previo al CrOz (resveratrol+CrQOz) presentd niveles de 8-
OHdG mas altos que los grupos control (C1, p<0.012; C2, p<0.007) y el grupo CrOs
(p<0.002) (Figura 12). Aungue el grupo resveratrol mostro niveles de 8-OHdG maés altos que
los grupos C2 y CrOs, y niveles més bajos que el grupo control C1, ninguna de las dos

comparaciones fue estadisticamente significativa.
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Figura 12. Efecto del resveratrol y del CrOs 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 estadistica se determind mediante
ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de Tukey: 2p<0.012 vs. C1; p<0.007 vs.
C2; °p<0.002 vs. CrOs. C1, Control 1, solo el vehiculo (agua destilada). C2, Control 2, solo
el vehiculo (etanol al 30%). CrOg, trioxido de cromo.

6.4.  Efecto del resveratrol y del CrOs sobre el sistema antioxidante endégeno

El efecto de los tratamientos sobre el sistema antioxidante endégeno se determino evaluando
los niveles de GSH vy la actividad enzimética de la SOD, la GPx y la catalasa. Durante la
reduccion del Cr(\V1) a Cr(111) 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 produccion
del «OH. Por su parte, el GSH participa en una de las vias de reduccion del Cr(V1) (Valko et
al., 2006). Las actividades enzimaticas de la SOD, GPx y catalasa se muestran en la Figura
13. Los datos fueron analizados con un ANOVA de una via. Los tratamientos tuvieron un
efecto significativo sobre la actividad de la SOD (p<0.0001). El grupo tratado con resveratrol

presentd una mayor actividad de SOD que el grupo C2 (p<0.0001), y el grupo
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resveratrol+CrOz mostré un aumento en comparacion con los grupos control (C1, p < 0.016;
C2, p<0.001), el grupo resveratrol (p<0.019) y el grupo CrOs (p<0.0001). La actividad de
GPx tambien fue significativamente afectada por el tratamiento (p<0.0001). El tratamiento
con CrOz incremento la actividad de GPx en comparacion con el grupo control C1 (p<0.019)
y el grupo de resveratrol+CrOs (p<0.004). La administracion de resveratrol también aumento
la actividad de GPx en comparacion con el control C2 (p<0.0001). El grupo de
resveratrol+CrOs tuvo una menor actividad de GPx que con el tratamiento s6lo de resveratrol
(p<0.0001). También hubo un efecto significativo de los tratamientos sobre la actividad de
catalasa (p<0.0001). El resveratrol solo increment6 la actividad de catalasa en comparacion
con el grupo control C2 (p<0.005), mientras que la administracion de CrOs la aumentd en
comparacion con el control C1 (p<0.034). En el grupo resveratrol+CrOz la actividad de
catalasa fue menor que con el tratamiento solo de resveratrol (p<0.001) y con CrOs
(p<0.0002). En conjunto, estos resultados demuestran que en el grupo resveratrol+CrOs, 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+CrOs, fue superior a la de los

grupos control y CrOs.
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Figura 13. Actividades de superdxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx) y
catalasa, evaluados en la sangre periférica a las 48 horas después de los tratamientos con
resveratrol y CrOs (n = 5 ratones/grupo). La significancia estadistica se determin6 mediante
ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de Tukey: 2p<0.0001 vs. C2; °p<0.016 vs.
C1; °p<0.001 vs. C2; 9p<0.019 vs. resveratrol; ¢p<0.0001 vs. CrOs; p<0.0001 vs. C2;
9p<0.019 vs. C1; "p<0.004 vs. resveratrol+CrOs; 'p<0.0001 vs. resveratrol; Jp<0.005 vs.
C2; ¥p<0.034 vs. C1; 'p<0.0002 vs. resveratrol+CrOs; ™p<0.001 vs. resveratrol. C1,
Control 1, solo el vehiculo (agua destilada). C2, Control 2, solo el vehiculo (etanol al 30%).
CrOgs, tridxido de cromo.
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Los niveles de GSH se muestran en la Figura 14. Se observé 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+CrOs presentaron niveles de GSH
significativamente mas 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).
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Figura 14. Niveles de glutation (GSH) evaluados en los eritrocitos de la sangre periférica
obtenidas 48 horas después del tratamiento con resveratrol y CrOz (n = 5 ratones/grupo).
La significancia estadistica se determiné mediante ANOVA de una via seguido de la prueba
post hoc de Tukey: 2p<0.0001 vs. C1; p<0.0001 vs. C2; °p<0.0001 vs. resveratrol;
9p<0.0001 vs. CrOs. C1, control 1 (vehiculo: agua); C2, control 2 (vehiculo: etanol al 30%);
CrOsg, trioxido de cromo.
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6.5. Efecto de la administracion de resveratrol sobre el dafio citotoxico inducido por
CrOs

En la Tabla 1 se muestran las frecuencias de EPC con relacion a los ENC. Esta evaluacion
se realizd en las mismas muestras y tiempos utilizados para MN. No hubo cambios
significativos en ninguno de los tratamientos en comparacion con sus grupos control (C1,
C2) o con el tiempo 0. Sin embargo, cuando se comparo la viabilidad celular en las células
nucleadas de la sangre periférica (48 horas) usando el ensayo dual de fluorocromos, se
observo un efecto significativo del tratamiento en las células viables y no viables (p<0.0001)
(ANOVA de una via). El ensayo dual de fluorocromos es un indicador del metabolismo
celular y la muerte causada por la lesion de la membrana celular. Las células viables incluian
aquellas con una membrana intacta y, por lo tanto, exhibieron un nucleo con fluorescencia
verde debido a la intercalacion del NA (células apoptéticas sanas y tempranas; Figura
10A(i,iii), respectivamente). Ademas, las células no viables incluian aquellas en las que se
habia perdido la integridad de la membrana y que, por lo tanto, presentaba un nucleo con
fluorescencia roja debido a la intercalacion del BrEt (células apopt6ticas tardias y necroticas;
Figura 10A(ii,iv), respectivamente). El tratamiento con CrO3z aumentd las células no viables
en comparacion con el grupo control C1 (p<0.0001), mientras que el tratamiento con
resveratrol previo al CrOz disminuyd las células no viables observadas en el grupo tratado
con CrOs 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 CrOa.

Tratamiento Dosis Tiempo de n EPC/1,000 ENC
(ma/kg) analisis (media + d.e)
(hora)
0 485+ 8.6
C1 0 24 5 46.7 + 4.6
48 482+119
72 52.0+8.2
0 46.7+7.0
C2 60 24 5 47.2+9.6
48 53.0+7.5
72 43.4+13.2
0 54.8+12.2
Resveratrol 50 24 5 475%£9.5
48 48.7+5.9
72 50.5+6.4
0 46.5 + 10.0
Cro, 20 24 5 458+7.0
48 51.1+12.8
72 39.8+12.9
0 45679
Resveratrol+CrO, 50 + 20 24 5 46.4+2.8
48 53.8 £12.7
72 446 £5.8

Se evaluaron un total de 2,000 eritrocitos en cada raton (n = 5 ratones/grupo). C1, Control
1, solo el vehiculo (agua destilada). C2, Control 2, solo el vehiculo (etanol al 30%). CrQOs3,
trioxido de cromo. EPC, eritrocitos policromaticos. ENC, eritrocitos normocromaticos.
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Figura 15. Efecto del resveratrol y del CrO3z sobre las frecuencias de células viables y no
viables en la sangre periférica de los ratones, evaluadas a las 48 horas después de la
administracion de los tratamientos mediante tincion diferencial de naranja de
acridina/bromuro de etidio (NA/BrEt). Las células viables incluyen células sanas y
apoptoticas tempranas. Las células no viables incluyen a las células apoptoéticas tardias y
necréticas. Se evaluaron 300 células nucleadas por ratén (n = 5 ratones /grupo). La
significancia estadistica se determind mediante ANOVA de una via seguida de la prueba post
hoc de Tukey: 2p<0.0001 vs. C1; °p<0.0001 vs. resveratrol+CrOs. C1, Control 1, solo el
vehiculo (agua destilada). C2, Control 2, solo el vehiculo (etanol al 30%). CrOs, tridxido de
cromo.

Los ratones del grupo CrOz presentaron signos clinicos de toxicidad, como erizamiento del
pelo, disminucién de la movilidad y pérdida de apetito. La dosis de 50 mg/kg de resveratrol
no mostré ningun signo clinico de toxicidad. Ninguno de los ratones expuestos al resveratrol,

al CrO3 0 a ambos tratamientos murio.
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7. Discusion

El objetivo de este estudio fue (1) examinar el efecto protector del resveratrol contra el
dafio genotoxico inducido por Cr (V1) in vivo y, (2) explorar las posibles vias de proteccion
del resveratrol en el momento de la mayor induccion de dafio genotoxico por CrOsz (48 horas).
Las vias exploradas fueron los niveles de la reparacion del aducto 8-OHdG, los niveles de
GSH del sistema antioxidante y las actividades enzimaticas de SOD, GPx y catalasa. Estos
parametros fueron evaluados en las mismas muestras de sangre periférica en las que se
estudio la proteccién del dafio genotoxico (MN). Los resultados mostraron que la
administracion de resveratrol 4 horas antes de la exposicion a CrOsz redujo la frecuencia de
MN inducida por este metal en ratones machos Hsd:ICR. Del mismo modo, se logré una
aproximacion de las posibles vias involucradas en la proteccion del dafio genotoxico inducido
por el CrOs.

Para evaluar el dafio genotoxico atribuido al Cr(V1), se administrdé una dosis de 20
mg/kg de CrOz por via ip. La cual se bas6 en un estudio anterior en el que no indujo la
formacion de MN en sangre periférica de ratones (Garcia-Rodriguez et al., 2001). La
desintoxicacion del Cr(V1) es relativamente rapida (no mas de 48 horas) cuando se administra
por inyeccion ip, en contraste con los efectos observados con la exposicion a largo plazo,
oral e inhalatoria, al Cr(VI) (Jomovay Valko, 2011). Aunque la administracion ip es una via
de exposicién artificial, es Gtil para detectar dafio genotdxico en protocolos de corta duracion,
como el ensayo de MN, cuando se analizan compuestos con propiedades clastogénicas.
Asimismo, es una ruta mas sensible y directa que la exposicion oral o por inhalacion (Hayashi
et al., 1989; Jomova y Valko, 2011). Por lo tanto, se seleccioné un protocolo a corto plazo
utilizando la via ip para evaluar el efecto genotoxico del CrOs. Los estudios de
biodisponibilidad del resveratrol, que han descrito concentraciones plasmaticas maximas 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 dafio genotoxico.

El aumento de MN es una indicacion de los efectos genotdxicos ejercidos por el
Cr(VI). De acuerdo con los lineamientos de la OECD y la EPA, una sustancia 0 compuesto
que induzca méas de 4 MN/1000 EPC debe considerarse un agente genotoxico (EPA, 1998;

OECD, 2016). Nuestros resultados son consistentes con el dafio genotoxico reportado para
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el Cr(VI) y particularmente CrOs (Garcia-Rodriguez 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 interaccion con moléculas citoplasmaticas
intracelulares, generando estrés oxidativo (Shi et al., 1999; DesMarais y Costa, 2019).
Asimismo, se ha informado que la exposicidn a estos compuestos puede inducir diferentes
tipos de dafio al ADN, como roturas de cadena simple, enlaces cruzados ADN-ADN o ADN-
proteina, aductos Cr-ADN, AC y oxidacion de nucleétidos (8-OHdG) (Jomova y Valko,
2011; Handa et al., 2020), los cuales pueden conducir a la formacion de MN.

Al evaluar los niveles de 8-OHdG en el plasma sanguineo a las 48 horas después del
tratamiento con CrOs, no se observaron modificaciones significativas en la reparacion del
aducto. Durante la reduccion del Cr(VI) se generan ERO y RL como ¢l *OH, que desempeiia
un papel importante en el dafio oxidativo del ADN (Jomova y Valko, 2011; Hu et al., 2017).
Maeng et al. (2003) observaron que, la inhalacién de 0.18 mg/m? de cromato de sodio
incremento significativamente los niveles de 8-OHdG medidos en pulmén después de 1
semana. Sin embargo, después de 2 semanas de exposicion, esta dosis no produjo diferencias
significativas en los niveles pulmonares de 8-OHdG, con una recuperacion total después de
3 semanas. Maeng et al. (2003) también demostraron que la inhalacion de niveles méas 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(V1) es
principalmente de naturaleza oxidativa a bajas concentraciones. Observaron que los aductos
de 8-OHdG alcanzan concentraciones no citotoxicas a las 24 horas en cultivos celulares
tratados con diferentes dosis de dicromato sodico. De ahi que, es posible que, en nuestro
estudio, la administracion ip de 20 mg/kg de CrOs fue demasiado alta como para afectar
significativamente los niveles de 8-OHdG en plasma sanguineo, de acuerdo con los hallazgos
in vivo de Maeng et al. (2003) y las observaciones in vitro de Thompson et al. (2012).
Asimismo, la inactivacion de los mecanismos de reparacion por el Cr(VI), también podria
estar relacionado con la disminucion observada de los niveles de 8-OHdG. En este sentido,
se ha descrito que el Cr(V1) pueda reducir los niveles de expresidn de las proteinas que inician
la reparacion de alteraciones del ADN mediante la inhibicion de los genes hMLH1

(homélogo 1 de mutL humano) y hMLH2 (homdlogo 2 de mutL humano) y de la enzima de
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reparacion OGG1 que participa en la via BER (Urbano et al., 2012; Wise y Wise, 2012; Xia
etal., 2019).

Por otro lado, los ratones tratados con resveratrol antes del CrOs presentaron un
incremento de los niveles de 8-OHdAG. Hay dos posibles explicaciones para estos resultados:
(1) el resveratrol activo los mecanismos de reparacion que contrarrestan el dafio oxidativo en
el ADN, y/o (2) el resveratrol contribuyé a la eliminacion de los aductos de 8-OHdG
formados por el dafio oxidativo. Se ha descrito, que los niveles de 8-OHdG estan relacionados
con el equilibrio entre el dafio oxidativo del ADN vy la velocidad de reparacion del mismo,
los cuales pueden fluctuar tras la administracion de agentes que inducen, ya sea la oxidacion
de la guanina o cambios en los mecanismos de reparacion (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 via BER, aumentando la expresion de la enzima OGG1. De manera
similar, Mikula-Pietrasik et al. (2012) observaron que el resveratrol aumentaba la actividad
de la enzima de reparacion OGGL1 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(\V1). Mientras que, en su estudio in vivo Garcia-Rodriguez 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(V1), lo que contrasta con nuestros
resultados. Garcia-Rodriguez et al. (2021) también describieron que la administracion de
EGCG y Cr(VI) disminuia la frecuencia de MN en comparacion con el grupo tratado solo
con Cr(VI), un efecto similar al observado cuando se administro el resveratrol. Por lo tanto,
es posible que en nuestro estudio, la administracion de resveratrol previo al tratamiento de
CrOz reforzara los mecanismos de reparacion, contribuyendo a la reduccion de los niveles de
MN.

La administracién de resveratrol 4 horas antes de la exposicion al Cr(V1) disminuy6
las frecuencias de MN, proporcionando aproximadamente un 50% de proteccién contra el
dafio genotoxico inducido por el CrOz en todos los tiempos de evaluacion. Este efecto podria
atribuirse a las propiedades antioxidantes del resveratrol, que le permiten interactuar con el
H>0> y los radicales O2* y *OH (Truong et al., 2018). Aunque se observé una disminucion
de las frecuencias de MN del 60, 51 y 46% a las 24, 48 y 72 horas, respectivamente, la

reduccién a las 72 horas dejo de ser significativa. Esto puede deberse a la farmacocinética
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del CrOs, ya que se ha informado que los compuestos de Cr(VI1) empiezan a eliminarse a
partir de las 48 horas despueés de la exposicion (O’Flaherty, 1993; Jomova y Valko, 2011).
De ahi que, el mayor dafio 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 dsea, el EPC degrada el ARN ribosémico en 24 horas (Moras et al., 2017). En otros
estudios, también se observd esta misma tendencia en la reduccién de MN a las 72 horas
después de la administracion de Cr(V1) (Garcia-Rodriguez et al., 2013; Garcia-Rodriguez et
al., 2014).

