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No te rindas, aun estas a tiempo
de alcanzar y comenzar de nuevo,
aceptar tus sombras,

enterrar tus miedos,

liberar el lastre,

retomar el vuelo.

No te rindas que la vida es eso,
continuar el viaje,

perseguir tus suefios,

destrabar el tiempo,

correr los escombros,

y destapar el cielo.

Mario Benedetti
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Resumen

La exposicion cronica a arsénico (As) inorganico [arsenito, As(I1l) y arseniato,
As(V)] afecta a aproximadamente 200 millones de personas en todo el mundo. La
principal via de exposicion es la dietaria, a través del consumo de agua
contaminada. El tracto gastrointestinal, por lo tanto, estd en constante contacto con
el toxico, sin embargo, la toxicidad intestinal del As inorganico no ha sido
investigada con detalle. El objetivo general de esta tesis ha sido la evaluacién in
vivo de la toxicidad intestinal de una exposicion crénica a As inorganico a través

del agua de bebida y la busqueda de estrategias para reducir este efecto tdxico.

Los datos obtenidos muestran que la exposicién crénica (6 meses) a As(ll1)
(15-30 mg/L) y As(V) (15-60 mg/L) de ratones Balb/c a través del agua de bebida
genera un proceso prooxidante en el tejido intestinal, con un aumento de las
especies reactivas (ROS/RNS), los perdxidos lipidicos y una disminucién del
glutatién reducido (GSH). Ademas, se evidencia una respuesta inflamatoria, con
un aumento tisular de determinadas citoquinas proinflamatorias y una mayor
infiltracion de neutrdfilos. Esta respuesta puede deberse a la activacion de distintas
rutas de sefializacion (p38 MAPK, JNK, NF-kB). Las moléculas mediadoras de
inflamacion y estrés generadas en estas rutas son posiblemente las causantes de

las alteraciones observadas en los distintos componentes de la barrera intestinal.

La exposicion cronica produce una reducciéon de la mucina MUC2 tisular,
indicativo de una alteracion de la capa de mucus. Este efecto deletéreo va
acompafiado de una disminucion de las células mucosecretoras. Los ensayos
empleando organoides murinos de origen intestinal muestran que el As(I11) genera
una alteracion de los patrones de diferenciacion, con una reduccion de la
diferenciacion de las células madre hacia el linaje secretor, lo que explicaria, en
parte, el menor nimero de células productoras de mucus. Las proteinas de las
uniones estrechas (CLDN-1, CLDN-3 y OCLN), que mantienen la integridad del
epitelio, estan reguladas a la baja en los animales tratados. Ademas, hay una

disbiosis de la microbiota intestinal, aunque sélo en las exposiciones a As(V), y



una alteracion del metabolismo microbiano de los acidos grasos de cadena corta
(AGCC) con ambas especies arsenicales. Las alteraciones de los componentes de
la barrera son probablemente la causa del aumento de la permeabilidad y de la
disrupcion de la barrera intestinal. Esta disrupcion puede favorecer la entrada de
endotoxinas a la circulacion sanguinea, lo que explicaria el aumento de los

marcadores séricos de endotoxemia (LBP y TNF-a)) en animales expuestos.

Los ensayos in vitro empleando cocultivos de células epiteliales del intestino y
macro6fagos expuestos subcrénicamente a As(l11) ha permitido identificar cepas de
bacterias acido-lacticas (BAL) capaces de reducir algunos de los efectos toxicos
observados in vivo. La administracién de las cepas LE1 y BL23 no viables o sus
medios condicionados (con los metabolitos secretados durante su crecimiento),
reduce el estrés oxidativo y los signos de inflamacion y disminuye las alteraciones
de la expresion de la mucina y las relacionadas con las uniones y el volumen
celular. Todo esto permite el restablecimiento de la permeabilidad paracelular.
Esta reduccion del paso paracelular conlleva un menor transporte de As(lll) a
través de la monocapa intestinal. Los resultados de los ensayos in vitro muestran
gue tanto los elementos estructurales de las bacterias como sus metabolitos pueden

participar en el efecto protector frente a la toxicidad del As(ll11).

La eficacia de estas bacterias se ha confirmado in vivo, empleando ratones
expuestos durante 2 meses a As(lll) a través del agua de bebida y dosificados
diariamente con las bacterias viables por sonda gastrica. Las cepas BAL han
reducido la respuesta proinflamatoria y prooxidante observada a nivel tisular, han
restaurado parcialmente los niveles de expresion de las proteinas de las uniones
intercelulares CLDN-3 y OCLN, y han incrementado la sintesis de MUC2 y por
tanto de mucus, respecto a los animales tratados sélo con As(l11). EI metabolismo
microbiano de los AGCC también ha experimentado una recuperacion y los
niveles de &cidos grasos existentes en el lumen han alcanzado valores similares a
los de los animales no tratados Todos estos efectos positivos han supuesto el
restablecimiento de la permeabilidad de la mucosa, y una reduccion de los

marcadores de endotoxemia. Los datos obtenidos sugieren que este efecto



protector puede deberse a una menor internalizacion del As(l1l) en los tejidos
intestinales y a una actividad antioxidante y antinflamatoria de las bacterias al
activar rutas como Nrf2 e I1L-10. El tratamiento con las bacterias, ademas, ha
tenido una repercusion directa sobre la absorcion intestinal, reduciendo la

acumulacién de As en los 6rganos internos.

Palabras clave: Arsénico inorganico, toxicidad, barrera intestinal, permeabilidad
intestinal, inflamacién, endotoxemia, microbiota intestinal, acidos grasos de

cadena corta






Abstract

Chronic exposure to inorganic arsenic (As) [arsenite, As(I11) and arsenate, As(V)]
affects approximately 200 million people worldwide. The main route of exposure
is through consumption of contaminated water. Therefore, the gastrointestinal
tract is in continuous contact with the contaminant, however, the intestinal toxicity
of inorganic As has not been extensively investigated. The overall aim of this
thesis was to evaluate in vivo the intestinal toxicity of a chronic exposure to
inorganic As through drinking water and to search for strategies to reduce this

toxic effect.

The data obtained show that chronic exposure (6 months) to As(lll) (15-30
mg/L) and As(V) (15-60 mg/L) of Balb/c mice through drinking water generates
a pro-oxidant process in the intestinal tissue, with an increase in reactive species
(ROS/RNS), lipid peroxides and a depletion of reduced glutathione (GSH). In
addition, an inflammatory response is evidenced, with an increase in tissue levels
of certain pro-inflammatory cytokines and a greater infiltration of neutrophils.
This response may be caused by the activation of various signaling pathways (p38
MAPK, JNK, NF-kB). Inflammation- and stress-mediated molecules generated in
these pathways are probably underlying the alterations in the components of the

intestinal barrier.

Chronic exposure results in a reduction of the mucin MUC2, suggesting a
disturbance of the mucus layer. This deleterious effect is accompanied by a
decrease in mucosecretory cells. Assays using murine organoids of intestinal
origin show that As(Ill) leads to altered differentiation patterns, with reduced
differentiation of stem cells towards the secretory lineage, which would explain,
in part, the reduced number of mucus-producing cells. Tight junction proteins
(CLDN-1, CLDN-3 and OCLN), which maintain the integrity of the epithelium,
are down-regulated in As-treated animals. In addition, there is a dyshiosis of the
gut microbiota, although only in As(V) exposures, and an altered microbial

metabolism of short-chain fatty acids (SCFA) with both arsenical species.



Alterations in barrier components are probably the cause of increased permeability
and disruption of the intestinal barrier. This disruption may favor the entry of
endotoxins into the bloodstream, which would explain the increase in serum

markers of endotoxemia (LBP and TNF-0) in exposed animals.

In vitro assays using cocultures of intestinal epithelial cells and macrophages
subchronically exposed to As(lll) have identified lactic acid bacteria (LAB)
capable of reducing some of the toxic effects observed in vivo. Administration of
non-viable LE1 and BL23 strains or their conditioned media (with metabolites
secreted during their growth) reduces oxidative stress and signs of inflammation
and decreases alterations in mucin expression and disturbances associated with
cell junctions and cell volume. All this translates into a restoration of the
permeability. Reduced paracellular passage also leads to a decrease in As(lll)
transport across the intestinal monolayer. These results show that both bacterial
structural elements and their metabolites may be involved in the protective effect

against As(l11) toxicity.

The efficacy of these bacteria has been confirmed in vivo, using mice exposed
for 2 months to As(111) via drinking water and supplied daily with viable LE1 and
BL23 strains by gavage. Both LAB strains reduce the pro-inflammatory and pro-
oxidant response, partially restore the expression of the intercellular junction
proteins CLDN-3 and OCLN, and increase the synthesis of MUC2, compared to
animals treated with As(lIl) alone. Microbial metabolism of SCFA is also
recovered and the levels of fatty acids in the lumen reach values similar to those
of untreated animals. All these positive effects result in the restoration of mucosal
permeability, and in a reduction of the markers of endotoxemia. The data obtained
suggest that this protective effect may be due to a lower internalization of As(l1I)
in the intestinal tissues and to an antioxidant and anti-inflammatory activity of the
bacteria through the activation of pathways such as Nrf2 and IL-10. Treatment
with the bacteria has also a direct impact on intestinal absorption, reducing the

accumulation of As in internal organs.
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Resum

L'exposicio cronica a arsenic (As) inorganic [arsenito, As(I1l) i arseniat, As(V)]
afecta a aproximadament 200 milions de persones a tot el mén. La principal via
d'exposicid és la dietaria, a través del consum d'aigua contaminada. Per tant, el
tracte gastrointestinal estad en contacte continu amb el toxic, no obstant aixo, la
toxicitat intestinal de 1’ As inorganic no ha sigut investigada amb detall. L'objectiu
general d'aquesta tesi ha sigut I'avaluaci6 in vivo de la toxicitat intestinal d'una
exposicid cronica a As inorganic a través de l'aigua de beguda i la cerca

d'estratégies per a reduir aquest efecte toxic.