Las evaluaciones de las actividades de SOD, GPx y catalasa, asi 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. Ademas, en estudios previos
in vitro, se observo 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
desempefian 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 evaluacion de las moléculas antioxidantes en
el plasma (Zeitz et al., 2018). De ahi 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 CrO3z se observé una disminucion de la actividad de SOD, asi
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 endégenos, como las actividades de
SOD, GPx, catalasa, hemo oxigenasa-1 (HO-1) y los niveles de GSH (Garcia-Rodriguez 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 linea de defensa antioxidante al catalizar la
dismutacion del O2"~ para formar H20., que posteriormente es reducido a H20 por la GPx y
la catalasa. La disminucion de la actividad de la SOD observada en el grupo tratado con CrO3
podria estar relacionada con su agotamiento al reaccionar con los radicales O2~ que se

generan en exceso durante la reduccion a Cr(l11). Mientras tanto, el H2O, generado por la

60



actividad de la SOD podria estar aumentado la actividad de la GPx y la catalasa que se
observd en este grupo. En cuanto a los niveles de GSH, no se observaron cambios
significativos con el tratamiento de CrOs, lo que sugiere que la reduccién del Cr(VI1) no
estaba mediada principalmente por esta via. En este sentido, estudios in vivo han reportado
que la reduccion de los compuestos de Cr(VI) se produce principalmente a través de la via
NADPH y otros agentes reductores como el ascorbato, la cisteina, el &cido lipoico, la fructosa
y la ribosa (Valko et al., 2006). En el grupo tratado con resveratrol y CrOgz, los niveles de
GSH disminuyeron significativamente. El GSH es una molécula antioxidante primaria que
desempefia un papel fundamental en la reduccion del estrés oxidativo celular. EI GSH puede
actuar de las siguientes maneras: (1) directamente como donante de electrones eliminando el
027, (2) a través de la catélisis de la GPx reduciendo los niveles de H>O., o (3) formando
complejos con enzimas de desintoxicacion 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 desintoxicacion de fase Il 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).
Ademas, varios investigadores han demostrado que los polifenoles elevan los niveles de GSH
y estimulan la transcripcion de genes relevantes para la sintesis de antioxidantes endégenos,
contrarrestando asi el estrés oxidativo (Rodrigo y Gil-Becerra, 2014). Por otro lado, en este
mismo grupo (resveratrol+CrQOz), las actividades de GPx y catalasa se restauraron, mientras
que la actividad de SOD aumentd. Los datos sugieren que el resveratrol podria contrarrestar
el estrés oxidativo inducido por el CrOs mediante un efecto antioxidante indirecto
relacionado con la regulacion del sistema antioxidante endogeno. En estudios in vitro, Yao
et al. (2010) observaron que el resveratrol protegia contra el dafio oxidativo inducido por el
sulfato de sodio dextrano, mientras que Chen et al. (2013) encontraron que los polifenoles
disminuian el dafio inducido por el arsenito de sodio. En ambos casos, las pruebas indicaban
que la proteccion 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 via de sefializacion Nrf2
(factor nuclear eritroide 2) y Keapl. Donde Nrf2 es un sensor fundamental del estrés
oxidativo que desempefia un papel central en la regulacion de las enzimas antioxidantes y

desintoxicantes de fase 2 y de las proteinas relacionadas (Lau et al., 2015). Zhuang et al.

61



(2019) observaron que el resveratrol regula los niveles de p-Nrf2 de forma dependiente de la
dosis. Esto sugiere que el resveratrol atenuda el estado oxidativo, probablemente mediante la
activacion de la via de sefializacion 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
regulacién 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 protegian contra el estrés oxidativo inducido por el
dicromato de potasio en el tejido ovarico de rata, aumentando las actividades de GPX,
catalasa, SOD, Prx y Trx, asi como reduciendo la concentracién de H2O». Por lo tanto, es
posible que en nuestro estudio, el resveratrol, también este reduciendo al H.O- 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 CrOs. Sin embargo, es importante tener en cuenta que el
sistema antioxidante endégeno es dinamico, por lo que, es posible que nuestros resultados
dependan del tiempo de evaluacién (48 horas), la dosis de resveratrol utilizada, y el modelo
experimental.

Aunque la relacion 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
precaucion, ya que cuando la toxicidad se produce durante la eritropoyesis, la activacion de
los mecanismos de division celular puede enmascarar los efectos sobre la relacion EPC/ENC
(Krishna y Hayashi, 2000). Por esta razon, se evalud la citotoxicidad analizando la viabilidad
celular mediante la técnica de tincion diferencial con NA/BrEt, que permite distinguir entre
celulas viables y no viables dependiendo de la integridad de la membrana (Garcia-Rodriguez
etal., 2013). Cuando se determind la viabilidad celular, la apoptosis y la necrosis, se observo
que el tratamiento con CrO3 aumento significativamente el nimero de células apoptéticas
totales, tempranas y tardias, asi como las células necréticas y no viables. Estos resultados
corroboran la citotoxicidad reportada para los compuestos de Cr(V1) (Garcia-Rodriguez et
al., 2001; Jomova y Valko, 2011; Garcia-Rodriguez et al., 2013). La generacion de ERO y
el dafio al ADN inducido por la exposicién al Cr(VI) podrian desempefiar un papel esencial
en la citotoxicidad y la via de sefializacion apoptdtica (Hu et al., 2017). Se ha reportado que

la induccién de la apoptosis esta mediada por sensores de dafio en el ADN que activan
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directamente a p53 a través de proteinas como la cinasa dependiente del ADN (DNA-PK) o
indirectamente a través de las mutaciones de ATM y ATR con Chkl o Chk2 (Chiu et al.,
2010). También se ha descrito que la induccién de la apoptosis puede estar mediada a través
de vias independientes de p53, como la caspasa 3 y el citocromo C (Banu et al., 2016; Wu et
al., 2020). Sin embargo, cuando se administré el polifenol 4 horas antes del CrOs, se observo
un aumento significativo del nimero de células apoptéticas tempranas en comparacion con
el grupo tratado Unicamente con CrOz. Este efecto quedd enmascarado cuando se sumaron
las células apoptdticas tempranas y tardias, ya que las células apoptdticas tardias también
mostraron una disminucion significativa en este grupo. De ahi que, el incremento de las
células apoptoticas tempranas después del tratamiento combinado (resveratrol+CrQOs) esté
relacionado con la eliminacién de las células que presentan dafio en el ADN inducido por el
Cr(VI). Aunque no hay estudios sobre los efectos del resveratrol en las vias de apoptosis
inducidas por el Cr(VI), se ha comprobado que el resveratrol induce la apoptosis como
mecanismo de eliminacién de las células dafiadas en lineas celulares de cancer (Repossi et
al., 2020). Se ha descrito, que las alteraciones en la expresion de la proteina Bcl2 (células de
linfoma B-2), la pérdida de la funcion mitocondrial, la liberacion de citocromo c y la
activacion de las caspasas desencadenan la respuesta para la activacion de la apoptosis
(Takashina et al., 2017). Mirzapur et al. (2018) observaron que en las células de cancer de
mama, el resveratrol elevaba los niveles de la proteina Bcl2/Bax, asi como la expresion 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 comprension mas detallada de como el resveratrol
interactUa con proteinas como p53, ADN-PK, ATM, ATR, Bax, Bcl2, caspasas (3 y 8), entre
otros. De hecho, estos estudios pueden aportar, en gran medida, informacion que ayude a
comprender los mecanismos por los que, los polifenoles como el resveratrol, podrian
contribuir a la eliminacién de las células con dafio genotdxico inducido por compuestos con
potencial carcinogénico como el Cr(VI).

La administracién de resveratrol disminuyé la frecuencia de MN inducida por CrO3
y el tratamiento de resveratrol solo no produjo dafios en el ADN (induccion de MN). La
reduccion de GSH y la elevacion del nimero de células apoptoticas con ambos tratamientos

(resveratrol+CrOz3), asi como el aumento de la actividad de la SOD, la GPx, la catalasa y los
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niveles de 8-OHdG (este ultimo no significativo) con el resveratrol solo, sugieren un efecto
toxico. En estudios in vitro e in vivo, se ha observado que el resveratrol presenta efectos
bifasicos (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 activacién del sistema antioxidante endégeno
(Shaito et al., 2020). Sinha et al. (2016) descubrieron que los efectos prooxidantes del
resveratrol estan asociados a la generacion del O, de H20», y a semiquinonas y quinonas.
Sin embargo, en este estudio, no se observaron efectos significativos en el namero de células
viables en el grupo resveratrol+CrOs, ademas mostré una disminucion significativa en la
frecuencia de células necroéticas, lo que sugiere que los polifenoles disminuyeron la
citotoxicidad producida por el CrOs. En otros estudios in vivo también observaron que el
resveratrol disminuyd 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 expresién de citoquinas proinflamatorias. Por otra parte, la administracion de
resveratrol solo disminuyd significativamente las células apoptoticas totales y tempranas en
comparacion con su control (C2), lo que sugiere que el resveratrol no induce toxicidad y que
ademas reduce el potencial efecto tdxico del vehiculo (etanol 30%). Aunque el etanol es un
vehiculo polar que ha presentado toxicidad, aunque menor que otros vehiculos como el
dimetilsulfoxido (DMSO) en modelos in vivo (Marques y Morris, 2010), se ha descrito que
la administracion ad libitum de etanol al 11% aumenta las ERO séricas en los ratones tratados
durante 60 dias (Petrella et al., 2020). Basandonos en nuestros resultados, se sugiere ampliar
este estudio utilizando dosis més diluidas de resveratrol e incluso administrandolo en dosis
repetidas, para reducir los posibles efectos toxicos y mejorar la proteccion contra el dafio
genotoxico observado en el presente trabajo.

En la figura 16 se resume el efecto de los tratamientos sobre la frecuencia de MN, el sistema
antioxidante enddgeno, la reparacion del aducto 8-OHdG y las células apoptoticas. La
coadministracion de resveratrol y CrOs presentd una disminucion de la frecuencia de MN
inducida por el CrOs. En este mismo grupo también se observé un incremento de los niveles

del aducto 8-OHdG, asi como de la frecuencia de células apoptoticas. Ademas de modular al
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sistema antioxidante endogeno. Sugiriendo que estas vias podrian estar implicadas en la
proteccién del dafio genotdxico inducido por el CrOs.
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Efecto protector del resveratrol contra la genotoxicidad inducida por Cr(VI)

Resveratrol
Resveratrol + CrO,
CrO,
1 | 1
Microntucleos Micronucleos Micronucleos
Sin efecto (—) Disminuye () Incrementa (1)

I I I
Posibles vias involucradas en la prevencion del daiio al ADN inducido por Cr(VI)

i N

Niveles
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del aducto
8-OHdG

II<_

Niveles Apoptosis Apoptosis
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Figura 16. El pretratamiento con resveratrol disminuy¢ la frecuencia de micronucleos (MN) inducida por el triéxido de cromo (CrO3).
La modulacién del sistema antioxidante enddgeno, el incremento de los niveles del aducto 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanina (8-
OHdG) a través de su reparacion, y el aumento de las células apoptoéticas en el grupo resveratrol+CrOs sugiere que estas vias podrian
estar implicadas en la proteccidn de este polifenol contra el dafio genotoxico inducido por el cromo hexavalente [Cr(VI)]. GPx, glutation
peroxidasa; GSH, glutatién; SOD, superdxido dismutasa.
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8. Conclusidén

Nuestros resultados demostraron que el pretratamiento con resveratrol protege del dafio
genotoxico y citotdxico inducido por el CrOs, ya que presenta una disminucion de la
frecuencia de MN y un aumento de las células viables. La administracion previa del
resveratrol incremento significativamente los niveles del aducto 8-OHdG, sugiriendo que
podria estar activando a los mecanismos de reparacion del ADN. Ademas, modulo al sistema
antioxidante enddgeno y aumentO las células apoptdticas (totales y tempranas). Estos
resultados sugieren que estas vias podrian estar implicadas en la proteccion de este polifenol
contra el dafio genotoxico inducido por el Cr(V1).
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Grafico de caja y bigote en el cual se representan y comparan las distribuciones de los valores
obtenidos de MN evaluados en 20,000 EPC cuando se administraron resveratrol y CrOs;. A)
distribucién de MN a las 0 horas; B) distribucién de MN a las 24 horas; C) distribucion de MN a las
48 horas; D) distribucion de MN a las 72 horas. p<0.05; 2vs C1. Analisis realizado mediante Kruskal-
Wallis.
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Grafico de caja y bigote en el cual se representan y comparan las distribuciones de los valores
obtenidos de las células apoptoticas y necréticas evaluados en 300 células nucleadas cuando se
administraron resveratrol y CrOs. A) distribucidn de células sanas a las 48 horas; B) distribucion de
células apoptdticas tempranas a las 48 horas; C) distribucion de células apoptéticas tardias a las 48
horas; D) distribucion de células necréticas a las 48 horas. p<0.05; 2vs C1; °vs resveratrol. Analisis
realizado mediante Kruskal-Wallis.
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Gréfico 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 concentracién de GSH cuando se administraron
resveratrol y CrOs. A) distribucion de la actividad de SOD a las 48 horas; B) distribucion de la
actividad de GPx a las 48 horas; C) distribucion de la actividad de catalasa a las 48 horas; D)
distribucion de los niveles de GSH a las 48 horas. p<0.05; 2vs C1; Pvs C2; °vs resveratrol; %vs CrOg;
®vs resveratrol+CrOs. Andlisis realizado mediante Kruskal-Wallis.
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Gréfico 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 CrOs. A) distribucion de células viables a las 48 horas; B) distribucion
de células no viables a las 48 horas. p<0.05; 2vs C1. Andlisis realizado mediante Kruskal-Wallis.
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Publicaciones generadas de este trabajo:

Titulo: Protective Effect of Resveratrol against Hexavalent Chromium-Induced Genotoxic
Damage in Hsd:ICR Male Mice.

Autores: Nicolas-Méndez T, Kacew S, Ortiz-Mufiiz AR, Mendoza-Nufiez VM, Garcia-
Rodriguez MC.

Revista: Molecules.

NuUmero y afio: 13, 2022.

Pais: Suiza.

Titulo: El papel del resveratrol sobre el estrés oxidante inducido por metales pesados.
Autores: Nicolas-Méndez, Tonancy; Ortiz-Mufiiz, Alda Rocio; Mendoza-Nufiez, Victor
Manuel Y Garcia-Rodriguez, Maria Del Carmen.

Revista: Nutricién Hospitalaria.

Numero y afio: 2, 2020.

Pais: Espafia.

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

Evento: XXII Reunién Internacional de Ciencias Médicas.

Titulo de la ponencia: “Efecto del resveratrol sobre la apoptosis y la viabilidad
celular en ratones expuestos a cromo hexavalente”.

Autores: Tonancy Nicolas-Méndez, Alda Rocio Ortiz-Mufiiz, Victor Manuel
Mendoza-Nufiez, Maria Del Carmen Garcia-Rodriguez.

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

Lugar y Fecha: Universidad de Guanajuato. Campus Leon. Leon Guanajuato. Del
24 al 26 de agosto del 2022.
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Evento: 4" International Summer Symposium on Systems Biology.

Titulo 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 Nicolas-Méndez, Sam Kacew, Alda Rocio Ortiz-Mufiz, Victor
Manuel Mendoza-Nufiez, Maria del Carmen Garcia-Rodriguez.

Organizador: Instituto Nacional de Medicina Genémica (INMEGEN).

Lugar y Fecha: Instituto Nacional de Medicina Gendmica. 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.

Titulo de la ponencia: “Effect of resveratrol on SOD, GPx and catalase activity and
genotoxic damage in mice treated with chromium(VI)”.

Autores: Tonancy Nicolas-Méndez, Alda Rocio Ortiz-Mufiiz, Victor Manuel
Mendoza-Nufiez, and Maria del Carmen Garcia-Rodriguez.

Organizador: Society for Redox Biology and Medicine.
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Titulo de la ponencia: “Efecto del resveratrol sobre el daiio genotoxico y sistema
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Autores: Tonancy Nicolas-Méndez, Alda Rocio Ortiz-Mufiiz, Victor Manuel
Mendoza-Nufiez, y Maria del Carmen Garcia-Rodriguez.

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

Lugar y Fecha: Universidad de Guanajuato. Campus Leon. Ledn Guanajuato. Del
14 al 16 de octubre de 2020.
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Evento: VII Congreso de Especies Reactivas de Oxigeno en Biologia y Medicina.

Titulo de la ponencia: “Simultaneous evaluation of genotoxic damage, GSH levels,
Gpx and catalase activity in mice treated with chromium(VI) and resveratrol”.

Autores: Tonancy Nicolas-Méndez, Alda Rocio Ortiz-Mufiiz, Victor Manuel
Mendoza-Nufiez, Maria del Carmen Garcia-Rodriguez.

Organizador: Instituto de Investigaciones Biomédicas.

Lugar y Fecha: Universidad Autonoma de México, Ciudad de México. Del 9 al 11
de septiembre de 2019.

Evento: XVIII Reunién Internacional de Ciencias Médicas.

Titulo de la ponencia: “Efecto de la (-)-epigalocatequina-3-galato y la (+)-
catequina sobre el dario cito/genotoxico inducido por Cr(VI)”.

Autores: Estefani Yaquelin Hernandez-Cruz, Tonancy Nicolas-Méndez, Maria del
Carmen Garcia-Rodriguez.

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

Lugar y Fecha: Universidad de Guanajuato. Campus Leon. Leon Guanajuato. Del
18 al 20 de abril de 2018.
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Abstract: The aim of this study is 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 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 CrO;. The
assessment is performed on peripheral blood. Micronuclei (MN) kinetics are measured from 0 to 72 h,
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, antioxi-
dant 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).

Keywords: resveratrol; hexavalent chromium; 8-hydroxydeoxyguanosine adduct repair; apoptosis;
endogenous antioxidant system; antigenotoxic

1. Introduction

Resveratrol (3,4',5-trihydroxy-trans-stilbene) is a polyphenol found in a group of
stilbenes. 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 [1,2]. The antioxidant effects of resveratrol
have been attributed to its ability to scavenge reactive oxygen species (ROS), activate
repair mechanisms, and induce apoptosis [3,4]. Notably, resveratrol has been found to
prevent DNA damage [5,6]. Although the effects of resveratrol on toxicity induced by
metals (e.g., arsenic trioxide, sodium arsenite, copper oxide, chromic chloride, and potas-
sium dichromate) have been examined in rodent hearts, livers, kidneys, thymus, and
ovaries [7-11], there are no studies evaluating the effects of this polyphenol on hexavalent
chromium [Cr(VI)] compound-induced genotoxicity.
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Cr(VI) is largely released into the environment due to industrial activities, mainly
including electroplating, welding, leather tanning, and pigment manufacturing, or found
in automobile exhaust and tobacco products [12,13]. Both acute and chronic exposure to
Cr(VI) compounds have been associated with cancer induction in different organs and
tissues [14,15]. The genotoxic damage produced during its intracellular reduction may
initiate and promote Cr(VI)-induced carcinogenesis by the formation of DNA adducts,
cross-linking (DN A-protein and DNA-DNA), abasic sites, and oxidized DNA bases [16].
It is important to highlight that the induction of apoptosis, the inhibition of repair mech-
anisms, and gene expression play a crucial role in the genotoxic damage generated by
exposure to Cr(VI) compounds [15,17]. Several studies have shown that antioxidants can
counteract the effects of ROS and free radicals [18], such that antioxidant-rich substances
have emerged as potential agents for preventing and adjuvating oxidative stress and DNA
damage [19-21]. More precisely, compounds such as polyphenols have been shown to play
a direct role as radical scavengers and metal chelators and to exert indirect effects by modu-
lating levels of transcription factors and enzymes [22-24]. Therefore, the aim of the present
study was to examine the protective effects of resveratrol against Cr(VI)-induced genotoxi-
city in vivo and the underlying metabolic processes including 8-hydroxydeoxyguanosine
(8-OHdG, 7,8-dihydro-8-oxodeoxyguanosine) adduct repair, the endogenous antioxidant
component system, and apoptosis, which may be involved in preventing Cr(VI)-induced
DNA damage.

2. Results
2.1. Effect of Resveratrol on MN Induced by CrO3

The genotoxic damage caused by Cr(VI) was evaluated using the micronuclei (MN)
assay in erythrocytes of peripheral blood using acridine orange (AO)-coated slides. Dif-
ferential AO staining distinguished polychromatic erythrocytes (PCE) from normochro-
matic erythrocytes (NCE) because PCE were stained, showing orange fluorescence due
to the presence of ribosomal RNA (Figure 1A(i)), while NCE did not stain at all (shadow)
(Figure 1A(ii)). The AO also enabled the identification of MN, which exhibited yellow
fluorescence due to their DNA content (Figure 1A(iii)). To compare the kinetics of MN in-
duction in treatment groups, data were analyzed by calculating the net induction frequency
(NIF) using Equation (1) as follows:

NIF = I MN frequencies measured at time x; — MN frequencies measured at time 01 /n (1)

where x; is the evaluation at 24, 48, or 72 h per group, time 0 is the evaluation at 0 h (before
treatment) per group, and 1 is the number of mice per group.

Calculating the NIF enhanced the ability to determine net MN induction by eliminating
baseline MN variability among treated groups at time 0. Figure 1B illustrates the NIF of MN
values for all treatments at 24, 48, and 72 h after administration. Treatments had a significant
effect (p < 0.0001) on the MN frequencies according to the two-way repeated-measures
analysis of variance (RM-ANOVA). In the chromium trioxide (CrO3) group, an increase of
about7, 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 CrOj3 (resveratrol + CrO3) had lower MN frequency than the
CrO; only treatment at all times examined and was highest at 48 h (p < 0.001), though
this reduction was no longer significant at 72 h (p > 0.05). However, in this group, the
MN frequencies observed at 48 h were significantly different from the control groups (C1,
p <0.001; C2, p < 0.040) and the group treated with resveratrol alone (p < 0.006). There was
a significant effect of time on the frequency of MN in the two-way RM-ANOVA (p < 0.0001).
In the CrOj group, the frequency of MN increased at 48 h with respect to the initial time
(p < 0.038) and decreased at 72 h (p < 0.004). In the resveratrol + CrO; group, the MN
frequency decreased at 72 h (p < 0.009), and values at the initial and final times were similar.
Treatment with resveratrol alone did not significantly affect the frequency of MN compared
to control group C2 (p > 0.05).
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Figure 1. Effect of resveratrol and CrOj on the frequency of micronuclei (MN) were evaluated
in the peripheral blood of mice. (A) Fluorescent microphotograph (1000x) of peripheral blood
cells using the AO coating method. Polychromatic erythrocytes (PCE) stain fluorescent orange (i),
normochromatic erythrocytes (NCE) do not stain at all (shadow) (ii), and MN fluoresces yellow (iii).
(B) Data show the MN frequency at 24, 48, and 72 h minus the MN frequency at 0 h (net induction
frequency: NIF, see results text). The frequencies of MN in the resveratrol + CrO3 group decreased
by 63, 50, and 47% at 24, 48, and 72 h, respectively, compared with those in the CrO; group. A
total of 4000 PCE were evaluated in each mouse (7 = 5 mice/group). Statistical significance was
determined using two-way repeated measures-ANOVA followed by Tukey’s post-hoc test. Analysis
by treatments: @ p < 0.001 vs. C1, 24 h; ® p < 0.004 vs. resveratrol + CrOj3, 24 h; € p < 0.0001 vs.
C1,48 h; 4 p < 0.001 vs. resveratrol + CrO;, 48 h; © p < 0.001 vs. C1, 48 h; f p<0.040 vs. C2,48 h;
8 p < 0.006 vs. resveratrol, 48 h; M p < 0.015 vs. C1,72 h; NS p > 0.05 vs. CrO; 72 h. Analysis by time
of evaluations: ! p < 0.038, CrO;3; j p < 0.004, CrO3; k p < 0.009, resveratrol + CrO3. C1, Control 1,
vehicle only (distilled water). C2, Control 2, vehicle only (ethanol 30%). CrOj, chromium trioxide.
AOQ, acridine orange.

2.2. Effect of Resveratrol and CrO3 on 8-OHdG Adduct Levels

The 8-OHdG adduct was measured at 48 h in blood plasma since this method does not
require sacrificing the animals. It is generally accepted that the excretion of the oxidized
nucleosides 8-oxodG and 8-oxoGuo can be measured in fluids such as plasma, under
the assumption that an organism maintains a steady-state with no changes in the rate of
oxidation [25]. In that situation, the number of oxidized guanine moieties in the nucleic acid
and its precursor pool must be equal to the number removed/excreted from the cell. Thus,
the levels of 8-OHAG evaluated in fluids represent the balance between formation and repair
rates. When evaluating oxidative damage to DNA using the 8-OHdG adduct repair levels
in peripheral blood plasma analyzed by one-way ANOVA, there was a significant effect of
treatment (p < 0.0015). The group treated with resveratrol prior to CrO; (resveratrol + CrOs)
had higher 8-OHdG levels than the control groups (C1, p < 0.012; C2, p < 0.007) and the
CrOj3 group (p < 0.002) (Figure 2). Although the resveratrol group displayed numerically
higher 8-OHdG levels than the control C2 and CrO3 had lower levels than control C1,
neither comparison was statistically significant.
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Figure 2. Effect of resveratrol and CrO; on 8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG, 7,8-dihydro-
8-oxodeoxyguanosine) levels evaluated in peripheral blood plasma 48 h after treatments
(n =4 mice/group). Statistical significance was determined using one-way ANOVA followed by
Tukey’s post-hoc test: 2 p < 0.012 vs. C1;® p < 0.007 vs. C2; € p < 0.002 vs. CrO5. C1, Control 1, vehicle
only (distilled water); C2, Control 2, vehicle only (ethanol 30%); CrO;, chromium trioxide.

2.3. Effect of Resveratrol and CrOjz on the Antioxidant System

The effect of the treatments on the antioxidant system was determined by evaluating
glutathione (GSH) levels and the enzymatic activity of superoxide dismutase (SOD), glu-
tathione peroxidase (GPx), and catalase (CAT). During the reduction of Cr(VI) to trivalent
chromium [Cr(Il)] superoxide radical (O»*) is generated, which can be dismutated by
SOD. While GPx and CAT, when interacting with hydrogen peroxide (H,O,), can inhibit
the production of the hydroxyl radical (¢OH), and GSH participates in one of the Cr(VI)
reduction pathways [15]. The enzymatic activities of SOD, GPx, and CAT are shown in
Figure 3. Data were analyzed with a one-way ANOVA. Treatment had a significant effect on
SOD activity (p < 0.0001). The resveratrol group had higher SOD activity than the control
group (C2) (p < 0.0001), and the resveratrol + CrO;3 group showed an increase compared
to the control groups (C1, p < 0.016; C2, p < 0.001), the resveratrol group (p < 0.019) and
the CrO3 group (p < 0.0001). GPx activity was also significantly affected by treatment
(p <0.0001). The CrO3 treatment increased GPx activity compared to the control group C1
(p < 0.019) and the resveratrol + CrO3 group (p < 0.004). Resveratrol treatment alone also
increased GPx activity compared to control group C2 (p < 0.0001). The resveratrol + CrO;
group had lower GPx activity than the resveratrol only group (p < 0.0001). There was also a
significant effect of treatment on CAT activity (p < 0.0001). Resveratrol treatment increased
CAT activity relative to the C2 control (p < 0.005), while treatment with CrOj3 increased it
compared to control group C1 (p < 0.034). CAT activity was lower in the resveratrol + CrO5
group than in the resveratrol group (p < 0.001) and the CrO; group (p < 0.0002). Together,
these results demonstrate that in the resveratrol + CrO; mice, resveratrol restored GPx and
CAT activity to levels similar to the controls. In the resveratrol + CrO3 group, SOD levels
were higher than those of the control and CrO5 groups.
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Figure 3. (A) Superoxide dismutase (SOD), (B) glutathione peroxidase (GPx), and (C) catalase
(CAT) activities evaluated in peripheral blood at 48 h after treatments with resveratrol and CrO;
(=5 mice/group). Statistical significance was determined using one-way ANOVA followed by
Tukey's post-hoc test: @ p <0.0001 vs, C2; P p <0.016 vs, C1;¢ p<0.001 vs. C2;4 p <0.019 vs, resveratrol;
e p < 0.0001 vs. CrO;5; f p < 0.0001 vs. C2; 8 p < 0.019 vs. C1; " p < 0.004 vs. resveratrol + CrOs;
! p < 0.0001 vs. resveratrol; j p <0.005vs. C2; k p<0.034vs. C1; ! p < 0.0002 vs. resveratrol + CrOs;
™ p < 0.001 vs. resveratrol. C1, Control 1, vehicle only (distilled water); C2, Control 2, vehicle only

(ethanol 30%); CrO;, chromium trioxide.
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The GSH levels are shown in Figure 4. There was a significant effect of treatment
on GSH levels (p < 0.0001). There were no significant differences in GSH levels between
CrOs-treated animals and any other group (p > 0.05), while resveratrol + CrO; mice had
significantly lower GSH levels than the controls (C1, p < 0.0001; C2, p < 0.0001), the
resveratrol group (p < 0.0001), and the CrO3 only group (p < 0.0001).
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Figure 4. Average glutathione (GSH) levels evaluated in peripheral blood erythrocytes 48 h after
treatment with resveratrol and CrO; (1 = 5 mice/group). Statistical significance was determined
using one-way ANOVA followed by Tukey’s post-hoc test: @ p < 0.0001 vs. C1;® p < 0.0001 vs. C2;
¢ p <0.0001 vs. resveratrol; d p <0.0001 vs. CrO;. C1, Control 1, vehicle only (distilled water); C2,
Control 2, vehicle only (ethanol 30%); CrO3, chromium trioxide.

2.4. Effect of Resveratrol and CrOz on Apoptotic and Necrotic Cells

Apoptotic and necrotic cells as well as cell viability were evaluated using differential
acridine orange/ethidium bromide (AO/EB) staining (Figure 5A). The dual fluorochrome
assay is capable of distinguishing between viable and nonviable cells based on membrane
integrity. When cells are still viable, they keep the plasma membrane intact, allowing only
AO to intercalate into DNA, which causes the nucleus to fluoresce green (Figure 5A(i,iii)).
However, in nonviable cells, membrane integrity is lost, causing, ethidium bromide (EB)
to also intercalate into DNA, making the nucleus fluoresce red since EB overwhelms AO
staining (Figure 5A(ii,iv)). The color of the nucleus depends on the viability of the cell, not
the state of the nucleus. Early apoptotic cells that have intact membranes but in which the
DNA has begun to fragment still exhibit green nuclei because the EB cannot enter the cell,
but chromatin condensation is visible as bright green patches in the nuclei (Figure 5A(iii)).
As the cell progresses through the apoptotic pathway and membrane blebbing begins to
occur, EB permeates the cell, producing a red-stained cell. Late apoptotic cells show bright
red patches of condensed chromatin in the nuclei (Figure 5A(iv)); this distinguishes them
from necrotic cells, which stain uniformly red (Figure 5A(ii)). When comparing the effect of
treatments on apoptosis by one-way ANOVA, there was a significant effect of treatment on
the frequency of healthy, total, early and late apoptotic cells as well as necrotic cells when
compared to their control groups (p < 0.0001). Resveratrol reduced the frequency of total
and early apoptotic cells compared to control groups (p < 0.022 and p < 0.015, respectively),
while CrOj; 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 CrOs 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 (p < 0.0001) (Figure 5B).
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Figure 5. (A) Fluorescent microphotograph (400x) of peripheral blood cells using differential acridine
orange/ethidium bromide (AO/EB) staining. (i) Healthy cell. (ii) Necrotic cell. (iii) Early apoptotic
cell. (iv) Late apoptotic cell. (B) Effect of resveratrol and CrOj; on the frequencies of healthy, apoptotic
(total, early, and late), and necrotic cells in peripheral blood, evaluated 48 h after treatments. A total
of 300 nucleated cells were evaluated in each mouse (17 = 5 mice/group). Statistical significance was
determined using one-way ANOVA followed by Tukey’s post-hoc test: @ p < 0.0001 vs. C1;° p < 0.03
vs. C2;€ p < 0.0001 vs. C2; 4 p < 0.0001 vs. resveratrol; ¢ p < 0.022 vs. C2; f p < 0.015 vs. C2; 8 p < 0.011
vs. CrO3; M p < 0.034 vs. C2; 7 p < 0.02 vs. resveratrol; | p < 0.001 vs. resveratrol + CrOs; ¥ p < 0.0001
vs. resveratrol + CrO;. C1, Control 1, vehicle only (distilled water); C2, Control 2, vehicle only
(ethanol 30%); CrO;, chromium trioxide.

Table 1 shows the PCE/NCE ratio. These evaluations were performed on the same
samples and times used for MN. There were no significant effects in any of the treatments
compared to their control groups (C1, C2) or time 0. However, when cell viability was
compared in nucleated peripheral blood cells (48 h) using the dual fluorochrome assay,
a significant effect of treatment on viable and nonviable cells (p < 0.0001) was observed
(one-way ANOVA). The dual fluorochrome assay is an indicator of cell metabolism and
death caused by cell membrane injury. Viable cells included those with an intact membrane,
and thus they exhibited a nucleus fluoresced green by AO intercalation (healthy and early
apoptotic cells; Figure 5A(i,iii), respectively). Moreover, nonviable cells included those
in which the integrity of the membrane had been lost and that, therefore, presented a
nucleus fluoresced red due to the intercalation of the EB (late apoptotic and necrotic cells;
Figure 5A(ii,iv), respectively). Treatment with CrOj3 increased nonviable cells compared
to the control group (p < 0.0001), while treatment with resveratrol prior to CrO3 exposure
decreased the nonviable cells observed in the group treated with CrO5 alone (p < 0.0001).
Resveratrol treatment alone had no significant effect on cell viability (Figure 6).
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Table 1. PCE/NCE ratio in peripheral blood of mice treated with resveratrol and CrO;.