Les dades obtingudes mostren gue I'exposicid cronica (6 mesos) a As(I11) (15-
30 mg/L) i As(V) (15-60 mg/L) de ratolins Balb/c a través de l'aigua de beguda
genera un procés prooxidant en el teixit intestinal, amb un augment de les espéecies
reactives (ROS/RNS), els peroxids lipidics i una disminuci6 del glutatié reduit
(GSH). A més, s'evidencia una resposta inflamatoria, amb un augment tissular de
determinades citocines pro-inflamatories i una major infiltracié de neutrofils.
Aquesta resposta pot deure's a l'activacié de diferents rutes de senyalitzacio (p38
MAPK, JNK, NF-kB). Les molécules mediadores d'inflamacio i estrés generades
en aquestes rutes son possiblement les causants de les alteracions dels diferents

components de la barrera intestinal.

L'exposicio produeix una reduccio de la mucina MUC2 tissular, indicatiu d'una
alteracio de la capa de mucus. Aquest efecte deleteri va acompanyat d'una
disminucié de les cél-lules mucosecretores. Els assajos emprant organoides
murins d'origen intestinal mostren que I'As(I11) genera una alteracié dels patrons
de diferenciacio, amb una reducci6 de la diferenciaci6 de les cél-lules mare cap al
llinatge secretor, la qual cosa explicaria, en part, el menor nombre de cél-lules
productores de mucus. Les proteines de les unions estretes (CLDN-1, CLDN-3 i
OCLN), que mantenen la integritat de I'epiteli, estan regulades a la baixa en els
animals tractats amb As. A més, hi ha una dishiosi de la microbiota intestinal,

encara que només en les exposicions a As(V), i una alteracié del metabolisme



microbia dels acids grassos de cadena curta (AGCC) amb totes dues espécies
arsenicals. Les alteracions dels components de la barrera sén probablement la
causa de l'augment de la permeabilitat i de la disrupci6 de la barrera intestinal.
Aquesta disrupcid pot afavorir I'entrada d'endotoxines a la circulacié sanguinia, la
qual cosa explicaria I'augment dels marcadors sérics de endotoxemia (LBP i TNF-

o)) en animals exposats.

Els assajos in vitro emprant co-cultius de cél-lules epitelials de l'intesti i
macrofags exposats subcronicament a As(l11) ha permés identificar bacteris acid-
lactics (BAL) capagos de reduir alguns dels efectes toxics observats in vivo.
L'administracio de les soques LE1 i BL23 no viables o els seus medis condicionats
(amb els metabolits secretats durant el seu creixement) redueix ’estrés oxidatiu i
els signes d'inflamacié i disminueix les alteracions de I'expressid de la mucina i
les alteracions relacionades amb les unions i el volum cel-lular. Tot aix0 redunda
en un restabliment de la permeabilitat. La reduccié del pas paracel-lular també
comporta un menor transport d'As(l11) a través de la monocapa intestinal. Aquests
resultats mostren que tant els elements estructurals dels bacteris com els seus

metabolits poden participar en l'efecte protector.

L'eficacia d'aquests bacteris s'ha confirmat in vivo, emprant ratolins exposats
durant 2 mesos a As(l11) a través de l'aigua de beguda i dosats diariament amb els
bacteris viables per sonda gastrica. Les soques BAL han reduit la resposta pro-
inflamatoria i prooxidant observada a nivell tissular, han restaurat parcialment els
nivells d'expressio de les proteines de les unions intercel-lulars CLDN-3 i OCLN,
i han incrementat la sintesi de MUC2 i per tant de mucus, respecte als animals
tractats només amb As(lIl). EI metabolisme microbia dels AGCC també ha
experimentat una recuperacid i els nivells d'acids grassos existents en el lumen han
aconseguit valors similars als dels animals no tractats Tots aquests efectes positius
han suposat el restabliment de la permeabilitat de la mucosa i una reduccié dels
marcadors d’endotoxémia. Les dades obtingudes suggereixen que aquest efecte
protector pot deure's a una menor internalitzacio de I'As(Ill) en els teixits

intestinals i a una activitat antioxidant i antiinflamatoria dels bacteris al activar



rutes com Nrf2 i IL-10. El tractament amb els bacteris, a més, ha tingut una
repercussio directa sobre I'absorcié intestinal, reduint l'acumulacié d'As en els

organs interns.

Paraules clau: Arsenic inorganic, toxicitat, barrera intestinal, permeabilitat
intestinal, inflamacio, endotoxemia, microbiota intestinal, acids grassos de cadena

curta.
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Introduccion

1. Arsénico y sus especies: propiedades fisico-quimicas y presencia en el

medio ambiente

El arsénico (simbolo, As; nimero atémico, 33; masa atomica relativa, 74.92) tiene
propiedades quimicas y fisicas intermedias entre un metal y un no metal, y por eso
se le considera un metaloide o un semimetal. Pertenece al grupo VA de la tabla
periddica y tiene un nico isdtopo estable (As-73). Este metaloide puede existir en
cuatro estados de oxidacion: -3, 0, +3 y +5, siendo el arsenito [As(lI] vy el
arseniato [As(V)] los estados predominantes (IARC 2012). El arseniato tiene tres
valores de pKa (2.19, 6.94 y 11.5), por lo que en disolucién neutra la principal
especie quimica es el anion As(OH).O. El arsenito también tiene tres valores de
pKa aunque mucho mas elevados (9.23, 10 y 12.13), por eso la especie quimica
predominante en disolucion neutra es la forma no disociada As(OH); (Chen y
Rosen 2020).

Los avances analiticos de las dos ultimas décadas han permitido identificar un
gran numero de formas quimicas de As. En la actualidad se considera que existen
aproximadamente 100 especies distintas de As (Reid et al. 2020), las cuales se
pueden clasificar en dos grandes grupos: inorganicas y organicas. Las formas
organicas de As son el resultado de las transformaciones, principalmente bi6ticas,
que sufren las formas inorganicas en el medio ambiente (Chen y Rosen 2020;
Hasegawa et al. 2019). La tabla 1 muestra las especies mas frecuentes en el medio

ambiente y los seres vivos.
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Tabla 1. Principales formas arsenicales en el medio ambiente y los seres vivos

(Chiocchetti 2018a).

Especie inorganicas Férmula
Arsenito, As(l1) As(O)3
Arseniato, As(V) 0=As(0)s;
Especie organicas Formula
Acido monometilarsonico, MMA(V) CH3AsO(0),
Acido monometilarsonioso, MMA(III) CH3As(0);
Acido dimetilarsinico, DMA(V) (CHs3)2As0O(0)
Acido dimetilarsinioso, DMA(I11) (CHj3)2AsO
Oxido de trimetilarsina, TMAO (CH3)3AsO

lon tetrametilarsonio, TMA* (CHas)sAs*
Arsenobetaina, AB (CHa3)3As*CH,COO~

Trimetilarsoniopropionato, TMAP

(CH3)3As*CH; H,COO~

Arsenocolina, AC (CHs)3As*CH,CH,0OH
Acido monometilmonotioarsénico, MMMTA(V)  [CH3As(0)S]

Acido dimetilmonotioarsinico, DMMTA(V) [(CH3)2As(0)S]

Acido dimetilditioarsinico DMDTA(V) [(CHs).AsS,]
Avrsenolipidos (CH3)2AsO(CH,)140COH

Arsenoazucares dimetilados
Y=-0OH;
-OPO3HCH;CH(OH)CH,0H
-SOzH
-OSOzH

OH
(CH})ZASTCHQ O. ,O-CH,CHCHY

OH OH

En la naturaleza, el As se presenta principalmente en forma de sulfuro en

minerales complejos que contienen plata, plomo, cobre, niquel, antimonio, cobalto

y hierro. Este metaloide est& presente en mas de 200 tipos de minerales, siendo los

mas comunes la arsenopirita (FeAsS), el rejalgar (AssSas) y el oropimente (As,Sa)

(Gomez-Caminero et al. 2001). Cuando estos minerales primarios se exponen a la
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atmosfera y las aguas superficiales y subterraneas, sufren reacciones que provocan
la formacion de minerales de As secundarios, como los 6xidos de As o estructuras
con As, oxigeno y varios metales (Drahota y Filippi 2009). Estos minerales
secundarios son menos estables y por tanto en determinadas condiciones
favorecen la movilizacion del As a suelos y aguas circundantes. La extension de
este proceso de movilizacion depende de varios factores como la solubilidad del
propio mineral, la forma quimica del metaloide, el pH, el potencial redox (Eh), la
cantidad de materia organica y la accion microbiana (Drahota y Filippi 2009;
Drewniak y Sklodowska 2013).

Esta movilizacion del As puede ocasionar que, en zonas con una alta presencia
de minerales ricos en As, la concentracion del metaloide en los suelos y aguas sea
muy elevada. Asi, se han detectado concentraciones de hasta 4000 mg/kg de As
en suelos dedicados al cultivo del cinturén de arsenopirita en Austria (Geiszinger
et al. 2002). En aguas superficiales y subterraneas de zonas no contaminadas, las
concentraciones de As inorganico varian entre 1-10 pg/L; sin embargo, en zonas
donde abundan los minerales que contienen As pueden alcanzar valores de 100-
5000 pg/L (Gomez-Caminero et al. 2001). La contaminacion de estas aguas
subterraneas o superficiales supone que los suministros de agua que llegan a las
poblaciones estén contaminados. Esta, como veremos més adelante, es la principal
fuente de exposicion en determinadas zonas del planeta, las conocidas como zonas
con hidroarsenicismo crénico endémico (HACRE). Ademas, estas aguas
contaminadas se emplean en la irrigacion de cultivos, lo que genera una importante
concentracion de As en la parte mas superficial de los suelos (Brammer y
Ravenscroft 2009). En condiciones anaerdbicas de cultivo, como ocurre en los
arrozales inundados, el As presente en estos suelos, principalmente en forma de
As(l11), se disuelve en el agua intersticial, quedando disponible para ser captado
por las raices de las plantas (Xu et al. 2008). Por ese motivo, los arroces
procedentes de estas zonas y cultivados con este tipo de técnica tienen contenidos

maés elevados de As inorganico (Williams et al. 2006).
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Ademaés de la contaminacion por causas naturales, el As también se introduce
en el medio ambiente a través de actividades antropogénicas. entre las que
destacan la mineria y la fundicion de metales, la extraccion de carbon y la quema
de combustibles fosiles (Garelick et al. 2008). En estos casos, el As alcanza
principalmente la atmdsfera, donde puede transportarse grandes distancias unido
a particulas, para luego depositarse en suelos, aguas y plantas. Otra fuente
antropogénica que ha generado una importante contaminacion ambiental durante
muchos afios ha sido el uso de compuestos arsenicales en la agricultura,
especialmente como pesticidas y como preservantes de la madera. Esta practica ha
ido reduciéndose; sin embargo, ha dejado suelos con una contaminacion
persistente, que también puede actuar como fuente antropogénica de
contaminacién de aguas y cultivos (Higgins et al. 2022; McBride et al. 2012).