Time Analysis PCE/NCE

Treatment Dose (mg/kg) h n 1000 Cells
(mean + SD)

1 0 0 5 485 + 8.6

24 46.7 £ 4.6

48 482 +11.9

72 52.0 £ 8.2

2 60 0 5 467 £7.0

24 472 £9.6

48 53.0+75

72 434 +13.2

Resveratrol 50 0 5 54.8 +12.2

24 475+ 9.5

48 487 £59

72 50.5 £ 6.4

CrO; 20 0 5 46.5 £10.0

24 458 £ 7.0

48 51.1 +£12.8

72 39.8 +£12.9

Resveratrol + CrO5 50+ 20 0 5 456+ 7.9

24 464 + 2.8

48 53.8 £12.7

72 446 £58

A total of 2000 erythrocytes were evaluated in each mouse (n =5 mice/ group). (1, Control 1, vehicle only (distilled
water); C2, Control 2, vehicle only (ethanol 30%). CrOj5, chromium trioxide; PCE, polychromatic erythrocytes;
NCE, normochromatic erythrocytes.
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Figure 6. Effect of resveratrol and CrO; on the frequencies of viable and nonviable cells in the
peripheral blood of mice evaluated 48 h after treatment using differential acridine orange /ethidium
bromide (AO/EB) staining. Viable cells include healthy and early apoptotic cells. Nonviable
cells include late apoptotic and necrotic cells. A total of 300 nucleated cells were evaluated for
each mouse (1 = 5 mice/group). Statistical significance was determined using one-way ANOVA
followed by Tukey’s multiple comparisons post hoc test: ® p < 0.0001 vs. C1; ® p < 0.0001 vs.
resveratrol + CrO;. C1, Control 1, vehicle only (distilled water); C2, Control 2, vehicle only (ethanol
30%); CrOs, chromium trioxide.

101



Molecules 2022, 27, 4028

90f 18

The mice in the CrO; group showed clinical signs of toxicity, including bristling hair,
decreased mobility, and loss of appetite. The dose of 50 mg/kg of resveratrol did not exhibit
any apparent clinical signs of toxicity. None of the mice exposed to resveratrol, CrO3, or
both treatments died.

3. Discussion

The aim of this study was to (1) examine the protective effect of resveratrol against
Cr(VI)-induced genotoxic damage in vivo and, (2) explore the possible protective pathways
of resveratrol at the time of greatest induction of genotoxic damage by CrO; (48 h). The
evaluations were carried out on the same peripheral blood samples, in which the protection
from genotoxic damage (MN) was studied. The pathways explored were adduct repair
8-OHdG levels, antioxidant system GSH levels, and enzymatic activities of SOD, GPx, and
CAT. Our findings showed that the administration of resveratrol 4 h prior to exposure to
CrOj reduced the frequency of MN induced by this metal in Hsd:ICR male mice. Similarly,
an approximation of the possible pathways involved in the protection of genotoxic damage
induced by CrO; was achieved.

To evaluate the genotoxic damage attributed to Cr(VI), a dose of 20 mg/kg CrO; was
administered intraperitoneally (ip). The 20 mg/kg dosage was based upon a previous study,
in which this dose induced the formation of MN in the peripheral blood of mice [19,26].
Cr(VI) detoxification is relatively fast (no more than 48 h) when administered ip, in contrast
to the effects observed with long-term oral and inhalation exposure to Cr(VI) [27]. Although
the ip route is an artificial exposure route, it is useful for detecting genotoxic damage in
short-term protocols, such as the MN assay, when testing compounds with potential
clastogenic properties. Similarly, it is a more sensitive and direct route than inhalation or
oral exposure [28,29]. Thus, a short-term protocol using the ip route of administration was
selected to examine direct genotoxic damage induced by CrOj3. Resveratrol bioavailability
studies, which have described peak plasma concentrations from approximately 1 to 6 h after
treatment [30], also support the use of a short-term protocol to assess genotoxic damage.

The increase in MN is an indication of the genotoxic effects exerted by Cr(VI). Ac-
cording to the guidelines of the Organization for Economic Cooperation and Development
(OECD) and the Environmental Protection Agency (EPA), a substance or compound that
induces more than 4 MN /1000 PCE should be considered a genotoxic agent [29,31]. Our
results are consistent with the genotoxic damage reported for Cr(VI) compounds and par-
ticularly CrOj [26,32], as increases greater than 5 MN were observed at all times evaluated.
Administration of resveratrol 4 h before exposure to CrOj; reduced these frequencies of MN
in vivo. When evaluating the levels of 8-OHdG in blood plasma at 48 h after CrOj treat-
ment, no significant alterations in adduct repair were detected. Notably, Maeng et al. [33]
reported that inhalation of 18 mg/m? of sodium chromate resulted in significantly elevated
8-OHdG levels in the lungs after 1 week. However, after 2 weeks of exposure, this dose
produced no significant differences in pulmonary 8-OHdG levels, with full recovery after
3 weeks. Maeng et al. [33] also demonstrated that inhalation of higher sodium chromate
levels did not significantly alter pulmonary 8-OHdG levels. Similarly, Thompson et al. [34]
noted that the in vitro genotoxicity of Cr(VI) is primarily oxidative in nature at low con-
centrations. They observed that 8-OHdG reaches non-cytotoxic concentrations at 24 h
in cell cultures treated with different doses of sodium dichromate. It is conceivable that
ip administration of 20 mg/kg CrO; might be too high to significantly affect 8-OHdG
levels in the blood, in agreement with in vivo findings of Maeng et al. [33] and in vitro
observations of Thompson et al. [34]. However, it should not be ruled out that Cr(VI)
might reduce the levels of protein expression initiating DNA mismatch repair by inhibiting
the hAMLH1 and hMLH2 genes and the 8-oxoguanine DNA glycosylasel (OGG1) repair
enzyme involved in base excision repair (BER) [35-37]. Mice treated with resveratrol prior
to CrO3 showed an elevation in 8-OHAG levels. There are the following two possible
explanations for these results: (1) resveratrol activated repair mechanisms that counteract
oxidative damage in DNA, and/or (2) resveratrol contributed to the elimination of 8-OHdG
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adducts formed by the oxidative damage. The 8-OHdG levels are known to be related
to the balance between oxidative DNA damage and the rate at which it is repaired [25].
Yan et al. [38] observed in vitro that resveratrol activates the BER pathway, increasing the
expression of OGG1. Further, Mikula-Pietrasik et al. [39] noted that resveratrol enhanced
the activity of the repair enzyme OGG1 in senescent human cells. In our study, resveratrol
provided approximately 50% protection against genotoxic damage from CrOj3 at all eval-
uation times. This effect might be attributed to the antioxidant properties of resveratrol,
which enable this substance to interact with H,O, and O»* and eOH radicals [40]. Previ-
ously, Leonard et al. [41] demonstrated in vitro that resveratrol scavenged OH in JB6 cells
exposed to Cr(VI). In a previous study in vivo with (-)-epigallocatechin-3-gallate (EGCG),
Garcia-Rodriguez et al. [42] reported that 8-OHdG levels returned to control levels when
EGCG and Cr(VI) were co-administered, contrasting with the findings of this study. They
also found that co-administration of EGCG and Cr(VI) decreased the magnitude of MN
increase compared to Cr(VI) alone [42], similar to the effect observed in this study with
resveratrol. Hence, it is possible that when resveratrol was administered in combination
with CrO;, the repair mechanisms were enhanced by this polyphenol, contributing to a
reduction in MN levels.

In the group treated with resveratrol and CrO3, MN frequencies were reduced by 60,
51, and 46% at 24, 48, and 72 h, respectively. However, the reduction at 72 h was no longer
significant. This may be due to the pharmacokinetics of CrOj. It has been reported that
Cr(VI) compounds might be excreted within 48 h of exposure [27,43]. Hence, the greatest
damage to DNA occurs during that period. Another possibility is that the micronucleated
PCE induced over 24 h matured into NCE by 72 h, such that these were not quantified
at that time. When leaving the bone marrow, PCE degrades ribosomal RNA in 24 h [44].
In other studies, this same trend was also observed in the reduction of MN at 72 h after
administration of Cr(VI) [19,45].

The evaluations of SOD, GPx, CAT, and GSH activities were performed in peripheral
blood samples obtained at 48 h because this did not require sacrificing the animals, which
was necessary to continue with the evaluation of MN kinetics in the same individuals.
Further, in vitro studies showed that resveratrol’s antioxidant properties may neutralize
oxidative capacity in human erythrocytes [46], and SOD and GSH play important roles in
the antioxidant system of erythrocytes [47]. In addition, altered functions of extracellular
antioxidants may be assessed by the evaluation of antioxidant molecules in plasma [48].
SOD and GSH measurements were carried out in erythrocytes while CAT and GPx were
carried out in plasma.

In the group treated with CrOj3, there was a decrease in SOD activity accompanied
by an elevation in GPx and CAT activities, which is consistent with previous findings.
Both in vitro [49] and in vivo studies demonstrated the effects of oral [50] and ip [42]
administration of Cr(VI) compounds on endogenous antioxidants, such as activities of
SOD, CAT, GPx, heme oxygenase-1 (HO-1) and levels of GSH. Matés [51] proposed that
SOD plays an important role as a first-line antioxidant defense enzyme by catalyzing
the dismutation of O,* to form H,O,, which is subsequently reduced to H,O by GPx
and CAT. The decrease in SOD activity observed in the group treated with CrO; might
be related to its depletion by reacting with the O,* radicals that are generated in excess
during reduction to Cr(IlI). Meanwhile, the H,O, generated by the activity of SOD may be
increased due to the activity of GPx and CAT that was observed in this group. Regarding
GSH levels, no significant changes were observed with CrO; treatment, suggesting that
reduction of Cr(VI) was not primarily mediated by this pathway. In this sense, in vivo
studies noted that the reduction of Cr(VI) compounds is predominantly via nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate (NADPH) and other reducing agents such as ascorbate,
cysteine, lipoic acid, fructose, and ribose [15]. In the group treated with resveratrol and
CrO3, GSH levels were significantly decreased. GSH is a primary antioxidant molecule
that plays a fundamental role in reducing cellular oxidative stress. GSH might act in the
following different ways: (1) directly as an electron donor by eliminating O,*, (2) through
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GPx catalysis by reducing H,O, levels, or (3) by forming complexes with detoxifying
enzymes such as glutathione S-transferase (GST) [52]. GSH, GPx, and GST are some of
the major antioxidant defense systems that scavenge ROS [53]. Resveratrol was found to
induce phase II detoxification enzymes in in vitro and in vivo systems [54], and to increase
GST activity in cultured aortic smooth muscle cells [55]. Further, several investigators have
shown that polyphenols elevate GSH levels and stimulate the transcription of genes that
are relevant for the synthesis of endogenous antioxidants, thus counteracting oxidative
stress [56]. On the other hand, in this same group (resveratrol + CrO3), the activities of
GPx and CAT were restored, and SOD activity increased. Data suggest that resveratrol
might counteract CrOz-induced oxidative stress by an indirect antioxidant effect related
to the regulation of the endogenous antioxidant system. In in vitro studies, Yao et al. [57]
observed that resveratrol protected against oxidative damage induced by sodium sulfate
dextran, while Chen et al. [8] found that polyphenols diminished damage mediated by
sodium arsenite. In both cases, evidence indicated that the observed protection was related
to increased SOD activity. SOD is a phase 2 enzyme that can be activated through the
Nrf2/Keapl signaling pathway. Nrf2 is a fundamental sensor of oxidative stress that
plays a central role in the regulation of phase 2 antioxidant and detoxifying enzymes and
related proteins [58]. Zhuang et al. [59] found that resveratrol regulates p-Nrf2 levels in
a dose-dependent manner. This suggests that resveratrol attenuates the oxidative state,
probably by activating the Nrf2 signaling pathway, which in turn elevates SOD activity.
Resveratrol was also found to maintain the cellular redox balance by enhancing the activity
of antioxidant enzymes, including HO-1, CAT, GPx, and SOD, in rat arterial endothelial
cells [60]. Banu et al. [10] showed that 10 mg/kg resveratrol protected against potassium
dichromate-induced oxidative stress in rat ovarian tissue by enhancing the activities of GPx,
CAT, SOD, peroxiredoxin, and thioredoxin, and by lowering the concentration of HO».
Therefore, it is possible that resveratrol also removed H,O» generated by SOD activity,
which reduced the need for GPx and CAT activation in the group treated with resveratrol
and CrOj;. Nevertheless, it is important to keep in mind that the endogenous antioxidant
system is dynamic, and thus, it is possible that our results may depend upon the evaluation
time (48 h), the dose of resveratrol used, and the experimental model.

Although the PCE/NCE ratio is included in the MN assay as an indicator of cytotoxi-
city [29], no marked changes in the PCE/NCE ratio were observed in any of the treated
groups in this study. These results need to be interpreted with caution, since when toxicity
occurs during erythropoiesis, activation of cell division mechanisms may mask the effects
on the PCE/NCE ratio [61]. For this reason, cytotoxicity was assessed by analyzing cell
viability using the AO/EB differential staining technique, which allows us to distinguish
between viable and non-viable cells according to the integrity of the membrane [45]. When
cell viability, apoptosis, and necrosis were determined, treatment with CrOj significantly in-
creased the numbers in total, early and late apoptotic cells, as well as necrotic and nonviable
cells. These results corroborate the cytotoxicity reported for Cr(VI) compounds [26,27,45].
ROS generation and DNA damage induced by Cr(VI) exposure might play an essential
role in cytotoxicity and the apoptotic signaling pathway [62]. It has been proposed that
apoptosis induction is mediated by DNA damage sensors that directly activate p53 through
proteins such as DNA-dependent kinase (DNA-PK) or indirectly through mutated ataxia-
telangiectasia (ATM) and ATM-Rad3 (ATR) with Chk1 or Chk2 [63]. It has also been
reported that apoptosis induction may be mediated through p53-independent pathways
such as cleaved caspase 3 and cytochrome C [10,64]. However, when polyphenol was
administered 4 h prior to CrO; in mice, a significant increase in early apoptotic cell number
was observed compared to the group treated with CrO; alone. This effect was masked
when early and late apoptotic cells were summed, as late apoptotic cells also showed a
significant decrease in this group. Hence, it is possible that the enhanced induction of
early apoptotic cells following combined CrOj3 resveratrol treatment may contribute to the
elimination of cells containing Cr(VI)-induced DNA (MN) damage. Although there are
no apparent studies of the effects of resveratrol on Cr(VI)-induced apoptosis pathways,
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resveratrol was reported to induce apoptosis as a mechanism of elimination of damaged
cells in cancer cell lines [4]. Further, alterations in the expression of the Bcl2 protein, the
loss of mitochondrial function, the release of cytochrome ¢, and the activation of caspases
trigger the response for the activation of apoptosis [65]. Mirzapur et al. [66] reported that
in breast cancer cells, resveratrol elevated the levels of the Bcl2/Bax protein, as well as the
expression of p53 genes and caspases 3 and 8. Therefore, based upon these observations
and the results reported in the present study, there is clearly a need to conduct studies
that aim to reach a more detailed understanding of how resveratrol interacts with proteins
such as p53, DNA-PK, ATM, ATR, Bax, Bcl2, caspases (3 and 8), among others. Indeed,
these studies may greatly contribute toward understanding the mechanisms by which
polyphenols such as resveratrol might contribute to the elimination of cells with genotoxic
damage induced by compounds with carcinogenic potential such as Cr(VI).

The administration of resveratrol reduced the frequency of MN induced by CrO3 and
resveratrol treatment itself did not produce DNA damage (MN induction). The reduction
in GSH and elevation in apoptotic cell number with both treatments (resveratrol + CrO3),
as well as increases in SOD, GPx, CAT, and 8-OHdG (the latter non-significant) with resver-
atrol alone, suggest a toxic effect. In in vitro and in vivo studies, it has been observed that
resveratrol exhibits biphasic effects (antioxidant and prooxidant). Meira-Martin et al. [67]
considered that the increases in SOD and SOD/CAT activity observed in vitro with differ-
ent doses of resveratrol are generated to maintain the cellular redox balance. Hence, it has
been proposed that its prooxidant activity contributes to the activation of the endogenous
antioxidant system [68]. Sinha et al. [69] found that the prooxidative effects of resveratrol
are associated with the generation of the O,* radical, H,O5, and a complex mixture of
semiquinones and quinones. However, in this study, no marked effects on viable cell
numbers were observed in the group treated with resveratrol and CrOg3, and this group
exhibited a significant decrease in necrotic cell frequency, suggesting that polyphenols
diminished the cytotoxicity produced by CrOs. Other in vivo studies also noted that resver-
atrol diminished the toxicity induced by metals, such as arsenic [70], copper, and zinc [71],
contributing to the balance of the cellular redox system and reducing the expression of
proinflammatory cytokines. On the other hand, the administration of resveratrol alone
significantly decreased total and early apoptotic cells when compared to its control, sug-
gesting that resveratrol alone does not induce toxicity and that it reduced the potential
toxic effect of the vehicle (30% ethanol). Although ethanol is a less toxic polar vehicle than
other vehicles such as dimethyl sulfoxide (DMSO) [72], ad libitum administration (11%)
was shown to increase serum ROS in treated mice for 60 days [73]. Based on our results, it
is suggested to extend these studies by using more diluted doses of resveratrol and even
administering it in repeated doses, to reduce the possible toxic effects and improve the
protection against the genotoxic damage observed in the present study.