2. Arsénico inorganico en la dieta: fuentes de exposicién e ingestas

La principal via de exposicion a As inorganico para la mayoria de la poblacion es
la dieta. En el agua de consumo, la mayor parte del As se encuentra en forma de
As inorganico, existiendo sélo trazas de las formas mono y dimetiladas, De ahi
que los valores maximos y las recomendaciones se emitan haciendo referencia al
contenido total de As. Frisbie yMitchell (2022), en una revision reciente de las
regulaciones mundiales de As para agua potable, muestran que de los 176 paises
investigados, solo 136 tienen normativas que restringen el contenido a menos de
10 pg/L, valor recomendado por la Organizacion Mundial de la Salud para evitar
la aparicion de efectos adversos (OMS 1993). EI nimero de personas que viven
en paises que no cumplen la directriz de la OMS constituye el 32% de la poblacion
mundial, una situacion preocupante, méas si tenemos en cuenta que entre estos
paises estan aquellos que presentan zonas con arsenicismo cronico endémico. Se
han reportado niveles elevados de As en las aguas de consumo de Argentina,
Bangladesh, Camboya, Chile, China, Estados Unidos, India, México, Pakistan y

Vietnam (Shaji et al. 2021). También se han identificado paises europeos con
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concentraciones elevadas de As en el agua de abastecimiento, entre ellos Espafia
(Aragonés Sanz et al. 2001).

Entre los alimentos, son los cereales, especialmente el arroz y sus derivados,
los que han recibido una mayor atencidn por parte de la comunidad cientifica y los
organismos oficiales. De hecho, la Comision Europea fijo en 2015 unos limites
maximos de As inorganico para arroz y derivados (Reglamento 2015/1006), que
posteriormente ha ampliado a otras matrices alimentarias (Tabla 2) (Reglamento
2023/465). Sin embargo, varios estudios muestran que los contenidos en este
cereal pueden superar ampliamente los limites legislados (Potera 2007), incluso
en los alimentos destinados a la alimentacién infantil (0.06-0.27 mg/kg) (Signes-
Pastor et al. 2016). Existen algunos productos alimentarios que presenta
contenidos de As inorganico mas elevados que el arroz, pero su consumo es
menor, y por tanto no contribuyen de forma relevante a la ingesta. Este es el caso
de algin tipo de alga (Almela et al. 2006) y algunos productos pesqueros,

especialmente bivalvos (Sloth y Julshamn 2008).

Tabla 2. Contenido méaximo de As inorganico [Reglamento (UE) 2023/465].

Contenidos maximos

P li ici
roductos alimenticios (mg/kg peso fresco)

Arroz elaborado (arroz pulido o blanco), no sancochado) 0.15
Arroz sancochado y arroz descascarado 0.25
Harina de arroz 0.25

Tortitas de arroz, obleas de arroz, galletitas de arroz, pasteles de
arroz, copos de arroz y arroz hinchado para desayuno
Arroz destinado a la produccion de alimentos para lactantes y nifios
de corta edad
Bebidas no alcoholicas a base de arroz 0.030
Preparados para lactantes, preparados de continuacién, alimentos
para usos médicos especiales destinados a los lactantes y nifios de
corta edad y preparados para nifios de corta edad

0.30

0.10

comercializados en polvo 0.020

comercializados liquidos 0.010

Alimentos infantiles 0.020

Zumos de frutas, zumos de frutas concentrados reconstituidos y 0.020
néctares de frutas '

Sal 0.50
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Los valores de referencia en términos de exposicion dietaria han sido emitidos
por el Comité FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA) y la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), empleando aproximaciones
similares. En 2009, el panel de contaminantes de EFSA identificd un intervalo de
valores del limite inferior de confianza de la dosis de referencia (BMDLO.1, un
1% de riesgo extra) entre 0.3 y 8 pg/kg peso corporal (pc)/dia para los canceres de
pulmon, piel y vejiga, asi como para las lesiones cutaneas (EFSA 2021). El comité
JEFCA, posteriormente, establecio el intervalo del limite inferior de confianza de
la dosis de referencia para un aumento del 0.5% de la incidencia de cancer de
pulmén (BMDLO.5) entre 2 y 7 pg/kg pe/dia (JECFA 2011). Los estudios donde
se evalUa la exposicién poblacional a As inorganico son escasos, debido en gran
parte, a la complejidad de la deteccion de esta forma arsenical. En muchos casos
se analizan contenidos totales y se realizan aproximaciones atendiendo a los
porcentajes de inorganico habituales en alimentos. Los estudios existentes
muestran que en zonas donde existen problemas de contaminacion por As, el agua
es la principal via de exposicion, aunque los alimentos también aportan cantidades
significativas a la ingesta debido a que se cocinan con el agua contaminada. Estas
poblaciones estan expuestas a niveles de As inorganico muy superiores a los
recomendados por los organismos oficiales. Este hecho se refleja en los contenidos
de As de los biomarcadores de exposicién analizados (mayoritariamente pelo y
orina), los cuales superan ampliamente los encontrados en poblaciones no
expuestas [pelo: < 1 mg/kg (OMS 1981), orina: 8 + 6 pug As inorganico y
metabolitos/g creatinina (Vahter 1986)]. Calatayud et al. (2019) muestran esta
situacion en una poblacion infantil del Norte de Argentina, donde las ingestas son
superiores a las recomendadas por JECFA (2-40 veces), los contenidos en orina
superan en todos los individuos el valor de referencia (31-4258 pg As/g creatinina)

y un 83% excede los valores habituales en pelo (0.11-13.1, mediana: 2.1 mg/kg).

En las zonas donde no existen problemas de arsenicismo crénico endémico vy,
por lo tanto, las aguas de consumo no estan contaminadas, la exposicion dietaria

se produce principalmente a travées de los alimentos. Segun el dltimo informe de
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EFSA (EFSA 2021), la exposicion media a As inorganico de la poblacion infantil
europea oscila entre 0.09 y 0.61 pg/kg pc/dia y el percentil 95 entre 0.21 y 1.20
Hg/kg pc/dia. La exposicion de la poblacion adulta es menor. Las estimaciones de
la exposicion media oscilan entre 0.03 y 0.15 pg/kg pc/dia y las del percentil 95
entre 0.07 y 0.33 pg/kg pc/dia. Los grupos de alimentos que mas contribuyen a
esta ingesta son el "arroz", los "productos a base de arroz", los "cereales y
productos a base de cereales (sin arroz)" y el "agua potable”. Ademas, en la
poblacién infantil, también es importante el aporte de "alimentos a base de cereales
para lactantes y nifios de corta edad" (hasta un 60%) y el de "galletas, bizcochos y
galletas para nifios". Este Gltimo grupo de alimentos incluye, entre otros productos,
los aperitivos a base de arroz, que contribuyeron hasta un 30-37% en lactantes y
nifios pequefos, respectivamente. La caracterizacion de una poblacién donde no
existen problemas de contaminacién por As tan remarcables como los descritos en
las zonas con HACRE muestra un panorama distinto, pero aun asi también hay

grupos poblacionales que podrian exceder los limites propuestos por EFSA.

Los datos presentados en esta seccion muestran la necesidad de reducir la
exposicion a As inorganico, principalmente en las zonas con HACRE, si bien en
estas zonas es muy complicado abordar la cuestion pues la principal fuente de
exposicion es el agua de bebida, en muchos casos obtenida de aguas subterraneas

altamente contaminadas.

3. El importante papel de las biotransformaciones presistémicas y la dieta en

la absorcidn y la toxicidad de As inorgénico

Tras la ingesta, la accion sistémica del toxico depende en gran medida de la
extension de su absorcion. Este proceso tiene lugar principalmente en el epitelio
intestinal proximal. En esta seccion se evidencia la importancia que tiene, en la
toxicidad final de este contaminante alimentario, el tracto gastrointestinal y los

eventos que en él ocurren.
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3.1. Absorcion intestinal del As inorganico y mecanismos implicados

Las formas inorganicas de As presentan una absorcion elevada tanto si se ingieren
con el agua de bebida como si lo hacen formando parte de alimentos; sin embargo,
las formas metiladas pentavalentes [acido monometilarsénico, MMA(V) y &cido
dimetilarsinico, DMA(V)] resultado de su metabolismo (Figura 1), presentan una
absorcion moderada. Juhasz et al. (2006) administraron por sonda gastrica
disoluciones acuosas de MMA(V), DMA(V), As(l11) y As(V) (80-100 ug As/kg)
a cerdos y observaron que la biodisponibilidad oral absoluta (cantidad de As que
llega a la circulacién sistémica) de las formas inorganicas era de aproximadamente
el 100%; sin embargo, era muy inferior para las formas metiladas [MMA(V): 17
+ 5%; DMA(V): 33 + 2%]. En este estudio se evidencid la misma tendencia en
matrices alimentarias. Los datos mostraron diferentes biodisponibilidades para el
As presente en dos tipos de arroz [Quest (33 £ 3%) y Basmati (89 + 9%)]. En el
arroz Quest, la principal especie de As era el DMA(V), mientras que en el arroz

Basmati predominaba la forma inorganica (Juhasz et al. 2006).
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Figura 1. Ruta propuesta para el metabolismo de As inorgdnico en humanos
(Khairul et al. 2017). SAM: S-adenosilmetionina; AsS3MT: As(ll)-
metiltransferasa; As(I11): Arsenito; As(V): Arseniato; MMAC(III): Acido
monometilarsonioso; MMA(V): Acido monometilarsonico: DMAC(III): Acido

dimetilarsinioso; DMA(V): Acido dimetilarsinico.
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La caracterizacion del transporte intestinal de las especies inorganicas de As
mostrd que ambas especies compartian una via de transporte paracelular coman,
mecanismo que supone una difusion pasiva entre las uniones intercelulares
(Calatayud et al. 2011b; Calatayud et al. 2010), pero que el transporte mediado
por portador variaba dependiendo del estado de oxidacion. Las investigaciones en
animales de experimentacion (Gonzélez et al. 1995, 1997) y posteriormente en
oocitos de Xenopus (Villa-Bellosta y Sorribas 2008) y células intestinales
(Calatayud et al. 2010), mostraron el papel antagonista del fosfato en el transporte
de As(V), sugiriendo que ambos elementos compartian el mismo mecanismo
debido a su similitud estructural. Posteriormente, empleando la técnica del RNA
pequefio de interferencia (SIRNA), Calatayud et al. (2012a) pudieron demostrar la
participacion de un transportador de fosfato sodio-dependiente tipo Il (NaPillb)

en el transporte de As(V) en un modelo celular de epitelio intestinal.

Estudios empleando lineas celulares o sistemas de expresién en Xenopus y
levaduras habian evidenciado el papel de determinadas familias de transportadores
en la captacion de As(l1), tales como las acuaporinas (AQP), las permeasas de
glucosa (GLUT) o los polipéptidos transportadores de aniones organicos (OATP)
(Liu 2010; Liu et al. 2006; Lu et al. 2006). Teniendo en cuenta estos estudios
previos, Calatayud et al. (2012a) mostraron en células intestinales que el
silenciamiento génico de OATPB, AQP10, y GLUTS5 reducia significativamente
la captacion de As(lll), sugiriendo la participacion de estas isoformas,
mayoritarias en el dominio apical de los enterocitos humanos, en el transporte
intestinal de arsenito. Al igual que ocurria con el As(V), la participacién de estos
transportadores era debida a similitudes estructurales entre sus sustratos y el

As(111), fendmeno que se conoce como mimetismo molecular.
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3.2. Modulacién de la absorcion intestinal por las biotransformaciones

presistémicas

Tras su ingesta y previo al proceso de absorcién, el As inorganico presente en el
agua y los alimentos puede sufrir transformaciones durante su paso por el tracto
gastrointestinal. En algunas de estas transformaciones interviene el metabolismo
celular y otras son fruto de su interaccion con sustancias presentes en el lumen.
El metabolismo del As inorganico a nivel presistémico se ha relacionado
principalmente con la flora microbiana, la cual genera una serie de metabolitos
metilados (Figura 1). Hall et al. (1997) reportaron, tras la incubacion de As(lll) y
As(V) con el contenido cecal de roedores en condiciones anaerobicas, la
transformacion de las formas inorgénicas a formas mono y dimetiladas (Figura 1),
siendo la forma monometilada la mayoritaria. Estas transformaciones se
confirmaron posteriormente en ensayos in vitro utilizando heces aisladas de
humanos. Alava et al. (2013) realizaron un estudio en el que incubaron estandares
acuosos de As(V) con una suspension microbiana obtenida del compartimento
coldnico del simulador del ecosistema microbiano del intestino humano (SHIME),
previamente inoculado con una muestra fecal humana. Los autores reportaron la
formacion principalmente de metabolitos metilados trivalentes [acido
monometilarsonioso, MMA(III) y &cido dimetilarsinioso, DMA(III)] (Figura 1).
El metabolismo del As inorganico por parte de las células del epitelio intestinal
no se ha estudiado con detalle. Unicamente un estudio evalGa la capacidad de las
celulas Caco-2, modelo humano de enterocitos, de metabolizar el As(Ill) a
especies mono y dimetiladas, siendo nuevamente la forma monometilada el
metabolito més abundante (Calatayud et al. 2012b). Este puede ser otro
componente intestinal importante en el metabolismo presistémico del As
inorganico, aunque se requiere un mayor nimero de estudios para confirmarlo.
Algunas de estas transformaciones biéticas pueden convertir las formas
inorganicas ingeridas en especies de mayor toxicidad, las cuales pueden ejercer su
efecto tanto a nivel intestinal como, tras su absorcion, a nivel sistémico. Ademas,

las transformaciones pueden afectar el propio proceso de absorcion, ya que tal y
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como hemos visto en el apartado 3.1, las formas metiladas, fruto del metabolismo,

presentan una absorcion intestinal inferior a las inorgénicas.

3.3. Modulacién de la absorcién de As inorganico por componentes de la dieta

Algunos estudios han evidenciado que determinados elementos de la dieta pueden
modular la toxicocinética del As. Las investigaciones al respecto se han planteado
con el objetivo de encontrar estrategias encaminadas a reducir la exposicion
sistémica al toxico. Debido a la dificultad de eliminar la fuente de exposicion en
muchos lugares del planeta, intentar reducir la entrada del téxico a la circulacion
sistémica una vez ingerido es una de las alternativas mas viables. La reduccion de
la absorcion puede deberse a distintos mecanismos. Hay componentes de la dieta
gue compiten por los mismos mecanismos de transporte que el As inorganico,
mientras que otros pueden formar complejos 0 compuestos con una menor
solubilidad y/o una menor tasa de transporte celular. También pueden modular el
transporte paracelular del metaloide, al actuar directamente sobre la permeabilidad

del epitelio intestinal.

Tal y como hemos comentado previamente, el fosfato reduce la absorcion
intestinal de As(V) debido a que ambos comparten un mismo mecanismo de
transporte. Otro elemento que también afecta la absorcion es el hierro, en este caso
por la formacidn de sales insolubles (Farrell y Chaudhary 2013). Clemente et al.
(2016) demostraron, in vitro, que las sales de hierro reducian la cantidad de As
soluble tras la digestion gastrointestinal (bioaccesibilidad) de arroz y algas, con
reducciones superiores al 60%, lo que supone una menor cantidad de As
disponible para su absorcion. La eficacia del Fe se ha confirmado posteriormente
in vivo. Clemente et al. (2019) mostraron que la coadministracion por sonda
géastrica de Fe(ll) (6 mg/kg pc) y As(l11) o As(V) (1 mg/kg pc) durante 15 dias,
reducia principalmente la biodisponibilidad y la acumulacién tisular de As(V),

siendo menos eficaz para la forma trivalente.
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Kenyon et al. (1997) mostraron un aumento de la absorcion de As(V) (10%)
en ratones alimentados con una dieta baja en fibra respecto a los que se
alimentaban con una dieta normal. También se ha evidenciado una
biodisponibilidad in vivo del As en arroces integrales menor que en arroces
blancos (Islam et al. 2017), sugiriendo que la fibra dietética puede modular la
absorcion del metaloide. Clemente et al. (2016) analizaron el efecto de distintos
tipos de fibra insoluble sobre la bioaccesibilidad de As(V), As(lll) y DMA(V) y
evidenciaron que la hidroxipropilcelulosa (HPC) reducia la fraccion de As
disponible para la absorcién en agua [reducciones: As(l1l) 40-45%, As(V) 33-
43%, DMA(V) 24-33%] y que la lignina era una estrategia mas efectiva en
alimentos, en concreto en algas (reducciones: 41%). Estos autores sugieren que,
en el caso de las fibras insolubles, la interaccion puede ser de tipo fisico, debido a
un atrapamiento del metaloide en la red creada por las celulosas o la lignina.

Los compuestos con grupos tiol (SH) [N-acetilcisteina (NAC), homocisteina
(HCys), cisteina (Cys) y glutation reducido (GSH)] tienen una alta afinidad por el
As inorganico. Clemente et al. (2017) mostraron una reduccion significativa del
transporte de As(Il) y As(V) en presencia de Cys, GSH y HCys en modelos
celulares de epitelio intestinal, indicativo de una reduccién de la absorcién
intestinal, La eficacia del GSH también se ha evidenciado in vivo. En ratones
coexpuestos a As(lll) o As(V) y GSH se observd una menor biodisponibilidad
(reducciones: As(V) 51%, As(I11) 75%), una mayor excrecion fecal y una menor
acumulacion tisular del metaloide (reducciones: higado 26-88%, pulmones 47-
86%, intestino 58-75%) (Clemente et al. 2019). Alonzo et al. (1984) mostraron
que los complejos entre el As inorganico trivalente y los residuos de Cys eran
insolubles en el intervalo de pH de 4 a 8; esto podria explicar, al menos en parte,
por queé la presencia de Cys o sus derivados provoca una reduccién del paso del
As inorganico a través de la monocapa de células intestinales y de la

biodisponibilidad en ratones.
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En los Gltimos afios se ha propuesto el uso de cepas de bacterias acido-lacticas
(BAL) como posible estrategia para reducir la biodisponibilidad de contaminantes
alimentarios, entre ellos metales y metaloides (Chiocchetti et al. 2019a). Estudios
in vitro han evidenciado que, a diferencia de lo que ocurre con los metales
cationicos, las cepas BAL estudiadas no tienen capacidad de quelar el As
inorgéanico (Clemente et al. 2020; Halttunen et al. 2007). Sin embargo, Clemente
et al. (2020) mostraron que la coexposicion de BAL y As(V) o As(l11) reducia la
permeabilidad intestinal del As inorganico en modelos celulares de epitelio. Los
autores sugirieron que la menor permeabilidad en presencia de BAL era debida a

una modulacion del transporte paracelular de esta forma arsenical.

Los estudios mencionados en este apartado muestran que varios compuestos
dietarios o suplementos afectan la absorcién, incluso reducen la acumulacién
tisular en animales de experimentacion. Teniendo en cuenta que todos los
compuestos/probidticos mencionados son sustancias aprobadas para el consumo
humano, plantear su uso como estrategias para reducir la exposicién sistémica a

As inorgénico y la toxicidad asociada es completamente viable.

4. Patologias asociadas a exposiciones cronicas a As inorganico y mecanismos

de accion

La toxicidad del As estd ampliamente documentada. Los compuestos de As estan
clasificados como "toxicos" y "peligrosos para el medio ambiente” en la Union
Europea (Directiva 67/548/CEE). La Agencia Internacional para la Investigacion
sobre el Cancer (IARC 2012) y la Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados
Unidos (EPA 1991) han clasificado los compuestos inorganicos de As como
carcin6genos humanos del grupo 1. La Agencia para Sustancias Toxicas y el
Registro de Enfermedades ha posicionado el As como el nimero 1 en la lista de
sustancias peligrosas prioritarias del afio 2022 (ATSDR 2022). Estas
clasificaciones se basan en los resultados obtenidos de los estudios

epidemioldgicos realizados en poblaciones expuestas y de los ensayos en

15



Introduccion

animales. A la toxicidad del As inorganico hay que afiadir el elevado efecto tdxico
de algunos de los compuestos derivados de su metabolismo (Figura 1). Se
considera que las formas monometiladas trivalentes son mas toxicas que las
formas inorganicas (Petrick et al. 2001), y que el DMA(III) o su analogo tiolado
presentan un grado de toxicidad similar o superior al As(111) (Naranmandura et al.
2011).