4. Materials and Methods
4.1. Chemicals and Reagents

Cr(VI) [CrO;, purity grade 99.9%; CAS 1333-82-0], 3,4’ 5-trihydroxy-trans-stilbene
[resveratrol, purity grade > 98%; CAS 501-36-0], AO [CAS 10127-02-3], and EB [CAS
1239-45-8] were obtained from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

4.2. Animals

A group of 25 adult male Hsd:ICR mice (8-12 weeks old, 28-35 g) were used in the
experiment. The animals were obtained from Harlan® (Mexico City, CDMX, Mexico) at
the “Facultad de Quimica, Universidad Nacional Autonoma de México-UNAM” and accli-
mated for two weeks prior to initiating the experiments. During the acclimation period, the
groups of five mice were kept in a plastic cage at a controlled room temperature (22 +2 °C)
with a 12-h light-dark cycle (the lights came on at 7:00 a.m. and went off at 7:00 p.m.). Mice
had free access to food (Purina-Mexico®, Mexico City, CDMX, Mexico; small rodent chow)
and water. Considering that in previous studies there were no differences between males
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and females in the genotoxic effects of CrO; administered by ip injection [16,26,45], this
study was carried out using only male mice, in accordance with guidelines for the testing
of chemicals (mammalian erythrocyte micronucleus test) of the OECD and the EPA [29,31].

The mice were randomly divided into five groups of five individuals each. Two control
groups were used (C1: mice treated ip with sterile distilled water and C2: mice treated
with 30% ethanol by gavage) because the CrOj3 solution was prepared by dissolving the
compound in water, whereas resveratrol was dissolved in 30% ethanol. The resveratrol
group was treated with a single dose of 50 mg/kg by gavage, and the CrO;3 group was
treated with a single dose of 20 mg/kg ip. The last group received combined resveratrol and
Cr(VI) treatments (resveratrol + CrO3); the mice were treated with resveratrol at 50 mg/kg
by gavage 4 h prior to CrOj ip injection (20 mg/kg).

The assessment was carried out on peripheral blood obtained from the tail vein since
this does not require animals to be sacrificed.

4.3. Micronuclei Assay

For the MN evaluations, sequential peripheral blood samples (5 uL) were obtained
from the same individuals (0 to 72 h), and 0-h samples were designated as a negative
control. The samples were placed directly onto slides previously treated with AO, as
described by Hayashi et al. [74]. Two slides were prepared for each mouse and were stored
in the dark at 4 °C for 24 h. The assessments were performed by identifying PCE, NCE, and
MN in PCE using a fluorescence microscope (Nikon™ OPTIPHOT-2; Tokyo, Japan) with
blue excitation (480 nm) and a barrier filter emission (515-530 nm) at 100 x magnification.
MN analysis was based upon 4000 PCE per mouse, and the presence of MN was considered
to indicate genotoxic damage. The relative proportion of PCE to NCE was also analyzed
for 2000 erythrocytes.

In this study, underlying metabolic processes such as 8-OHdG adduct repair, en-
dogenous antioxidant component system, apoptosis, and cell viability analyses were also
evaluated because these processes may be involved in preventing Cr(VI)-induced DNA
damage. These parameters were measured using the same peripheral blood samples ob-
tained at 48 h after treatments, in which MN were measured since this is the time when the
greatest genotoxic damage induced by Cr(VI) has been observed [26].

4.4. Plasma 8-Hydroxydeoxyguanosine Levels

Plasma 8-OHdG levels were determined using an enzyme-linked immunosorbent
assay. Peripheral blood samples (50 uL) were centrifuged (15 min at 2500x g) at room
temperature. The plasma was collected and immediately analyzed according to the man-
ufacturer’s instructions using Trevigen’s HT 8-oxo-dG ELISA Kit II (No. 4380-192-K;
Gaithersburg, MD, USA). The absorbance at 450 nm of each well was determined using
a Multiskan™ FC microplate reader (Thermo Scientific™, Vantaa, Finland). Product for-
mation is inversely proportional to the amount of 8-OHdG present in the sample. The
8-OHdG levels were determined in duplicate (per sample) and according to the 8-OHdG
standard curve.

4.5. Antioxidant System

The antioxidant system was evaluated by determining the activities of SOD, GPx, and
CAT, as well as the GSH levels.

4.5.1. Superoxide Dismutase Activity

SOD activity was evaluated in peripheral blood erythrocytes. Fifty-uL samples were
diluted in phosphate-buffered saline. The erythrocytes were separated using FicollPaque™
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). (800x g for 25 min at 12 °C). The precipitate
was separated, and cold distilled water (4 °C) was added (10:1). Then, it was incubated
(0 °C for 15 min) to lyse. Hemoglobin was then precipitated by adding ethanol and chlo-
roform (10,000x ¢ for 10 min at 4 °C). The SOD activity was determined according to
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the manufacturer’s instructions using Trevigen’s HT Superoxide Dismutase Assay Kit
(No. 7501-500-K; Gaithersburg, MD, USA). The absorbance was read at 450 nm at 1-min
intervals for 10 min in a Multiskan™ FC microplate reader (Thermo Scientific™, Vantaa,
Finland). One unit of SOD activity was defined as the amount of protein that inhibited
tetrazolium salt (WST-1)-formazan, up to a maximum of 50%. The protein concentration
was determined according to the instructions for the Cayman Chemicals Protein Determi-
nation Kit (No. 704002; Ann Arbor, MI, USA). SOD activity was measured in duplicate (per

sample) and according to the SOD standard curve.

4.5.2. Glutathione Peroxidase Activity

GPx activity was detected in the plasma of peripheral blood. Twenty-five uL samples
were centrifuged at 1000x g for 10 min at 4 °C. The plasma was collected and diluted with
the GPx sample buffer (1:2) included in the kit. GPx activity was determined according to
the instructions for the Cayman Chemicals Glutathione Peroxidase Assay Kit (No. 703102;
Ann Arbor, MI, USA). One unit of GPx was defined as the amount of enzyme that oxi-
dized 1 nmol of NADPH/min. The absorbance was read at 340 nm in a Multiskan™ FC
microplate reader (Thermo Scientific™, Vantaa, Finland). GPx activity was determined in
duplicate (per sample) and according to the GPx standard curve.

4.5.3. Catalase Activity

CAT activity was evaluated in the plasma of peripheral blood. Twenty-five uL samples
were centrifuged at 1000x g for 10 min at 4 °C to obtain plasma. The activity of CAT
was evaluated according to the instructions for the Cayman Chemicals Catalase Assay
(No. 707002; Ann Arbor, MI, USA). This kit uses the peroxidation function of CAT to
determine enzyme activity. The absorbance was read at 540 nm in a Multiskan™ FC
microplate reader (Thermo Scientific™, Vantaa, Finland). One unit of CAT was defined as
the amount of enzyme that induced the formation of 1 nmol of formaldehyde /min. CAT
activity was measured in duplicate (per sample) and according to the CAT standard curve.

4,54, Glutathione Levels

GSH levels were evaluated in the erythrocytes of peripheral blood. Fifty uL samples
were centrifuged at 3000x g for 15 min at 0 °C. The erythrocytes were suspended in
5% cold (w/v) metaphosphoric acid, mixed and stored at 0 °C for 15 min. Subsequently,
the suspension was centrifuged at 14,000 g for 10 min at 4 °C. The clarified supernatant
was collected, and GSH levels were analyzed according to the instructions using Trevigen's
HT Glutathione Assay Kit (Item No. 7511-100-K; Gaithersburg, MD, USA). The absorbance
was read at 405 nm in a Multiskan™ FC microplate reader (Thermo Scientific™, Vantaa,
Finland). The levels of GSH were determined in duplicate (per sample) according to the
GSH standard curve.

4.6. Apoptosis and Cell Viability

To evaluate apoptosis, necrosis, and cell viability, differential acridine AO/EB staining was
performed using a technique previously adapted for peripheral blood [45]. Ten uL samples
were centrifuged at 4500x ¢ for 5 min. The cell pellet was resuspended in 20 pL of
AO/EB dye mix and plated on a clean slide. Two slides were prepared per mouse, and
the analysis was performed immediately. The assessments were based upon 300 cells per
mouse. Apoptotic, necrotic, viable, and nonviable cells were identified using a fluorescence
microscope OPTIPHOT-2 (Nikon™; Tokyo, Japan) with blue excitation (480 nm) and a
barrier filter emission (515-530 nm) at 40x magnification.

4.7. Statistical Analysis

Each mouse was considered an independent replicate according to the OECD and
EPA guidelines [29,31]. Individual samples were averaged for each experimental group.
The MN frequencies, PCE/NCE ratio, viability (viable /nonviable cells), number of apop-
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totic and necrotic cells, levels of 8-OHdG and GSH, and activities of SOD, GPx, and CAT
are expressed as the mean + standard deviation (SD). The data were checked for nor-
mality using the Shapiro-Wilk test. Statistical significance between the groups for MN
was determined by using two-way RM-ANOVA because MN depends on two factors
(i.e., treatment and time). The treatment is independent, while the evaluations at each time
are considered dependent since the samples were obtained from the same mouse. For the
other parameters, one-way ANOVA was used because the evaluations depended only on
one factor (i.e., treatment). In the analysis of ANOVA, post hoc Tukey multiple comparisons
were carried out. GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) was used
for all analyses. Differences were considered significant at p < 0.05.

5. Conclusions

Our findings demonstrate a protective effect of resveratrol against Cr(VI)-induced
genotoxic damage, by reducing the frequency of MN induced by CrOj3 in vivo. Likewise,
an approximation of the possible pathways involved in the protection of genotoxic damage
induced by these compounds with carcinogenic potential, such as Cr(VI), was achieved.
Resveratrol showed effects on the modulation of the endogenous antioxidant system,
8-OHdG adduct repair, and apoptosis when administered 4 h prior to Cr(VI) exposure.
These effects suggest that these pathways might be involved in the protection provided
by this polyphenol against genotoxic damage induced by Cr(VI). Although resveratrol
treatment modified endogenous antioxidant system constituents, the dose of 50 mg/kg
alone did not alter MN frequencies, suggesting that it is not related to the induction of DNA
damage. In vivo studies using more diluted doses of resveratrol and even administering it
in repeated doses, as well as direct evaluations in target organs, could help determine the
specific mechanisms, by which resveratrol counteracts Cr(VI)-induced genotoxicity. These
studies contribute to the understanding of the potential antigenotoxic value of polyphenols
such as resveratrol, and to the exploration of their possible use as chemotherapeutic agents
in the prevention and treatment of diseases related to genotoxic damage.
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Introduccion y objetivos: el estrés oxidante se considera uno de los principales mecanismos de genotoxicidad y carcinogenicidad de los metales
pesados. Por otra parte, el resveratrol posee propiedades antioxidantes y es uno de los polifenoles més estudiados debido a su gran variedad
de efectos benéficos para la salud. Sin embargo, no hay revisiones sisteméticas de la literatura cientifica en las que se analicen los efectos del
resveratrol sobre el estrés oxidante inducido por metales pesados.

Métodos: en esta revision se realizé una bisqueda de articulos mediante las bases de datos PubMed® y ScienceDirect® (1996-2018). Después
de aplicar diversos filtros, se consideraron once investigaciones in vivo e in vitro en las que se estudiaron los efectos del resveratrol sobre el
estrés oxidante inducido por el arsénico (As), el cadmio (Cd), el cobre (Cu), el cromo (Cr) y el hierro (Fe).

Resultados: en la revision se presenta un andlisis de los efectos quimicos del resveratrol sobre el estrés oxidante asociado a la exposicion a
compuestos metalicos. Se discute la interaccién del resveratrol con la produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO) y el sistema antioxidante
enddgeno, y sus efectos sobre el daio del ADN. A partir de estos estudios se genera un diagrama que muestra las interacciones propuestas para
el resveratrol, los metales pesados As, Cd, Cu, Cry Fe, y el estrés oxidante.

Conclusiones: los estudios analizados muestran que el resveratrol es capaz de modular el estrés oxidante generado por diferentes compuestos
de metales pesados como As, Cd, Cu, Cry Fe.

Abstract

Introduction and objectives: oxidative stress is considered one of the main mechanisms of genotoxicity and carcinogenicity of heavy metals.
In contrast, resveratrol has antioxidant properties and is one of the most studied polyphenols due to its wide variety of beneficial health effects.
However, there are no systematic reviews of the scientific literature in which the effects of resveratrol on oxidative stress induced by heavy
metals are analyzed.

Methods: in this review, articles were searched using the PubMed® and ScienceDirect® databases (1996-2018). After applying various filters,
eleven in vivoand in vitro researches were considered, in which the effects of resveratrol on oxidative stress as induced by arsenic (As), cadmium
(Cd), copper (Cu), chromium (Cr) and iron (Fe) were studied.

Results: this review presents an analysis of the chemical effects of resveratrol on the oxidative stress associated with exposure to metal com-
pounds. The interaction of resveratrol with the production of reactive oxygen species (ERO), the endogenous antioxidant system, and the effects
on DNA damage are discussed. From these studies a diagram that shows the proposed interactions for resveratrol, heavy metals As, Cd, Cu, Cr
and Fe, and oxidative stress is generated.

Conclusions: the studies analyzed show that resveratrol is able to modulate the oxidative stress generated by different heavy metal compounds
such as As, Cd, Cu, Cr and Fe.
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EL PAPEL DEL RESVERATROL SOBRE EL ESTRES OXIDANTE INDUCIDO POR METALES PESADOS 375

INTRODUCCION

Diversas enfermedades cronicas no degenerativas, como el can-
cer, estan asociadas al estilo de vida y los factores ambientales (1).
En este sentido, los metales pesados han recibido especial atencion
dehido a la exposicion creciente de las poblaciones a los mismos
por sus usos industriales. Metales como As, Cd, Cu, Cry Fe se han
asociado a procesos inflamatorios y, particularmente, a la induccion
de cancer (higado, rindn, pulmon, prostata y piel) (1-3). La toxicidad
de los metales se presenta cuando estos no son metabolizados
por el organismo y se depositan en los tejidos (4). Su acumulacion
en las células implica la generacion de estrés oxidante, al incre-
mentar la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERQ) y
radicales libres, donde el perdxido de hidrogeno (H,0,), el radical
superdxido (0,%) y el radical hidroxilo ("0H) se consideran los mas
importantes para la mutagénesis y la carcinogénesis (2,5,6). La
induccion excesiva de ERO y radicales libres puede sobrepasar
la capacidad antioxidante de la célula para mantener el estado
reducido (1,7). Por lo tanto, se ha propuesto que una fuente ex-
terna de antioxidantes podria ayudar a mantener la homeostasis
redox celular y a proteger frente a los efectos deletéreos del estrés
oxidante (8-11). En consecuencia, la blisqueda de compuestos
no toxicos con propiedades antioxidantes, como los polifenoles,
se ha incrementado en los Ultimos afios, siendo el resveratrol
uno de los mas estudiados debido a la gran variedad de efectos
benéficos para la salud que se han observado y que se han atri-
buido a sus propiedades antioxidantes (12,13). El resveratrol ha
demostrado poseer efectos protectores frente a la diabetes melli-
tus de tipo 2, los desdrdenes cardiovasculares, las enfermedades
neurodegenerativas y el cancer (14). También se ha observado
que presenta propiedades reductoras de la glucosa en sangre,
antiplaquetarias y antinflamatorias. De ahi que se considere al
resveratrol como un potente agente quimiopreventivo y sea uno
de los polifencles mas estudiados (12,13,15-23).