Los estudios epidemioldgicos en las zonas con HACRE han mostrado una
mayor incidencia de determinados tipos de cancer (piel, pulmones, vejiga urinaria,
higado y rifiones) (Guo et al. 2001; Smith et al. 1998). También se ha asociado la
exposicion cronica a As inorganico con una mayor prevalencia de diabetes tipo Il
(Del Razo et al. 2011), enfermedad cardiovascular, cardiopatia coronaria,
accidente cerebrovascular y arteriopatia periférica (Moon et al. 2012). Ademas, la
exposicion prenatal genera una serie de efectos negativos sobre el feto
(nacimientos prematuros, bajo peso al nacer, medidas antropométricas alteradas)
(Kile et al. 2016) y sobre el posterior desarrollo neuroconductual, el cual también

esta afectado por la exposicién en edades tempranas (Tolins et al. 2014).

Las dos formas inorganicas de As presentan mecanismos de accion propios
debido a sus distintas propiedades quimicas. El arsenito tiene gran afinidad por los
grupos -SH, pudiendo formar enlaces covalentes por medio de puentes disulfuro
con moléculas importantes para el mantenimiento de la homeostasis (Shen et al.
2013). En cuanto al arseniato, la mayoria de estudios proponen un mecanismo de
toxicidad relacionado con su similitud estructural con el fosfato, al cual puede
sustituir en varias rutas metabolicas, afectando entre otros procesos, al
metabolismo energético (Hughes 2002; Tseng 2004). Estos mecanismos inducen
finalmente una situacion de estrés oxidativo e interferencias en la transduccion de
sefiales 0 en la expresion génica, fendmenos descritos como posible base de
algunas de las patologias asociadas a la exposicion cronica a As inorganico (Huang
et al. 2004; Tseng 2004). También se ha visto que las modificaciones epigenéticas

inducidas por el As inorganico tienen un papel relevante en los efectos adversos.
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Se han observado repetidamente cambios en los patrones de metilacion del ADN,
modificaciones postraduccionales de histonas y expresiones aberrantes de
determinados microARN en animales de laboratorio y poblaciones expuestas
(Bailey y Fry 2014).

5. Toxicidad intestinal del As inorgénico y posibles implicaciones sistémicas

En humanos, las exposiciones agudas estan relacionadas con gastroenteritis,
diarreas hemorragicas, nausea, vomitos y otros trastornos gastrointestinales
(Pimparkar y Bhave 2010; Uede y Furukawa 2003). En poblaciones expuestas
crénicamente a As inorganico a través del agua de bebida se han puesto de
manifiesto sintomas de dispepsia, gastroenteritis, dolor abdominal y diarrea
crénica (Borgofio et al. 1977; Guha Mazumder y Dasgupta 2011; Majumdar et al.
2009). Chen et al. (1985) evidenciaron incluso una mayor prevalencia de cancer
de colon en una poblacién expuesta a altas concentraciones de As inorganico a
través del agua de bebida (0.35-1.14 mg/L) en un estudio epidemioldgico realizado

en Taiwan.

Aunque el tracto gastrointestinal es el primer tejido que entra en contacto con
el As inorganico tras su ingesta y ademas es su principal puerta de entrada a la
circulacion sistémica, los estudios al respecto no son tan numerosos como los
realizados en los considerados 6rganos diana. En la Gltima década, se ha acelerado
la investigacion al respecto, pero los estudios en animales se han centrado

principalmente en evaluar el efecto del As(I11) sobre la microbiota intestinal.

5.1. Efectos sobre la microbiota

Dheer (2011) demostraron que la exposicién a As(l11) a través del agua de bebida
afectaba a la composicion microbiana del intestino tras 2 semanas de exposicion
a 0.25 mg/L y 10 semanas de exposicion a 0.01 mg/L, con un aumento de

Bacteroidetes y una disminucion de Firmicutes. Estos cambios se atribuyeron a las
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clases Bacteroidia y Clostridia y a las familias Porphyromonadaceae,
Lachnospiraceae y Ruminococcaceae. A nivel de género, mas del 19% del
aumento de Bacteroidetes se asocid a Barnesiella. Ademas, se evidencié un
aumento de Bacilli y Lactobacillus tras el tratamiento. El autor atribuyd la ventaja
selectiva de las poblaciones de Bacteroidetes a una mayor presencia en este filo

de microrganismos con el operon Ars (genes de resistencia al As).

Chi et al. (2017) observaron una disminucion de la diversidad alfa en animales
expuestos a As(lll) (0.1 mg/L, 13 semanas), indicativo de una reduccién de la
rigueza de la comunidad bacteriana intestinal. A nivel de filo, se puso de
manifiesto nuevamente una reduccion de Firmicutes, ademas de un aumento de la
abundancia de Verrucomicrobia. La microbiota de los animales tratados también
presentd una regulacion a la baja de los genes implicados en el metabolismo del
piruvato y la biosintesis de acidos grasos de cadena corta (AGCC). Lu et al.
(2014), tras exponer ratones a As(I11) (10 mg/L) durante 4 semanas, mostraron
nuevamente efectos sobre el metabolismo microbiano. La exposicion a As(ll)
alter6 el metabolismo del triptéfano, observandose cambios en el perfil de
derivados de indol, y el metabolismo de las sales biliares. Los cambios en la
microbiota también se producen cuando los animales se exponen a As a través de
los alimentos (Wang et al. 2020). Tras exponer durante 60 dias a ratones con arroz
adicionado con As(V) (7%), As(lll) (73%), MMA(V) (1%) y DMA(V) (19%) a
una concentraciéon final de 30 mg/kg, los analisis microbioldgicos mostraron que
la diversidad de las bacterias intestinales estaba significativamente afectada, pero

no la de los hongos.

Du et al. (2021) investigaron el efecto del cese de la exposicion sobre la
microbiota intestinal. Tras exponer los ratones a 0.05, 0.25, 1.25 y 6.25 mg/L de
As(111) a través del agua de bebida durante 30 dias, se ceso la exposicion durante
un periodo similar. Al igual que reportan los estudios mencionados previamente,
la poblacion de Firmicutes disminuy6, mientras que la de Proteobacteria y

Bacteroidetes aumentaron significativamente en los animales tratados. Tras el
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tiempo de recuperacion, estos tres filos alcanzaron niveles similares a los de los

animales no tratados, indicando una reversibilidad en el estatus de la microbiota.

Los escasos estudios sobre los cambios en la microbiota realizados en
poblaciones expuestas a través del agua de bebida no muestran un efecto claro del
metaloide. Dong et al. (2017) compararon la composicion de la microbiota de
nifios expuestos perinatalmente a As inorganico a través del agua de bebida (219
Kg/L) y nifios no expuestos en Bangladesh. El analisis de la diversidad alfa y beta
del microbioma no indico diferencias globales en las comunidades bacterianas
entre los grupos de alta y baja exposicion. Hoen et al. (2018) evaluaron una
poblacién infantil de EEUU con niveles de exposicidon relativamente bajos
comparados con los presentados en el estudio de Bangladesh (<57.0 pg/L, media:
1.5 pg/L, mediana: 0.1 pg/L) y evidenciaron una asociacion marginal entre el

contenido de As en orina y la composicion del microbioma.

Los estudios mostrados en este apartado sugieren que el As(l11) puede afectar
la composicidn de la microbiota intestinal, aungue se necesitan mas estudios para
confirmar este efecto y mostrar principalmente cdmo esto podria modificar el
metabolismo microbiano, que tal y como veremos en el apartado 6.3 de esta
introduccién, es de vital importancia para el mantenimiento de la barrera intestinal.
Por otro lado, hay que destacar que no existen estudios sobre el efecto de una

exposicion crénica a As(V) sobre la microbiota intestinal.

5.2. Efecto del As inorgénico sobre el tejido intestinal

La investigacion en animales de experimentacion se ha limitado a evaluar el efecto
del As(I11). Estos estudios, aunque escasos, muestran un efecto toxico del arsenito
sobre el intestino. En macacos Rhesus expuestos subcronicamente a As(l1) (7.5
mg/kg pc/dia), se observaron signos de inflamacién aguda y hemorragia del
intestino delgado (Heywood y Sortwell 1978). Chiocchetti et al. (2019b)
expusieron ratones durante 2 meses a As(l11) (20, 50 y 80 mg/L) a través del agua

de bebida, observando a las concentraciones mas elevadas, un aumento de
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citoquinas proinflamatorias y de las especies reactivas de oxigeno en el tejido
colénico y una pérdida de la funcién barrera intestinal. Jatko et al. (2021) han
mostrado recientemente que ratones expuestos a 0.1 mg/L de As(ll) a través del
agua de bebida durante 5 semanas presentan una reduccion del 40% en los
transcritos de Lgr5, un marcador de células madre intestinales, y de los transcritos
de los marcadores de la progenie de células secretoras. Estos datos indican que el
As(I11) puede afectar el nicho de células madres y las rutas de diferenciacion de
éstas a células secretoras y por tanto el mecanismo de regeneracion tisular
(apartado 6.1.1).

Los ensayos realizados in vitro se han llevado a cabo empleando
principalmente modelos monocultivo de enterocitos. Calatayud et al. (2013a),
expusieron Caco-2 diferenciadas a As(Ill), MMA(II), DMAC(II), As(V),
MMA(V) y DMA(V) y observaron que solo las formas trivalentes eran capaces de
inducir estrés oxidativo en tiempos cortos (24-72 h), siendo la forma
monometilada trivalente la mas toxica. Las formas metiladas trivalentes también
generaron un incremento de la liberacion de las citoquinas IL-6 e IL-8 y del factor
de necrosis tumoral TNF-a (Calatayud et al. 2014). Chiocchetti et al. (2019c)
evidenciaron que el tratamiento de Caco-2 con As(l11) (1 y 3 mg/L, 24 h) producia
una redistribucion de la zonula occludens 1 (ZO-1) y una reduccion de la expresion
de la claudina 1 (CLDN-1), ambas proteinas de las uniones estrechas (TJ, tight
junctions) participes en el mantenimiento de la estructura del epitelio (apartado
6.1.3 de la introduccion). Ademas, en las monocapas tratadas con As(lll) se
observo una aumento de la permeabilidad intestinal, indicativo de una pérdida de
la funcién barrera (Chiocchetti et al. 2019c). Las exposiciones a As(V) (8 mg/L)
también pueden generar una respuesta proinflamatoria y una modificacion
estructural de las células epiteliales del intestino in vitro, aunque menos acentuada
y a concentraciones mas elevadas (Chiocchetti et al. 2019c), menos relevantes

desde el punto de vista medioambiental.
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Los estudios in vitro de exposiciones a largo plazo son méas escasos y muestran
que los efectos adversos se alcanzan a concentraciones mas bajas. Exposiciones a
As(111) (0.025, 0.075y 0.1 mg/L) y As(V) (0.25, 0.75 y 1.0 mg/L) durante 14 dfas,
desde el momento de siembra, mostraron unas células intestinales con un
desequilibrio redox y un proceso inflamatorio, acompafiados de un retraso en la
diferenciacion celular y cambios estructurales, con un acortamiento de las
microvellosidades (Chiocchetti et al. 2018b). Funcionalmente las células
presentaban una disrupcién de la barrera y una menor capacidad de regeneracion
celular (Chiocchetti et al. 2018b).

Jeong et al. (2017), empleando la linea celular HT29, evidenciaron que el
pretratamiento con un inhibidor de la ruta p38 MAPK (proteina quinasa activada
por mitdgenos) atenuaba la regulacion a la baja de las proteinas de las TJ inducida
por As(lll) y reducia la activacion del factor de transcripcién NF-xB (factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B), sugiriendo que
la via p38 MAPK/NF-kB podia estar implicada en la alteracion de las uniones y

la afeccidn de la barrera intestinal.

Teniendo en cuenta los resultados derivados de estos estudios se podria inferir
que el As(l11) afecta la barrera intestinal a través de un efecto sobre las proteinas
de las TJ debido a la activacion de determinadas rutas de sefalizacion
proinflamatorias y prooxidantes. Sin embargo, la mayoria de estos datos se han
obtenido mediante exposiciones agudas, condiciones que no reproducen la
exposicion existente en las poblaciones y empleando modelos celulares
relativamente simplistas que pueden dar una informacion sesgada. Por otro lado,

no hay estudios que caractericen la toxicidad intestinal del As(V).

5.3. Importancia de la barrera intestinal en la accion sistémica del As

inorgénico

Algunas de las patologias vinculadas a la exposicion cronica a As inorganico

podrian estar originadas en parte por una permeabilidad intestinal afectada o por
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una disbiosis a nivel de la microbiota colénica. EI aumento de la permeabilidad
intestinal debido a la disfuncién de la barrera provoca la translocacion microbiana
(endotoxemia) que puede inducir una inflamacidn de bajo grado a nivel sistémico.
En la actualidad se apunta a esta endotoxemia como la base de determinados

desdrdenes metabolicos (Figura 2).

La exposicion crénica a altos niveles de As inorganico en el agua de bebida,
tal y como hemos indicado en el apartado 4 de esta introduccién, puede aumentar
la incidencia de diabetes tipo 2 (T2D). Varios estudios muestran cambios en la
microbiota (Sedighi et al. 2017) y aumentos de la permeabilidad intestinal (Cox et
al. 2017) en individuos con T2D. En un estudio prospectivo de cohorte, Pussinen
et al. (2011) demostraron que la endotoxemia se asociaba a un mayor riesgo de
diabetes. Por lo tanto, si en las poblaciones con arsenicismo hay una disrupcion de
la barrera intestinal, ésta podria favorecer la instauracion de un proceso de
endotoxemia metabdlica y finalmente este fendbmeno estar relacionada con una
mayor prevalencia de T2D. Este tipo de razonamiento es extensible a otro tipo de
patologias vinculadas con el arsenicismo crénico endémico, como las
enfermedades cardiovasculares (Moon et al. 2012). Varios estudios han mostrado
que este tipo de patologias pueden ser el resultado de una endotoxemia metabdlica
consecuencia de una permeabilidad intestinal incrementada (Neves et al. 2013;
Wiedermann et al. 1999).

Los estudios sobre la toxicidad intestinal en poblaciones expuestas pueden
abrir nuevas lineas de investigacion para determinar el posible origen de
determinadas patologias asociadas, de forma que, entre un nuevo actor en escena,
el entorno intestinal. El reconocimiento del tracto digestivo como un agente activo
en el metabolismo y la toxicidad del As también puede facilitar el disefio de
estrategias para modular los efectos adversos observados en las poblaciones

expuestas.
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Figura 2. Disrupcion de la barrera, endotoxemia y desregulacion del metabolismo
de la glucosa (Anhé et al. 2021).

6. Accion conjunta de los componentes de la barrera para mantener la

homeostasis intestinal

Los componentes de la barrera actGan a dos niveles para mantener la homeostasis.
Existe una barrera meramente fisica que impide que los microrganismos
comensales y patdgenos entren en contacto con el epitelio y el sistema inmune
asociado y otra barrera con una respuesta mas sofisticada que trabaja a través de
toda una serie de receptores y rutas de sefializacion para desencadenar una
respuesta inmunitaria. Ademas de la respuesta generada por los microorganismos
patdgenos, las moléculas que se liberan durante el dafio tisular, conocidas como
patrones moleculares asociados al dafio (DAMPs), también inician respuestas
inmunitarias a través de la activacion de una serie de receptores: tipo Toll (TLRs),
tipo NOD (NRLs), receptores acoplados a proteinas G (GPRS), receptores lectina
tipo C, etc. (Gong et al. 2020). La activacion de estos receptores transmembrana
inicia multiples vias de sefializacion y favorece la produccién de mediadores de

inflamacion, la activacion de las células presentadoras de antigenos (APC), la
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diferenciacion de células T y la produccion de anticuerpos. Este tipo de estimulo,
no asociado a la presencia de patégenos, genera lo que se conoce como
inflamacion estéril. Es la que puede darse en el caso de exposiciones a sustancias
toxicas. En la actualidad se sabe que a nivel intestinal no sélo intervienen las
células del sistema inmune en esta respuesta, las células epiteliales también juegan

un papel destacable (Figura 3).
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Figura 3. Tipos celulares implicados en la deteccion de DAMPs y la inflamacion
estéril (Gong et al. 2020).

6.1. Epitelio intestinal

La superficie luminal del intestino delgado consiste en una monocapa de células
epiteliales plegada en vellosidades, las cuales aumentan la superficie intestinal y
facilitan el proceso de absorcion (Langerholc et al. 2011). Entre las vellosidades

se encuentran las criptas de Lieberkiihn, invaginaciones tubulares donde se sittan
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las células madre que dan lugar a los tipos celulares que componen el epitelio:
celulas caliciformes, enterocitos, células de Paneth, enteroendocrinas, Turf y
células M (Barker 2014). El epitelio del intestino grueso presenta dos aspectos
morfoldgicos diferenciales, es un epitelio con superficie plana, sin vellosidades, y
no presenta en su composicion células Paneth y células M (Barker 2014) (Figura
4).

0
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Figura 4. Morfologia del intestino delgado (A) y del intestino grueso (B) (Barker
2014).

6.1.1. Programa de renovacion del epitelio

El revestimiento epitelial del intestino se renueva mas rapidamente que cualquier
otro tejido, reemplazando a la poblacion completa de células diferenciadas cada
4-5 dias. Las células madre proliferan y dan lugar a células progenitoras que
contindian multiplicandose en su movimiento por el eje cripta-vellosidad, hasta
que llegan a una determinada posicion donde se produce el arresto del ciclo celular
y empieza el proceso de diferenciacion a los distintos tipos celulares (Figura 5).
Las células absortivas, caliciformes y enteroendocrinas se diferencian en su
camino hacia el extremo luminal de la vellosidad, donde mueren por apoptosis y
se desprenden hacia el lumen. Las células Paneth migran hacia la base de las

criptas y su tiempo de permanencia es de aproximadamente 2 semanas. Este
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proceso, fundamental para el mantenimiento de la homeostasis, esté regulado por

una serie de rutas de sefializacion perfectamente organizadas.
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Figura 5. Zonas de proliferacion y diferenciacion en el proceso de renovacion

tisular del intestino (Vinson et al. 2016).

La principal fuerza impulsora de la proliferacion de células madre en las criptas
es la ruta de sefializacién Wnt (van der Flier y Clevers 2009). Esta ruta constituye
el interruptor principal entre proliferacion y diferenciacion. Una disminucién de
la sefializacion Wnt supone la pérdida del compartimento proliferativo. La ruta
Notch también juega un papel importante en el mantenimiento de la poblacién de
celulas madre. La inhibicién de Notch conduce a una reduccion de la proliferacion
y de la poblacién de células madre LGR5" (Demitrack y Samuelson 2016).
Ademas, esta ruta regula la eleccion del destino celular (Figura 6). En general, la
inhibicion de la sefializacion de Notch da como resultado una mayor expresion de
Atohl (iniciador del programa de diferenciacion de células secretoras) y una
pérdida de proliferacion; mientras que una activacion de la via Notch produce una
disminucidn de la expresion de Atohl y la expansion de la zona proliferativa con

un mayor namero de enterocitos (VanDussen et al. 2012).
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Figura 6. Modelo de regulacion de Notch de la proliferacion y diferenciacion de

células epiteliales intestinales (Demitrack y Samuelson 2016).

La sefalizacibn de BMP/SMAD es la tercera ruta en juego, reprime
directamente la expresion de genes distintivos de las células madre, sin
antagonizar con la ruta de sefializacion Wnt (Qi et al. 2017). Por tanto, las
proteinas BMP, producidas principalmente por las células mesenguimales,
detienen la proliferacion e impulsan la diferenciacién. En la parte inferior de la
cripta, las BMP estan bloqueadas por noggin producido por las células
mesenguimales. A medida que se asciende por la cripta, coincidiendo con la zona
de diferenciacion, este inhibidor deja de expresarse (Medemay Vermeulen 2011).
Ademas, la ruta BMP epitelial tiene un papel directo en el proceso de
diferenciacion. El silenciamiento del receptor BMPR1A en el epitelio resulta en
una diferenciacion ineficiente del linaje secretor neuroendocrino, sin cambios en
el nimero de células caliciformes y de Paneth, pero con una diferenciacion
alterada (Vanuytsel et al. 2013).