La estructura quimica del resveratrol consiste en dos anillos
aromaticos unidos mediante un doble enlace de metileno, configu-
racion comun de los resorcinoles, por la que el resveratrol recibe su
nombre y su clasificacion dentro de los estilbenos (trans-3,4",5-ri-
hidroxiestilbeno) (24). El resveratrol es un compuesto polifendlico
no flavonoide sintetizado por una gran variedad de plantas en
respuesta al estrés ambiental. Se encuentra en altas concentra-
ciones en las uvas rojas, las bayas y los cacahuates (24-26). Se
ha reportado que la actividad biolagica de este polifenol depende
principalmente del nimero y la posicion de los grupos hidroxilo
(OH), y que esta estructura molecular le permite: eliminar radi-
cales libres, inhibir la oxidacion lipidica, reducir la formacion de
hidroperoxidos e interactuar con el sistema antioxidante endo-
geno incrementando la actividad catalitica de enzimas como la
glutation-peroxidasa (GPx), la glutation-reductasa (GR), la catalasa
y la superdxido-dismutasa (SOD) (11,13,27,28). También se ha
ohservado la modulacion de diversos mecanismos fisioldgicos
mediante la regulacion de la expresion de genes y vias de sefali-
zacion (29,30) y, aunque en los ltimos afios las propiedades del
resveratrol se han estudiado ampliamente tanto en modelos in
vivo como in vitro, hay poca informacién sobre sus propiedades

[Nutr Hosp 2020;37(2):374-383]

antioxidantes contra los efectos nocivos de los metales pesados.
De ahi que el objetivo de este articulo sea presentar una revision
sistematica de la literatura cientifica referente al efecto del res-
veratrol sobre el estrés oxidante inducido por metales pesados.

MATERIAL Y METODO

ESTRATEGIA DE BUSQUEDA

Para la elaboracion de esta revision se realizd una busqueda
de articulos a través de las bases de datos PubMed® y Science-
Direct® de mayo a diciembre de 2018. Las palabras clave utiliza-
das fueron: polifenoles, resveratrol, antioxidante, estrés oxidante,
metales pesados, arsénico, cadmio, cobre, cromo y hierro; se
realizaron con ellas distintas combinaciones. Del mismo modo,
estos términos se utilizaron en inglés: polyphenols, resveratrol,
antioxidant, oxidative stress, heavy metals, arsenic, cadmium, co-
pper, chromiumy iron. La especificidad, la calidad metodologica
y la evidencia cientifica de los estudios se valoraron, para llevar
a cabo la seleccion de los articulos, de acuerdo con el objetivo
de esta revision.

Criterios de inclusiéon

La evaluacion y seleccion de los articulos se realizo de acuerdo
con los siguientes criterios: a) articulos originales (in vivo e in
vitro}, b) metodologia y resultados especificos para la recopila-
cion de datos; c) evaluacion de marcadores de estrés oxidante y
d) determinacion del dafio genotéxico.

Criterios de exclusion

Se excluyeron los articulos de revision, las tesis, los protocolos,
los resimenes y los libros.

Seleccion de los estudios

Dos expertos en los temas de estrés oxidante, metales pesados
y polifenoles realizaron de manera independiente y por separado
la busqueda y el analisis de los estudios, considerando: titulo,
Resumen, introduccién, métodos, resultados y discusion. La in-
formacion obtenida se sintetizo y ordeno. Finalmente se selec-
cionaron 11 articulos bajo los criterios de inclusion/exclusion. Las
referencias de cada estudio también se evaluaron con la finalidad
de localizar informacion de interés.

RESULTADOS

Aproximadamente, el 34 % de los estudios realizados con po-
lifenoles corresponden al resveratrol. De los estudios realizados
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con resveratrol se destacan los de sus propiedades antioxidantes
y antinflamatorias, asi como los de sus efectos contra el cancer y
el estrés oxidante. Recientemente han surgido estudios sobre
sus efectos en la diabetes y la obesidad; sin embargo, hay pocos
sobre los efectos de metales pesados con propiedades cance-
rigenas mediadas por el estrés oxidante (Fig. 1). La blsqueda
electronica inicial permitio encontrar un total de 52.521 articulos
con las palabras clave polifenoles, resveratrol, antioxidante, estrés
oxidante, metales pesados, arsénico, cadmio, cobre, cromo'y hie-
rro. El primer filtro de seleccion consistio en descartar los estudios
duplicados, eliminandose asi 2.626 estudios. A los 49.895 articu-
los restantes se les aplicd un segundo filtro de elegibilidad que
consistio en la revision del titulo y el Resumen para corroborar
si en el contenido de este se consideraban el resveratrol, el es-
trés oxidante y los metales pesados; con este segundo filtro se
eliminaron 40.244. A los articulos restantes se les realizé un
analisis de la metodologia, los resultados v la discusion; se con-
sideraron solo aquellos que presentaban una metodologia clara
y una evaluacion de los efectos del resveratrol sobre el estrés
oxidante inducido por metales pesados; con este proceso se hizo
una seleccion de 413 estudios. Finalmente se aplico el Ultimo
criterio que consistio en excluir aguellos estudios que emplea-
ban suplementos, nanoparticulas o encapsulados, asi como
aquellos en que se administraban complejos resveratrol-metal
con la finalidad de estudiar sus efectos sobre lineas celulares.

T. Nicolas-Méndez et al.

Después de aplicar estos filtros se consideraron 11 articulos in vivo
e in vitro, en los que se estudiaron los efectos del resveratrol sobre el
estrés oxidante inducido por los metales As, Cd, Cu, Cry Fe (Fig. 2).

En la tabla | se muestra el Resumen sistematico de los arti-
culos seleccionados sobre resveratrol y metales. Se incluyen los
siguientes datos: referencia, dosis de resveratrol, dosis de metal
y tipo de estudio/disefio experimental. En la tabla Il se resume la
eficiencia mostrada de las dosis de resveratrol. Las metodologias
de los estudios incluyen procedimientos tanto in vivo como in vitro.
La evaluacion de los efectos del resveratrol sobre el estrés oxi-
dante generado por compuestos metlicos se determind mediante
distintos biomarcadores tales como la concentracion y actividad
de antioxidantes endogenos (GSH, GSSG, GPx, SOD y catalasa),
los niveles de H,0,, la concentracion de malondialdehido (MDA)
0 acido tiobarbittrico (ATB) y la concentracion de coactivadores
del sistema antioxidante endégeno como la gamma-glutamilcis-
teina-sintasa (y-GCS), el receptor activado por proliferadores de
peroxisomas gamma coactivador 1 (PGC-1), el “forkhead box 0"
(por sus siglas en inglés, Fox03a) y la sirtuina 3 (Sirt3). Por su par-
te, el dafo del ADN se midio mediante la concentracion del aducto
8-oxo-7,8-dihidro-2'desoxiguanosina (8-0HdG), la induccion de
microntcleos y los rompimientos de cadena sencilla mediante
electroforesis unicelular alcalina (ensayo cometa). Algunos estudios
evaluaron también el efecto del tratamiento con resveratrol sobre
la concentracion de iones metalicos y la induccion de apoptosis.

Polifencles

Resveratrol
Resveratrol/antioxidante
Resveratrol/antiinflamatorio - 17.783
Resveratrol/cancer
Resveratrol/estrés oxidante
Resveratrol/envejecimiento - 10.518
Resveratrol/diabetes
Resveratrol/obesidad
Resveratrol/metales

20.000

I s

40.000

60.000 80.000 100.000 120.000

Figura 1.

Articulos relacionados con el estudio de los polifenoles y de las propiedades del resveratrol (del afio 1996 al 2018; fuente: PubMed®y ScienceDirect®).
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Se encontraron 52.521 articulos iniciales, con la

combinacién de palabras clave: polifenoles, resveratrol,
antioxidante, estrés oxidante, mefales pesados, arsénico,

——>| Articulos descargados a través de PubMed® y Sciencie Direct® |

cadmio, cobre, cromo y hierro

2.626 referencias duplicadas fueron removidas |

A

Después de eliminar duplicados quedaron 49.895

40.244 articulos fueron excluidos después de evaluar titulo,

resumen, método, resultados y discusion

A

413 articulos incluidos en la revision sistemética

Se excluyeron 402 articulos al aplicar
los criterios de inclusion establecidos

4
11 articulos incluidos en la revision sistematica

Tema de estudio N de articulos
Resveratrol, estrés oxidante, arsénico 4
Resveratrol, estrés oxidante, cadmio 2
Resveratrol, estrés oxidante, cobre 1
Resveratrol, estrés oxidante, cromo 3
Resveratrol, estrés oxidante, hierro 1

Figura 2.
Diagrama de seleccion de los estudios incluidos en esta revision sistematica.

DISCUSION

EFECTO DEL RESVERATROL SOBRE EL DANO
OXIDANTE INDUCIDO POR EL ARSENICO

El As es un importante contaminante ambiental. Estudios epi-
demioldgicos han demostrado que la exposicion cronica a este
metal esta asociada a un incremento en la incidencia de diversos
tipos de cancer (pulmén, piel e higado). Muchos estudios han
confirmado la generacion de ERO durante el metabolismo del As
y se ha relacionado con el dafio oxidante a lipidos, proteinas y
ADN en las células expuestas a este metal (6,7). En la busqueda
de articulos se encontraron 4 en los que se evaluo el efecto del
resveratrol sobre el dafio del ADN y el estrés oxidante inducidos
por la exposicion a arsénico (Tabla I). Zhao y cols. (31) repor-
tan el efecto del resveratrol, in vivo e in vitro, sobre el estrés
oxidante inducido por trioxido de arsénico (As,0,). Observaron
que la exposicion de la linea celular (H9¢2) a 0,1-10 pM y el
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tratamiento de ratones con 3 mg/kg de resveratrol presentaron
efectos benéficos. En ambos modelos se observo una disminucion
de la actividad de las enzimas GPx, SOD vy catalasa, asi como
un incremento del indice apoptdtico con el tratamiento Unico de
As,0,. En cambio, la administracion previa de resveratrol restaura
significativamente la actividad de las enzimas evaluadas, dismi-
nuye el indice de células apoptdticas e incrementa la viabilidad
celular. En el modelo in vitro también evaluaron la produccion de
ERO y reportaron su disminucion con el tratamiento previo con
resveratrol. Asimismo, observaron una regulacion de la actividad
de la caspasa 3 y una disminucion de la concentracion de iones
Ca**, Por otra parte, Chen y cols. (32) también observaron efectos
del resveratrol sobre el estrés oxidante inducido por arsénico.
Evaluaron el efecto del arsenito de sodio (NaAsO,) y del resveratrol
en células de carcinoma pulmonar (A549). Midieron la produccion
de ERO, los niveles de GSH, la actividad de SOD, el dafio al ADN,
la progresion del ciclo celular, la apoptosis y la viabilidad celular.
Observaron que el tratamiento con 30 uM de NaAsO, presenta
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Tabla I. Resumen sistematico de los articulos analizados (resveratrol y metales)
de acuerdo con los criterios establecidos
Referencia Dome oo Rosts de Tipo de estudio/disenio experimental
resveratrol metal
31 3 mg/kg As 1 mg/kg In vivo/evaluacion de la actividad de GPx, SOD y catalasa, y del indice apoptético
10 yM 10 pM In vitro/evaluacion de la produccion de ERO, viabilidad celular y actividad de caspasa 3
In vitro/evaluacion de la generacion de ERO, los niveles de GSH, la actividad de SOD,
%R 20 M A0 )M el dafio del ADN mediante MN y electroforesis unicelular alcalina
33 8 mg/kg As 3 mg/kg In vivo/evaluacion de los niveles de GSH y GSH/GSSG, y la produccién de ERO
In vivofvaluacion de la actividad de GPx, SOD y catalasa,
4 timghg hadmghy asi como de los niveles de la relacion GSH/GSSG
35 20 mgkg 0d 7 mghg In vivo/evaluacion de MDA, niveles dc?rGSH. actividad de GPx,
catalasa y concentracion de Cd
In vivofevaluacion de la funcién mitocondrial y la concentracion de las proteinas de
8 10mgkg Cd2 gy S0D2, Fox03a, PGC-Taty Sift3
37 100 M Cu10pm In vitro/medicién de los niveles de ATB, GSH, GSSG y GSH/GSSG
0,01,0,05, 0,10, Cr (I . - ) . ) )

38 050,50y 10,0 gM 500 gM In vitrofevaluacion de los niveles de 8-OHdG en el ADN de células aisladas del timo
39 {0k Cr (V) In vivo/evaluacion de los niveles de H,0,, la peroxidacion lipidica, la expresion de GPx1,
ok 50 ppm S0D1/2 y catalasa, y el indice apoptético

1 50 mak Cr (V) In vivo/evaluacion de la concentracion en plasma de 8-OHdG; frecuencia de
9K 20 mg/kg microncleos y células apoptéticas; niveles de GSH y actividad de SOD
40 30,60 090 mg/kg | Fe 100 mg/kg In vivoAdeterminacién de la actividad de GPx, SOD y catalasa, y de los niveles de MDA

una marcada disminucion de la actividad y la concentracion de
SOD y GSH, respectivamente, asi como un incremento de la pro-
duccion de ERO y la frecuencia de MN y de cometas. Cuando el
resveratrol se administrd antes de la exposicion de las células
al arsénico, se observaron dos efectos principales. Los autores
reportaron que, cuando se administraron dosis de 1 y 5 uM de
resveratrol antes del tratamiento con NaAsO,, se incrementaron
la concentracion de GSH, la actividad de la SOD, la viabilidad
y la proliferacion celular, mientras que disminuyeron la produc-
cion de ERO, la frecuencia de MN y cometas, y la apoptosis. Por
otro lado, cuando las células se expusieron a dosis mas altas
de resveratrol (10 y 20 pM), se observaron efectos contrarios.
Con estos resultados concluyen que el tratamiento previo con
resveratrol puede proteger a las células de los efectos toxicos
del NaAs0,. No obstante, también reportan un efecto dual cuando
se incrementan las dosis de resveratrol, enfatizando el efecto
antigenotoxico del resveratrol de manera dosis-dependiente.
Zhang y cols. (33) sugieren que el pretratamiento con 8 mg/kg
de resveratrol por 4 dias protege del estrés oxidante inducido
en pulmones de ratas expuestas a trioxido de arsénico (As,0,),
sugiriendo que la suplementacion con resveratrol podria disminuir
la toxicidad en los individuos expuestos a este metal. Observaron
que la exposicion a As induce un incremento de la produccion
de ERO, mientras que disminuye la actividad de y-GCS, los ni-
veles de GSH y el cociente GSH/GSSG. Sin embargo, cuando
administraron el resveratrol antes del tratamiento con As,0, tuvo
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lugar una disminucion de las ERO, asi como un incremento de la
actividad de y-GCS. En su analisis de la concentracion de GSH y
la relacion GSH/GSSG describen que el pretratamiento con res-
veratrol es capaz de restaurar estos niveles. Para determinar el
grado de estrés oxidante también evaluaron el contenido de As
del tejido pulmonar y observaron una disminucion significativa del
mismo con la administracion previa de resveratrol, concluyendo
que, bajo sus condiciones experimentales, el tratamiento con este
polifenol puede atenuar las lesiones pulmonares inducidas por
la exposicion a As. En una segunda publicacion, Zhang y cols.
(34) reportan que el pretratamiento con 8 mg/kg de resveratrol
puede atenuar la hepatotoxicidad generada por el estrés oxidante
inducido por el As,0,. Observaron que el tratamiento con resvera-
trol antes de la exposicion a As incrementa significativamente la
actividad de GPx, catalasa y SOD con respecto al grupo tratado
Unicamente con As. También reportaron un incremento de los
niveles de GSH/GSSG que corrobora los resultados previamente
reportados. Asimismo, el pretratamiento con resveratrol disminuye
de manera significativa los niveles de As, concluyendo los autores
que también es capaz de prevenir la hepatotoxicidad inducida
por As al incrementar la actividad de enzimas antioxidantes y
disminuir sus niveles invasivos.

Aungque los trabajos anteriores se conducen por metodologias
distintas, reportan resultados similares, es decir, se observan
efectos benéficos del pretratamiento con resveratrol sobre el
estrés oxidante inducido por los compuestos de As. En todos
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EL PAPEL DEL RESVERATROL SOBRE EL ESTRES OXIDANTE INDUCIDO POR METALES PESADOS 379

Tabla Il. Resumen de la eficiencia de las dosis empleadas de resveratrol

Metal | Referencia Tipo \':Ie Dosis de Eficiencia
estudio resveratrol
Incrementa los niveles de GSH y la actividad de SOD
Disminuye la frecuencla de MN y cometas (rompimientos de cadena
32 . 1abuM
a1 In vitro 10 UM doble de ADN)
" Restaura la actividad de GPx, SOD y catalasa
Arsénico Disminuye la produccion de ERO
Incrementa los niveles de GSH y GSH/GSSG
3 Invivo 3 mg/kg Disminuye la concentracion de ERO
33,34 8 mg/kg Restaura la actividad de GPx, SOD y catalasa
Restaura la relacién GSH/GSSG
Reduce los niveles de ERO mitocondriales mediante la Sirt3, la
regulacién de FoxO3a y el incremento de PGC-1ary SOD2
) 36 . 10 mg/kg Disminuye la peroxidacion lipidica y restaura la actividad
Ladmio 35 fvivo 20 mg/g de GPx y catalasa
No presenta efectos sobre el metabolismo intracelular del Cd
No presenta efectos sobre los niveles de GSH
. Incrementa la cancentracién de antioxidantes endégenos como GSH y
Cobre 3 In-vitro 100 1M requla la relacion GSH/GSSG
Cromo . 0,01,0,05,0,10,0,50, - ' ) )
(i) 38 In vitro 5,0y 10,0 M Disminuye la presencia del aducto 8-OHdG de forma dosis-dependiente
Disminuye los niveles de H,0, y la peroxidacion lipidica
Cromo 39 Invivo 10 mg/kg Incrementa los niveles de GPx1, S0D1,2 y catalasa
(W] 1 50 mg/kg Disminuye la apoptosis
Protege contra el dafio genotoxico inducido por el Cr
’ ) Incrementa la actividad de GPx y SOD
Hierro 40 fvivo 30,60 090 mg/kg Disminuye los niveles de MDA.

los articulos se reportaron tanto el restablecimiento de las con-
centraciones de GSH como la restauracion de la actividad de
enzimas antioxidantes, GPx, SOD y catalasa. Ademaés, distinguen
una disminucion del dano del ADN, lo que respalda los efectos
propuestos para el resveratrol sobre el estrés oxidante inducido
por compuestos metalicos.