6.1.2. Funcién de las células epiteliales y su importancia en la requlacion de los

mecanismos de defensa frente a toéxicos

Las células epiteliales del intestino tienen funciones relacionadas con la ingesta de

alimentos, pero también con la defensa frente a la accidn de patdgenos y sustancias
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exdgenas, ya que constituyen la primera barrera de contencion. Los enterocitos o
colonocitos son el tipo celular mayoritario en el epitelio intestinal. Estas células
columnares son las responsables de los procesos digestivos y de transporte o
reabsorcion de nutrientes y agua. Ademas de estas funciones, se ha descrito que
este tipo celular puede actuar como modulador de la respuesta inmunitaria frente
a patégenos y sustancias antigénicas. Se ha evidenciado, en cultivos de modelos
celulares de enterocitos, que determinados estimulos inducen el aumento de la
expresion de los receptores TLR (Guo et al. 2013) y la secrecién de citoquinas
(Calatayud et al. 2014). Ademas de secretar mediadores de inflamacién, las células
epiteliales influyen en la inmunidad innata y adaptativa de la mucosa produciendo
también factores que afectan directamente a las funciones de las células
dendriticas y los linfocitos B y T, como el factor activador de los linfocitos B de
la familia del TNF (BAFF), un ligando inductor de la proliferacién (APRIL) y los
interferones de tipo | (McClure y Massari 2014). Por otro lado, los enterocitos
poseen moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il (MHC-
I1) y producen complejos MHC-11-péptidos antigénicos. Estas moléculas pueden
presentar antigenos a las células T residentes en la lamina propia (Miron y Cristea
2012; Wosen et al. 2018).

El segundo tipo celular son las células mucosecretoras, cuya abundancia
aumenta hacia la porcién distal del intestino. Estas células son las responsables de
la produccion de la capa de mucus que recubre el intestino, formada
mayoritariamente por mucinas (MUC). Esta capa presenta distinta morfologia
dependiendo de la region intestinal. El intestino delgado sélo tiene un tipo de
mucus superficial, compuesto por MUC2. Esta capa de mucus no esta adherida y
es facil de eliminar. Por el contrario, el colon tiene un sistema mucoso bicapa, con
una capa mucosa interna densa y adherida y otra externa no adherida, ambas
formadas por MUC2 (Johansson et al. 2013). Este mucus es uno de los principales
componentes de la barrera fisica que permite mantener a raya la elevada poblacion
de microorganismos que vive en esta region distal del intestino. Recientemente se

ha visto que las células caliciformes pueden formar pasajes de antigenos (GAPS)
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y suministrar antigenos luminales a las células presentadoras de antigenos (APCs)
de la lamina propia subyacente, pudiendo inducir respuestas inmunes adaptativas
(Knoop y Newberry 2018).

El resto de tipos celulares diferenciados son minoritarios, aunque sus funciones
también son de gran relevancia para el mantenimiento de la funcionalidad de la
barrera. Las células enteroendocrinas pueden considerarse quimiorreceptores
primarios, capaces de responder a los constituyentes luminales produciendo y
secretando una serie de hormonas o moléculas de sefializacién (Sternini et al.
2008). Los productos secretados activan vias neuronales, células cercanas o dianas
distantes a través de diferentes mecanismos, y desempefian un papel clave en el
control de la secrecion y la motilidad gastrointestinal, la regulacién de la ingesta
de alimentos, los niveles de glucosa postprandiales y el metabolismo (Latorre et
al. 2016). Al igual que ocurre con los enterocitos, se ha visto que las células
enteroendocrinas secretan citoquinas tras la estimulacion de sus receptores TLR
1, 2 y 4. Por lo tanto, también intervienen en la respuesta inmunitaria frente a
patdgenos y otras sustancias presentes en el lumen intestinal (Worthington et al.
2018).

Finalmente, las células Paneth se pueden considerar los guardianes de la
funcion de las criptas intestinales, ya que tienen un papel fundamental en el
mantenimiento del nicho de células madre tanto en condiciones fisiol6gicas como
patologicos (Mei et al. 2020). Ademas, se consideran importantes en la defensa
intestinal innata. Durante la exposicién a bacterias viables 0 muertas o a productos
microbianos, como el lipopolisacarido (LPS) o el acido lipoteicoico, las células
Paneth liberan sus granulos, lo que da lugar a un aumento de las concentraciones
de péptidos antimicrobianos (lisozima, a-defensinas, fosfolipasa A2 de secrecion)
en el lumen intestinal. Se cree que esto impide la invasién microbiana en el
microambiente de la cripta, proporcionando proteccién a la zona de células madre,
y también contribuye al control de la densidad microbiana en el lumen del intestino
delgado (Elphick y Mahida 2005).
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6.1.3. Uniones intercelulares

Las uniones entre células epiteliales adyacentes son otro factor que contribuye a
blindar el sistema inmune de la mucosa frente al contenido del lumen intestinal.
Existen varios tipos de uniones intercelulares: uniones estrechas (TJ), adherentes
(AJ), los desmosomas y hemidesmosomas y las uniones GAP. Las TJ y Al
ubicadas cercanas al polo apical se denominan colectivamente complejo de union
apical (AJC). Este complejo es el que interviene de forma mas directa en el
mantenimiento de la barrera intestinal.

Las TJ estan formadas por proteinas transmembrana [claudinas (CLDN),
ocludinas (OCLN) y moléculas asociadas a las uniones (JAM)] conectadas al
citoesqueleto por otra estructura proteica, la zonula occludens (ZO) (Figura 7).
Los complejos de TJ s6lo permiten el paso de moléculas pequefias, de menos de
500 daltons (Miron y Cristea 2012). Todas las proteinas intervienen en la
regulacion de esta permeabilidad, pero numerosos estudios apuntan al papel
relevante de las claudinas. Estas proteinas forman un canal selectivo en el espacio
paracelular, por tanto, son las que regulan el paso de iones y fluidos segun la carga
y tamafio (Colegio et al. 2002). Las AJ también estdn constituidas por
interacciones entre proteinas transmembrana, proteinas adaptadoras intracelulares
y el citoesqueleto. Los principales AJ estan formadas por interacciones cadherina-
catenina, y en menor medida por interacciones nectina-afadina (Figura 7).

El sistema de transduccion de sefiales intracelulares y una serie de estimulos
extracelulares como las citoquinas, las pequefias GTPasas y las modificaciones
postraduccionales modulan dindmicamente los complejos proteicos de las uniones
(Chelakkot et al. 2018). Un desequilibrio en estas regulaciones conduce a una
integridad comprometida de la barrera, relacionada con diversas patologias.

Ademaés de regular la funcién de barrera, las proteinas AJC juegan un papel
importante en la proliferacion y diferenciacion de las células epiteliales. Se ha
visto que una menor expresion de E-cadherina, una de las proteinas de las AJ,
supone una mayor tasa de proliferacion de las células madre y alteraciones en el

linaje celular, con una reduccién del numero de células mucosecretoras y un
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cambio en la posicion de las células Paneth, que pasan a ubicarse en el eje cripta-
vellosidad, en lugar de disponerse en el fondo de la cripta (Lechler 2012).

Figura 7. Esquema de las uniones estrechas (TJ) y adherentes (AJ) del epitelio
intestinal (Basmaciyan et al. 2019).

6.2. Sistema inmune intestinal asociado a la mucosa

El intestino esta equipado con un sistema inmunitario intestinal Gnico, que alberga
hasta el 60-70% de los linfocitos periféricos y constituye el mayor tejido
inmunitario periférico del organismo. El sitio efector inmunitario es la designacion
colectiva de las células inmunitarias innatas como las células dendriticas (CD), los
macrofagos y los linfocitos adaptativos formados por las células T efectoras y las
células plasmaticas productoras de IgA, que existen de forma difusa en la lamina
propia. El sitio efector también incluye una subpoblacion unica de células T
intercaladas en la capa epitelial, denominados linfocitos intraepiteliales (IEL). Por
el contrario, los sitios inductores comprenden los ganglios linfaticos mesentéricos
(MLN) vy el tejido linfoide asociado al intestino (GALT). EI GALT consiste en
estructuras linfoides organizadas, con gran nimero de foliculos de células B, areas
de células T entre ellos y células dendriticas. Estos foliculos linfoides existen a

veces en forma agregada, como las placas de Peyer (PP) en el intestino delgado,
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las placas cecales y las placas colonicas (Shale et al. 2013; Silva-Sanchez y
Randall 2020).

Las células M son el puente de union del epitelio y el GALT. EI GALT recibe
su suministro de antigenos directamente de la superficie de la mucosa a traves del
epitelio intestinal que recubre los foliculos linfoides del GALT, denominado
epitelio asociado a foliculos (FAE). Las células M presentes en el FAE estan
altamente especializadas para captar antigenos luminales por fagocitosis y
transcitosis y entregarlos a las CD presentes en el GALT, que realizan el
procesamiento y la presentacion del antigeno, iniciando de esta forma la respuesta
inmunitaria de la mucosa (Ohno 2016).

Las células T CD4+ son también un componente clave del sistema inmunitario
adaptativo. Desde el punto de vista anatomico, las células T CD4+ se distribuyen
en los sitios inductores y efectores del sistema inmune del intestino delgado y
grueso, aungue estan mayoritariamente concentrados en la ldmina propia (Shale et
al. 2013). Tras la estimulacion, las células T CD4+ nativas pueden diferenciarse
en cuatro subtipos principales: T auxiliares 1 (Thl), Th2, Thl7 o células T
reguladoras (Treg) (Figura 8). Estos distintos subtipos se distinguen por la
expresion de diversos factores de transcripcion y citoquinas. La regulacion y el
equilibrio adecuado de los subtipos de células T es un factor crucial para
determinar la homeostasis intestinal y sistémica. Las respuestas Th descontroladas
pueden ser patoldgicas (Berger 2000). Por otro lado, la disfuncién de las células
Treg, mediadoras clave de la tolerancia inmunitaria, puede provocar trastornos
autoinmunitarios (Jacobse et al. 2021). El desarrollo de colitis en ratones
inmunodeficientes transferidos con linfocitos T CD4+ desprovistos de Treg
confirma la importancia funcional de este subconjunto en la contencion de los

procesos inflamatorios (Powrie et al. 1993).
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Figura 8. Distribucion anatémica de los subtipos de células T CD4+ intestinales
(Shale et al. 2013).