EFECTO DEL RESVERATROL SOBRE EL DANO
OXIDANTE INDUCIDO POR CADMIO

La exposicion a grandes concentraciones de este metal puede
inducir toxicidad, dafio oxidante del ADN e inhibicion de enzimas
antioxidantes, y desencadenar efectos adversos sobre la salud
(6,7). Se encontraron dos articulos en los que se evalud el efecto
del resveratrol sobre el estrés oxidante inducido por la exposicion
a Cd (Tabla I). Eybl y cols. (35) presentan un estudio disefiado
para evaluar el efecto del resveratrol sobre el dafio oxidante
inducido en ratones por la exposicion a Cd, y reportan que el
tratamiento por tres dias con 20 mg/kg de resveratrol antes de

[Nutr Hosp 2020;37(2):374-383]

la dosis administrada de cloruro de cadmio (CdCl,) fue efectivo
para disminuir significativamente los niveles de MDA que se incre-
mentaron con la administracion tnica del metal, sugiriendo que el
resveratrol puede disminuir la peroxidacion lipidica. En cuanto a
los niveles de GSH, el pretratamiento con resveratrol no modifica
la concentracion de este antioxidante; sin embargo, si restaura
significativamente la actividad de GPx y catalasa, mientras que la
administracion sola del polifenol no induce modificaciones sig-
nificativas sobre los parametros medidos. De esta manera se
concluye que el tratamiento con resveratrol, en el tiempo y dosis
establecidos, protege efectivamente contra la peroxidacion lipidica
inducida por Cd, ademas de que puede restaurar la actividad de
las enzimas antioxidantes evaluadas. Por otro lado, Fu y cols.
(36) reportan un efecto del tratamiento con resveratrol sobre la
funcién mitocondrial de células tubulares renales (TCMK-1). En
este estudio observaron que el tratamiento de las células TCMK-1
con Cd incrementa significativamente la produccion mitocondrial
de ERO disminuyendo también la biogénesis y la funcion de este
organelo mientras que decrece la expresion de SOD2, PGC-1a
y Sirt3, y promueve la acetilacion de Fox03a. Observaron que
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con la administracion de 10 mg/kg de resveratrol antes del tra-
tamiento con Cd se reducen los niveles de generacion de ERO,
lo que atribuyeron al incremento de la expresion de Sirt3, SOD2,
PGC-1a y Fox03a, que estimulan la biogénesis mitocondrial y la
actividad de la cadena de transporte de electrones, suprimien-
do la produccion de ERO y, consecuentemente, protegiendo a la
célula del dario oxidante. Los autores proponen la activacion de
Sirt3/Fox03a como mecanismo por el cual el resveratrol podria
proteger del dafo celular inducido por Cd.

EFECTO DEL RESVERATROL SOBRE EL DANO
OXIDANTE INDUCIDO POR COBRE

El Cu es un elemento esencial utilizado como cofactor catalitico
de muchas enzimas. Sin embargo, la exposicion excesiva a este
metal incrementa la produccion de ERO mediante la reaccion de
Fenton, lo que dafa lipidos, proteinas y acidos nucleicos (1). Los
compuestos derivados del Cu se utilizan ampliamente en la indus-
tria, lo que provoca un incremento de los niveles de este metal en
el aire, el agua y los alimentos. De ello se deriva la importancia
del posible uso de polifenoles para prevenir o contrarrestar el
dano inducido por la exposicion a metales. En la revision realiza-
da se encontro un solo articulo en el que se evalia el efecto del
resveratrol sobre el estrés oxidante inducido por la exposicion a
Cu (Tabla I). Amal y cols. (37) evaluaron el efecto del resveratrol
sobre cultivos celulares (HepG2 y A-549) expuestos a Cu y re-
portan que el tratamiento con 100 uM de resveratrol incrementa
los niveles de GSH y GSSG en ambos tipos de células, mientras
que la relacion GSH/GSSG se mantiene constante en todos los
cultivos. Con relacion al efecto sobre la peroxidacion lipidica, ob-
servaron que el tratamiento previo con resveratrol incrementa
significativamente los niveles de ATB con respecto a las celulas
expuestas Unicamente a Cu, concluyendo que el tratamiento con
resveratrol no fue eficiente para proteger a las células de los
efectos adversos del Cu.

EFECTO DEL RESVERATROL SOBRE EL DANO
OXIDANTE INDUCIDO POR CROMO

Los compuestos de Cr (VI) son frecuentemente utilizados en
la industria y son carcindgenos conocidos. Los efectos toxicos y
genotoxicos del Cr (VI) estén relacionados con su estado de oxi-
dacion y el tiempo de exposicion a este metal. El cromo trivalente
Cr () es esencial para el metabolismo de la glucosa, mientras
que el cromo hexavalente Cr (Vl) se considera que es carcinogeno
para los seres humanos expuestos. Los compuestos de Cr (VI)
pueden generar ERO durante su reduccion a Cr (lll), induciendo
dafio en biomoléculas tales como el ADN mediante la formacion
de aductos (8-0HdG) (6). Burkhardt y cols. (38) reportaron el efec-
to del tratamiento con resveratrol sobre el dafio oxidante del ADN
inducido por Cr (lll). En su estudio in vitro, las células se trataron
con 500 pM de cloruro de cromo (CrCl,) y con 0,01, 0,05, 0,10,
0,50, 5,0y 10,0 uM de resveratrol. Observaron que el tratamiento
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previo con resveratrol disminuye los niveles de 8-0HdG en el
ADN de manera dosis-dependiente. Concluyen que el resveratrol
puede reducir el dafio oxidante del ADN, proponiendo la elimina-
cion del radical *OH como posible mecanismo. En este estudio se
compard el efecto del resveratrol con el de otros antioxidantes,
siendo este polifenol el que presenta mayor efecto en cuanto a
disminuir la concentracion de 8-0HdG. Banu y cols. (39) repor-
taron que el tratamiento con resveratrol es capaz de mitigar los
efectos adversos del Cr (VI). Miden los efectos sobre el estrés
oxidante mediante los niveles de H,0, y la peroxidacion lipidica, y
observaron que el tratamiento con dicromato de potasio (K,Cr,0,)
incrementa significativamente los niveles de peroxidacion lipidica
y de H,0, medidos en plasma y tejido ovarico, mientras que el
tratamiento con 10 ma/kg de resveratrol los reduce. Por ofra
parte, determinaron los efectos del resveratrol sobre la expresion
de GPx1,S0D1, S0D2 y catalasa. La expresion de estas enzimas
antioxidantes disminuye con el tratamiento con Cr (VI), mientras
que la suplementacion con resveratrol inhibe estos efectos. Por
otro lado, Garcia- Rodriguez y cols. (11) observaron que el trata-
miento con 50 mg/kg de resveratrol antes de la administracion
de 20 mg/kg de Cr0, disminuye las frecuencias de MN; también
reportan un incremento de las frecuencias de células apoptoticas,
sugiriendo que la induccion de apoptosis podria estar involucrada
en la eliminacion y reduccion de las celulas micronucleadas. Al
medir los niveles en plasma sanguineo de 8-0OHdG, observan un
incremento de la concentracion de este aducto, sugiriendo que
el resveratrol podria estar relacionado con el incremento de la
eliminacion del ADN con dafo oxidante. Al evaluar los niveles y
la actividad de los antioxidantes enddgenos, observan que los
niveles de GSH disminuyen mientras que la actividad de SOD se
restaura, concluyendo que estos resultados podrian estar relacio-
nados con las propiedades antioxidantes del resveratrol sobre el
daio genotoxico inducido por el Cr (VI).

EFECTO DEL RESVERATROL SOBRE EL DANO
OXIDANTE INDUCIDO POR HIERRO

El Fe se encuentra en dos estados de oxidacion, +2 y +3.
Los iones de Fe son solubles en los fluidos bioldgicos y pueden
generar dafo en presencia de oxigeno mediante la formacion de
radicales libres. Este metal es esencial para la vida. Sin embargo,
en dosis altas también puede ser toxico (6,7). Asi, se ha relacio-
nado la exposicion al Fe con un incremento en la incidencia de
carcinogenicidad. En la blsqueda de articulos se encontré un
estudio en el que se evalla el efecto del resveratrol sobre el estrés
oxidante inducido por la exposicion a Fe (Tabla I). Zhao y cals. (40)
miden el efecto de 30, 60 y 90 mg/kg de resveratrol sobre el es-
trés oxidante inducido por la exposicion a hierro y reportan que el
tratamiento con 90 mg/kg de resveratrol restaura la actividad de
50D, catalasa y GPx, mientras que disminuye significativamente
los niveles de MDA. Concluyen que el tratamiento con resveratrol
puede proteger eficazmente contra el estrés oxidante generado
por la exposicion a Fe. Cabe mencionar que el objetivo principal
de este estudio fue observar los efectos de este polifenol sobre la
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perdida osea inducida por hierro. Sin embargo, al estar relaciona-
do el estrés oxidante con este proceso degenerativo, es crucial la
evaluacion del sistema antioxidante endogeno, ya que refleja las
condiciones del dafio oxidante inducido por la exposicién a Fe.

RESVERATROL FRENTE AL DANO OXIDANTE
INDUCIDO POR METALES PESADOS

Los articulos incluidos en esta revision sistematica muestran
el efecto del resveratrol sobre los efectos negativos de la ex-
posicion a los metales As, Cd, Cu, Cr y Fe. Aunque varios de
estos metales son importantes para muchos procesos fisiologicos
como crecimiento celular, la actividad y la respuesta enzimatica,
la respuesta inmune, efc., la exposicion cronica o a altas concen-
traciones esta relacionada con la induccion de cancer de pulmon,
higado, pancreas y colon en los seres humanos expuestos de
forma ocupacional (1,6). Incluso metales como el Cd y el Cr han
sido clasificados entre los principales carcindgenos para los seres
humanos por la Agencia Internacional para la Investigacion sobre
el Cancer (por sus siglas en inglés, IARC) (6,35). Otros metales,
como el Cu, solo han demostrado ser carcinogenos en modelos
in vitro (1). El mecanismo comin de los efectos toxicos y carci-
nogénicos de los metales se ha atribuido a la induccion de estrés
oxidante, ya que se ha reportado que incrementan la produccion
de ERO y radicales libres. En este sentido, los tratamientos con
As,0,, Cd, Kr,Cr,0, y NaAsO, incrementan de manera significativa
la produccion de ERO como el H,0,. Sin embargo, cuando se
realiza la administracion del resveratrol antes del tratamiento con
estos metales se observa una disminucion de la produccion de
ERO (31-33,36,39). Solamente un articulo reportd un efecto dual
entre el resveratrol y el metal al incrementar la dosis de resvera-
trol (20 pM), sugiriendo que el potencial benéfico del resveratrol
podria depender de la dosis utilizada (32). Cabe mencionar que
la medicion del *OH y el 0,* también se considera relevante,
ya que se ha descrito que estos son los principales radicales
libres formados durante la reduccion intracelular de los metales
pesados. Ademas, se ha observado que el resveratrol es capaz
de eliminar estos radicales libres (6,41). A pesar de que las do-
sis de resveratrol, asi como las unidades de medida de la produc-
cion de ERO, utilizadas son diferentes, la disminucion observada
es significativa. Por otro lado, se ha relacionado la produccion
excesiva de ERO vy radicales libres con la alteracion del sistema
antioxidante enddgeno, ya sea en términos de concentracion o de
actividad. En este sentido, Fu y cols. (36) reportaron una disminu-
cion de la expresion de SOD cuando las células se expusieron a
Cd. Resultados similares se obtuvieron con las administraciones
de As,0,, CdCl,, Cr0,, Fe y NaAsO,, ya que se observd que la
actividad enzimatica de SOD disminuye significativamente, asi
como la actividad de las enzimas catalasa y GPx. Sin embargo,
estos efectos fueron contrarrestados por el tratamiento previo con
resveratrol, suprimiéndose de esta manera el dano oxidante de
estos metales (11,31,32,34,35,40). Este resultado no se observd
en todos los estudios, ya que Banu y cols. (39) reportaron que el
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tratamiento con Kr,Cr,0, reduce la actividad de GPx y catalasa
pero incrementa la actividad de SOD. Sin embargo, no reportan in-
formacion concluyente sobre este comportamiento. Con respecto
a la concentracion de GSH y la relacion GSH/GSSG, se observaron
disminuciones significativas con As y Cu (32-34,37), mientras que
Garcia-Rodriguez y cols. (11) no reportaron efectos sobre la con-
centracion de GSH con la administracian de Cr0,, En cambio, con
el fratamiento previo de resveratrol, los niveles de GSH disminuyen
significativamente, concluyendo los autores que este efecto podria
estar relacionado con la disminucion del dafo genotoxico inducido
por los compuestos de Cr (VI). Dentro de los efectos de las ERO
y los radicales libres se encuentra el dano oxidante de lipidos y
acidos nucleicos. En este sentido, la administracion de Cd, Cu, Cr
y Fe incrementa los niveles de ATB, peroxidacion lipidica y MDA
(35,37,39,40). Con respecto a las evaluaciones del dario del ADN,
se observé que la administracion de NaAsQ, y Cr0, incremen-
ta de manera significativa la genotoxicidad (11,32). También se
observd que el tratamiento con CrCl, incrementa la formacion de
8-0HdG en el ADN (38), mientras que Garcia-Rodriguez y cols.
(11) observaron una disminucion de la concentracion plasmati-
ca de este aducto cuando administraron Cr0,. A este respecto
se observo que el tratamiento previo con resveratrol reduce el
dafo oxidante de lipidos y ADN, atribuyéndose este efecto a la
capacidad de reducir la produccion de H,0,, 0,*y *OH. También
se propone una interaccion con los mecanismos de reparacion
del ADN. La figura 3 resume las interacciones propuestas entre
los metales pesados y el resveratrol: los metales pesados dis-
minuyen la actividad del sistema antioxidante endageno (R1) e
incrementan la produccion de ERO y radicales libres (R2), lo que,
cansecuentemente, induce dafio en biomoléculas tales como los
lipidos (peroxidacion lipidica; R3) y el ADN (formacion del aducto
8-0HdG; R4). La apoptosis se inicia por un incremento de los
niveles de Ca** y la actividad de la caspasa 3, y por la disminucion
de Bcl-2 (R5). Sin embargo, el resveratrol puede regular los efec-
tos del estrés oxidante inducido por As, Cd, Cu, Cr y Fe mediante
un incremento de la concentracion y la actividad de los antioxi-
dantes enddgenos (GSH, GPx, SOD y catalasa; R6), asi como de
ofras enzimas involucradas, como la y-GCS, que se encarga de la
sintesis de GSH (R7). Otro mecanismo, es el incremento de PGC-
1oy Sirt3/Fox03a (R8), que conlleva un aumento de la actividad
de SOD y la regulacion mitocondrial, que se ve perjudicada con la
exposicion a metales pesados y que contribuye al incremento de
la produccion de ERO y radicales libres, principalmente de H,0,
y de los radicales 0,*y *OH. También se observa una inhibicion o
eliminacion de ERO y radicales libres (H,0,, 0,* y *0H), mecanis-
mo que contribuye a la disminucion de la peroxidacion lipidica y
el dafio del ADN (R9). El resveratrol también es capaz de estimular
los mecanismos de reparacion del ADN (R10). Por su parte, la
disminucion de la apoptosis con el tratamiento de resveratrol se
atribuye a la restauracion de los niveles de Ca? y de la actividad
de la caspasa 3 y Bel-2 (R11). Finalmente, se ha sugerido que el
resveratrol es capaz de disminuir la concentracion de los metales
(As y Cd) mediante la modulacion de la actividad de enzimas
antioxidantes que facilitan su expulsion (R12).
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CONCLUSION

La generacion de estrés oxidante es uno de los mecanismos
mas importantes en la toxicidad y carcinogenicidad inducidas por
metales pesados. Si bien en los articulos analizados se utilizan
diferentes metodologias, los resultados que presentan concuer-
dan en que el tratamiento previo con resveratrol es capaz de
modular los efectos del estrés oxidante generado por los diferen-
tes compuestos metalicos de As, Cd, Cu, Cr y Fe. Los posibles
mecanismos involucrados podrian ser: &) disminucion directa de la
produccion de ERO y radicales libres (H,0,, 0,* y “OH); b) interac-
cion con el sistema antioxidante endogeno, ya sea modulandolo
o estimuldndolo (GSH, GSH/GSSG, y-GCS, GPx, SOD y catalasa,
entre otros); ¢) inhibicion de la disfuncion mitocondrial (PGC-1a,
Sirt3/Fox03a); d) estimulacion de los mecanismos de reparacion
del ADN (8-0HdG), y e) induccion de la apoptosis (caspasa 3,
Bcl2 y Ca). Los estudios analizados muestran que el resveratrol
es capaz de modular el estrés oxidante generado por diferentes
compuestos de metales pesados como As, Cd, Cu, Cry Fe.
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Efecto del Resveratrol sobre la Apoptosis y la Viabilidad Celular en
Ratones Expuestos a Cromo Hexavalente

Tonancy Nicolds-Méndez!, Alda Rocio Ortiz-Mufiiz?, Victor Manuel Mendoza-Nufiez®, y Maria del
Carmen Garcia-Rodriguez*”.

!Laboratorio de Antimutagénesis, Anticarcinogénesis y Antiteratogénesis Ambiental. Facultad de
Estudios Superiores-Zaragoza, UNAM. CDMX, México. ?Departamento de Ciencias de la Salud.
Universidad Autbnoma Metropolitana-lztapalapa, UAM. CDMX, México. *Unidad de Investigacién
en Gerontologia. Facultad de Estudios Superiores-Zaragoza, UNAM. CDMX, México.*Tel:
+56230772; e-mail: carmen.garcia@unam.mx

Introduccion. La creciente exposicion de las poblaciones humanas a compuestos metélicos
cancerigenos como los compuestos de cromo hexavalente [Cr(V1)] representa un problema
de salud cada vez mas grave. Se ha descrito que, el Cr(VI) genera estrés oxidante durante su
reduccion 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(V1).

Material y Métodos. Grupos de cinco ratones machos Hsd:ICR fueron divididos y tratados
de la siguiente manera: (i) Control 1, se les administré agua destilada por via intraperitoneal
(ip); (ii) Control 2, se les administrd etanol al 30% intragastricamente; (iii) resveratrol
(diluido en etanol al 30%), 50 mg/kg via intragastrica; (iv) Cr(V1), se les administré 20 mg/kg
de CrOs via ip; y (v) resveratrol+CrOs, se les adminitré el resveratrol 4 horas antes del
tratamiento con CrOs. La evaluacion de la apoptosis y la viabilidad celular se realiz6 en
células nucleadas de sangre periférica a las 48 horas después de la administracion de los
tratamientos®.

Resultados. La administracion sola del resveratrol disminuy6 las células apoptoéticas totales
y tempranas. Mientras que, el CrOs incremento las células apoptoticas totales, tempranas y
tardias, asi como las células necroticas. De manera similar, en este grupo se disminuyo la
viabilidad celular, lo que corrobor6 la citotoxicidad descrita para los compuestos de Cr(\V1).
Cuando se administrd el resveratrol cuatro horas previas al tratamiento con CrOgz, se recupero
la viabiabilidad celular. Sin embargo, se incrementaron de forma significativa la frecuencia
de células apoptdticas totales y tempranas, incluso, el efecto fue mayor que el observado en
el grupo tratado solo con CrOa.

Conclusion. Los resultados sugieren que el resveratrol contribuye en la disminucion de la
citotoxicidad inducida por compuestos de Cr(VI) y en la eliminacion de las células con dafio
en el ADN. Proyecto financiado por UNAM mediante la DGAPA PAPIIT-IN224719; IN216122.

!Garcia-Rodriguez, M.C., et al. (2013). Oxid. Med. Cell Longev. 2013:1-9.

123



v Co, L ||
SYSBI Omx

International

- Summer

= Symposium
on Systems
Biology

Program and register at: is3b.inmegen.gob.mx

Transmission YouTube / INMEGEN MEDIOS

SALUD / o oo

124



Protection of hexavalent chromium-induced genotoxic damage in peripheral blood of
mice by resveratrol and its relationship to the apoptotic activity

Tonancy Nicolas-Méndez?, Sam Kacew?, Alda Rocio Ortiz-Mufiiz®,
Victor Manuel Mendoza-NUfiez! and Maria del Carmen Garcia-Rodriguez®”

! Facultad de Estudios Superiores—Zaragoza, Universidad Nacional Autonoma de México
(UNAM), Mexico City, CDMX, 09230, Mexico.

2 McLaughlin Centre for Population Health Risk Assessment, University of Ottawa,
Ottawa, ON, K2G 3G8, Canada.

% Departamento de Ciencias de la Salud, Universidad Auténoma 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) CrOs3, 20 mg/kg intraperitoneally; (e) resveratrol+CrOs, resveratrol administered 4 h prior
to CrOs. The genotoxic damage caused by Cr(V1) 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 CrOz 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 CrOs had lower MN frequency than the CrOs 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 CrOz induced an increased number of total, early, late apoptotic,
and necrotic cells compared to control groups (p < 0.0001). In the resveratrol+CrOs mice,
there were fewer late apoptotic and necrotic cells compared to the CrOz 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(V1). Financial support was obtained from DGAPA-UNAM PAPIIT IN216122.
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Effect of Resveratrol on SOD, GPx and Catalase
Activity and Genotoxic Damage in Mice Treated
with Chromium(VI)

Tonancy Nicolas-Méndez'. Alda Rocio Ortiz-
Muiiz?. Victor Manuel Mendoza-Nuiiez!. Maria del
Carmen Garcia-Rodriguez!

TUniversidad Nacional Auténoma de México,
Mexico, 2Universidad Autébnoma Metropolitana, Mexico

Hexavalent chromium [Cr (VI1)] is an environmental pollutant
and a potent toxic to humans. Cr (VI) compounds generate
reactive oxygen species (ROS) during their reduction to Cr
(Ill) that cause DNA damage, such as 8-oxo-7,8-dihydro-2'-
deoxyguanosine (8-OHdG). Meanwhile, resveratrol is a
polyphenol that has a pleiotropic biological effect, which
includes antioxidant activities. In this study, the effect of
resveratrol on superoxide dismutase (SOD), glutathione
peroxidase (GPx) and catalase activity, and genotoxic
damage in Cr (V1) -treated mice were evaluated. Groups of
five Hsd-ICR mice were divided and treated as follows: i)
vehicle only; ii) resveratrol (50 mg / kg) by gavage; iii) CrO 3
(20 mg / kg) intraperitoneally; and iv) resveratrol in addition
to CrO 3. Evaluations were made at 0, 24, 48 and 72 h after
the treatments. No significant changes were observed in the
frequencies of micronuclei (MN) and apoptosis in the group
treated with only resveratrol; although the levels of 8-OHdG
and the activity of SOD, GPx and catalase were modified.
Treatment with CrO 3 increases the frequencies of MN and
apoptotic cells, and the activity of GPx and catalase; while
SOD activity and 8-OHdG levels decreased. Administration
of resveratrol before CrO 3 Treatment increased the
frequency of apoptotic cells and the levels of 8-OHdG,
suggesting that these may play a role in the elimination and
reduction of micro-nucleated cells. While, the decrease in
the activity of GPx and catalase, and the recovery of SOD,
could be related to the properties of suppression of oxidative
stress. Therefore, resveratrol can be used effectively to
protect the genotoxic effects of Cr (VI).

doi: https://doi.org/10.1016/].freeradbiomed.2020.10.091
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104. Efecto del Resveratrol sobre el dano Genotoxico y Sistema
Antioxidante-Enzimatico de Ratones Tratados con Cr(VI)

Tonancy Nicolas-Méndez', Alda Rocio Ortiz-Mufiiz?, Victor Manuel Mendoza-Nufiez?, y Maria del
Carmen Garcia-Rodriguez'- "Unidad de Investigacion en Genética y Toxicologia Ambiental. Facultad
de Estudios Superiores-Zaragoza, UNAM. ?Departamento de Ciencias de la Salud. Universidad
Autonoma Metropolitana-lztapalapa, UAM. 3Unidad de Investigacion en Gerontologia. Facultad de
Estudios Superiores-Zaragoza, UNAM. CDMX, Meéxico.*Tel: +56230772; e-mail:
carmen.garcia@unam.mx

Introduccién. En diversos estudios se han descrito propiedades quimiopreventivas
y anticancerigenas para el resveratrol, las cuales se atribuyen principalmente a su
actividad antioxidante. Por otro lado, compuestos con propiedades cancerigenas
como los del cromo hexavalente [Cr(VI)] pueden inducir dafio al ADN mediante el
estrés oxidante que se genera durante su reduccion intracelular a cromo trivalente
[Cr(lIN].

Objetivo. De ahi que, en el presente estudio se evalud el efecto del resveratrol sobre
el dafio genotoxico y el sistema antioxidante enzimatico.

Materiales y Métodos. Grupos de cinco ratones Hsd:ICR fueron tratados con: i)
vehiculo (agua o etanol al 30%); ii) resveratrol (50 mg/kg) via intragastrica; iii) CrOs
(20 mg/kg) via intraperitoneal; y iv) resveratrol-CrOs. El dafio genotdxico se evalud
mediante el analisis de micronucleos (MN) y el sistema antioxidante enzimatico
mediante la cuantificacion de la actividad de la superéxido dismutasa (SOD), la
glutatién peroxidasa (GPx) y la catalasa empleando kits comerciales (Cayman®).
Se tomaron muestras de sangre periférica a las 0, 24, 48 y 72 horas después de la
administracion de los tratamientos.

Resultados. En los grupos en los que se administré solo el resveratrol no se
observaron cambios significativos en las frecuencias de MN, sin embargo, el
tratamiento de CrOs los incremento significativamente en todas las horas evaluadas.
Cuando el resveratrol se administré previo al tratamiento del CrOaz, se observé una
disminucion en las frecuencias de MN en comparacion con el grupo CrOs. En las
evaluaciones del sistema antioxidante se observé que el tratamiento con resveratrol
incrementa la actividad de todas las enzimas, mientras que la administracion de
CrOs3 disminuye la actividad SOD e incrementa la actividad de GPx y catalasa.
Cuando se administré el resveratrol previo al CrOs se revirtieron los efectos
observados en el grupo tratado solo con CrOs.

Conclusién. Los resultados sugieren que la proteccion del resveratrol sobre el dafio
genotéxico inducido por el tratamiento de Cr(VI) en ratones puede estar relacionado
con la modulacién del sistema antioxidante endégeno. Proyecto financiado por
UNAM mediante la DGAPA PAPIIT-IN224719.
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Simultaneous Evaluations of Genotoxic Damage, GSH Levels, GPx
and Catalase Activity in Mice Treated with Chromium(Vl) and
Resveratrol

Tonancy Nicolas-Méndez', Alda Rocio Ortiz-Mufiz?, Victor Manuel Mendoza-
Nufiez’, Maria del Carmen Garcia-Rodriguez"

'"Unidad de Investigacion en Genética y Toxicologia Ambiental, Facultad de Estudios
Superiores-Zaragoza, UNAM. “Departamento de Ciencias de la Salud. Universidad
Auténoma Metropolitana-lztapalapa, UAM. *Unidad de Investigacién en Gerontologia,
Facultad de Estudios Superiores-Zaragoza, UNAM. CDMX, México. *Tel: +56230772; e-
mail: carmen.garcia@unam.mx

Resveratrol has received much attention due to its ability to reduce stress-induced

cellular injury. In fact, the compounds of hexavalent chromium [Cr(VI)] generate
oxidative stress during its reduction to trivalent chromium [Cr(lll)] leading to DNA
damage. In this study, the effect of resveratrol on genotoxic damage was evaluated
simultaneously with glutathione (GSH) levels, glutathione peroxidase (GPx) and
catalase activity. Groups of five Hsd-ICR mice were treated as follows: i) only vehicle
(water or ethanol 30%); i) resveratrol (50 mg/kg) by gavage; i) CrO; (20 mg/kg)
intraperitoneally; and jv) resveratrol in addition to CrOs. The genotoxic damage was
evaluated by analysis of micronuclei (MN) according to the method proposed by
Hayashi et al. (‘1990)1 and apoptosis according to the technique modified by Garcia
Rodriguez et al. (2013)%. The determinations of GSH-levels and activities of GPx and
catalase were made using a commercial kit specific for each antioxidant. Evaluations
were performed at 0, 24, 48 and 72 h after treatments. No significant changes in MN
and apoptosis frequencies were observed when resveratrol was administrated alone.
However, when the treatment of resveratrol was administered prior to CrO; a decrease
in MN frequencies and an increase of apoptotic cells were observed compared to the
CrQOs; group. When the evaluations of endogenous antioxidants were performed,
increases of GSH-levels, activities of GPx and catalase were observed in the resveratrol
and CrOj; groups. However, when the treatment of resveratrol was administered prior to
CrOs, a significant decrease in the levels and activity of endogenous antioxidants was
observed. The results suggest that resveratrol can protect against genotoxic damage
induced by Cr(VI]) compounds, modulate the endogenous antioxidant system and induce
apoptosis.

Financial support was obtained from DGAPA-UNAM PAPIIT-IN224719.

Reference:
1Hayashi et al., 1990. Mutat Res; 245:245-249.
2Garcia-Rodrl’guez et al., 2013. Oxid Med Cell Longev; 2013:1-9.
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122. Efecto de la (-)-epigalocatequina-3-galato y la (+)-catequina
sobre el dafo cito/genotoéxico inducido por Cr(VI)

Estefani Yaquelin Hernandez-Cruz, Tonancy Nicolas-Méndez*, Maria del Carmen
Garcia-Rodriguez.

Unidad de Investigacion en Genética y Toxicologia Ambiental. Facultad de Estudios
Superiores “Zaragoza”, UNAM. CDMX. *tonancymendez@gmail.com

Introduccion. Al consumo del té verde se le ha asociado con los efectos benéficos
para la salud. Estos efectos son debidos a su alto contenido de antioxidantes como
las catequinas [(-)-epigalocatequina-3-galato (EGCG) y (+)-catequina]. En contra
parte, los compuestos del cromo hexavalente pueden generar dafo genotdxico
mediante el estrés oxidante que se produce durante su reduccion intracelular. De
ahi que se proponga el uso de antioxidantes que se encuentran en |la dieta como un
procedimiento para proteger o modular el dafo genotdxico.

Objetivo. Comparar el efecto de la EGCG y (+)-catequina sobre el dafio genotdxico
y citotdxico inducidos por compuestos de cromo hexavalente en ratones Hsd:ICR.

Material y Métodos. Grupos de cinco ratones machos fueron tratados de la
siguiente manera: a) vehiculo (agua destilada); b) 20 mg/kg de CrOs, via
intraperitoneal; ¢) 10 mg/kg de EGCG 06 20 mg/kg de (+)-catequina, via intragastrica;
d) 10-20 mg’kg de EGCG-CrO3 6 20-20 mg/kg de (+)-catequina-CrOs. Las muestras
de sangre periférica fueron tomadas de la vena caudal a las 0 y 48 horas después
de la aplicacién de los tratamientos. El dafio cito/genotéxico se evalud mediante el
ensayo de micronucleos (MN)', la apoptosis y viabilidad celular?.

Resultados. Se corrobord el dafio genotdxico y citotdxico del CrOsz ya que se
incrementaron las frecuencias de MN y apoptosis, mientras que se dismunuyeron
las células viables. La administracion de los antioxidantes EGCG o (+)-catequina no
modificaron las frecuencias de MN, pero la EGCG incrementa las células
apoptéticas. El tratamiento combinado de EGCG-CrOs disminuyd las frecuencias de
MN de forma parcial, reestablece la viabilidad celular e incrementa la apoptosis. Sin
embargo, este efecto no se observé con el tratamiento combinado de (+)-catequina-
CrOs, ya que se observo un incrementd en las frecuencias de MN, en las células no
viables, y se disminuyeron las células apoptéticas.

Conclusion. Los resultados sugieren que la administracion de EGCG protege de

forma parcial el dano cito/genotoxico inducido por CrOs, mientras que la (+)-
catequina no protege el dafo cito/genotoxico.

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

Proyecto financiado por UNAM mediante la DGAPA PAPIIT-IN219216 y por CB-
SEP-CONACyT 853816

133