6.3. Microbiota intestinal

El tracto gastrointestinal de los mamiferos alberga una enorme y compleja
comunidad de bacterias comensales. La microbiota intestinal, y mas
concretamente sus metabolitos, influyen en la inmunidad del huésped y mantienen
la homeostasis a través de una compleja interaccion con el sistema inmunitario de
la mucosa en la que intervienen diversas vias de sefializacién y redes de regulacion
génica altamente integradas. Las sefiales metabdlicas de la microbiota intestinal,
como los metabolitos ind6licos y los acidos grasos de cadena corta (AGCC),
pueden reforzar la barrera epitelial a través de varias rutas de sefializacion (Liu et
al. 2021; Scott et al. 2020).

En los altimos afios se ha asociado la modificacion de la microbiota intestinal
(disbiosis) con una funcion alterada del sistema inmune intestinal, la instauracion
de un proceso inflamatorio y cambios en la permeabilidad intestinal (Jiang et al.
2015). La microbiota perturbada puede desencadenar la activacion aberrante de
las células inmunes innatas del GALT, que a su vez pueden activar de forma
anomala la respuesta adaptativa inmunitaria (desequilibrios entre células Treg
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antiinflamatorias y células Th proinflamatorias) (Zhang et al. 2020). De esta
forma, la disbiosis puede conducir a la regulacion positiva de citoquinas
proinflamatorias y a alteraciones de la barrera intestinal. Cada vez un nimero
mayor de estudios relacionan la disbiosis intestinal con enfermedades locales
inflamatorias crdnicas y con patologias sistémicas como diabetes tipo | y tipo Il y
la obesidad (Sun et al. 2018; Zhang et al. 2020), que a su vez estan relacionadas

con aumentos de la permeabilidad intestinal (apartado 5.3 de la introduccion).

7. Modelos para el estudio de la toxicocinética y los desdrdenes intestinales
7.1. Modelos animales

Los modelos animales siempre se han considerado los méas idéneos para evaluar
lo que ocurre en humanos, si bien dependiendo del objetivo y del compuesto a
estudiar algunos son mas adecuados que otros. En el caso de los estudios
toxicoldgicos, a la hora de elegir el modelo hay que tener en cuenta el
contaminante que se estudia y especialmente su toxicocinética. Para evaluar la
toxicidad del As inorganico, las ratas y los hamsteres no son buenos modelos, ya
que metabolizan esta forma arsenical hasta la forma trimetilada TMAO (6xido de
trimetilarsina) (Yamauchi y Yamamura 1985; Yoshida et al. 2001), en lugar de
tener como metabolito final la forma dimetilada (DMA), como ocurre en ratones
y humanos. Ademas, el metabolismo en rata es méas eficaz que en ratones y
humanos, los cuales presentan una menor tasa metaboélica (Drobna et al. 2010).
Por otro lado, el tiempo de permanencia del As inorgénico en sangre es mucho
mayor en ratas debido a la elevada afinidad de la hemoglobina de este tipo de
roedor por el metaloide, motivo por el cual, la excrecion urinaria es mas lenta'y su

acumulacion tisular menor (Vahter 1994).

En animales es més complicado estudiar fenémenos complejos, debido a que
es imposible controlar todas las variables; sin embargo, in vitro el contexto se

simplifica, pudiendo mantener unas condiciones controladas y reproducibles para
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la evaluacion de la respuesta celular. Adicionalmente, los modelos in vitro reducen
los problemas éticos derivados del uso de animales. En la actualidad hay distintas
alternativas in vitro para la investigacion sobre aspectos relacionados con la

mucosa o el epitelio intestinal.

7.2. Modelos celulares basados en lineas inmortalizadas

Las células Caco-2 son el modelo celular de epitelio intestinal mas utilizado para
el estudio de la permeabilidad entérica en humanos y los mecanismos de accién
de toxicos. Se trata de una linea celular humana inmortalizada derivada de un
adenocarcinoma colorrectal, que en cultivo da lugar a un monocapa que deja de
proliferar por contacto y se diferencia espontaneamente dando lugar a células con
similitudes morfologicas y funcionales a los enterocitos maduros (Costa y
Ahluwalia 2019). Debido a su origen coldnico, la monocapa muestra una reducida
permeabilidad paracelular comparada con la existente en el intestino delgado
humano y una expresién elevada del transportador activo glicoproteina P (Pereira
et al. 2016). A estas limitaciones se suman otras que tienen que ver con la
composicién de la mucosa, como la presencia de una capa de mucus externa o la
existencia de un sistema inmune asociado que juegan un papel fundamental en la

respuesta celular frente a patdgenos y toxicos.

La introduccidn de otra linea celular humana procedente de un adenocarcinoma
de colon, la HT29-MTX, proporciona un cocultivo con los dos tipos celulares
mayoritarios del epitelio intestinal, las células absortivas y las mucosecretoras.
Asi, se obtiene una monocapa celular con una capa externa bastante homogénea
de mucus. Ademas, se resuelven parcialmente las dos desventajas del monocultivo
Caco-2, hay un aumento del paso paracelular (Calatayud et al. 2012¢) y una menor
expresion de la glicoproteina P (Hilgendorf et al. 2000). El cultivo de estas células
sobre un soporte poroso que permite la division del pocillo en un lado apical y otro
basolateral permite que la monocapa crezca con una polarizacion cercana a la

observada en el epitelio de humanos (Costa y Ahluwalia 2019). Ademas, el
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recubrimiento de estos insertos con proteinas de la matriz extracelular (ECM)
como el colageno o la fibronectina favorece enormemente el desarrollo de una

monocapa bien estructurada en un menor tiempo (Pereira et al. 2016).

En el lado basolateral de este modelo, se pueden afiadir diferentes tipos de
células inmunitarias (Figura 9): macréfagos o células dendriticas diferenciadas a
partir de la linea monocitica humana THP-1 (Kampfer et al. 2017); células
polimorfonucleares (PBMC) procedentes de sangre periférica de voluntarios sanos
(Calatayud et al. 2015); PBMCs procedentes de bazo, sangre o lamina propia de
animales de laboratorio; una linea murina inmortalizada de macréfagos (RAW
264.7) (Tanoue et al. 2008). Estos modelos celulares mas complejos ya integran
un namero importante de los componentes que intervienen en el mantenimiento
de la barrera intestinal. Sin embargo, hay miembros de este complejo sistema
barrera que no son faciles de cultivar in vitro y que no pueden adquirirse como
lineas celulares inmortalizadas. Este es el caso de las células Paneth o las células

madre. Ademas, es dificil mantener la proporcionalidad de los distintos tipos

celulares.
HT29-MTX
N Compartimento apical (
ECM
_» Inscrto
Compartimento basolateral
—+—» C¢lulas inmunes

Figura 9. Cocultivo de Caco-2, HT29-MTX y células inmunes en sistemas con
dos compartimentos separados por un inserto recubierto con proteinas de la matriz
extracelular (ECM) (Pereira et al. 2016).
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7.3. Modelos celulares basados en células primarias

Los avances en la investigacion referente al desarrollo embrionario del intestino y
la diferenciacion celular del intestino adulto (apartado 6.1.1) han llevado al
establecimiento de los métodos para generar cultivos epiteliales intestinales
primarios ex vivo de larga duracion, denominados "mini-intestinos”. Los cultivos
primarios desarrollados a partir de criptas intestinales aisladas o células madre
adultas (enteroides/colonoides) se estan aplicando para estudiar la fisiologia y la
fisiopatologia intestinal humana y ha generado grandes expectativas en lo que a

su aplicacion en medicina regenerativa se refiere.

Las células madre adultas se extraen de tejidos adultos, donde normalmente
residen para regenerar el tejido, por tanto, ya estan programadas con especificidad
de tejido. En este caso, las condiciones de cultivo s6lo necesitan imitar el entorno
molecular del tejido adulto (Bartfeld y Clevers 2017). En el caso del intestino,
cuatro rutas convergen para crear el ambiente que permite el mantenimiento y
proliferacion de las células madre (apartado 6.1.1): EGF, Wnt y Notch favorecen
esta proliferacion, mientras que BMP la inhibe. Para imitar este entorno, Sato et
al. (2009), tras extraer células madre de las criptas del intestino delgado de ratones,
las sembraron sobre una matriz extracelular y agregaron tres factores: un agonista
de la via Wnt (R-spondin 1), un inhibidor de la ruta BMP (Noggin) y EGF.

En estas condiciones, las células madre intestinales proliferan y forman esferas
con un cuerpo quistico y pequefias protuberancias que sobresalen hacia la matriz
(Figura 10). Los estudios inmunocitoquimicos muestran que estos modelos 3D
contienen todos los tipos celulares del epitelio intestinal en su adecuada
proporcion. Estructuralmente son esferas con un lumen central rodeado por una
monocapa epitelial con los distintos tipos celulares y cuyas protuberancias
corresponden a los dominios de las criptas, donde residen las células madre y las
Paneth.
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Figura 10. (A) Enteroide generado de la siembra de criptas aisladas del intestino
delgado de raton (5 dias postsiembra). (B) Esquema del enteroide con un espacio
interno correspondiente al lumen rodeado de una capa epitelial con criptas y
vellosidades (Sato et al. 2009).

También se han desarrollado colonoides del intestino grueso de ratones. Sin
embargo, este cultivo produce cantidades insuficientes de ligandos Wnt para
mantener las células madre, ya que carecen de células Paneth. En esta parte del
intestino, son las células mesenquimaticas las que proporcionan estos ligandos y
en estos modelos 3D se carece por lo general de estos tipos celulares. Para
solventar este problema, Sato et al. (2011) agregaron Wnt3A recombinante o
medio acondicionado con Wnt3A al medio de cultivo, obteniendo buenos
resultados. Este mismo problema se produce en enteroides humanos, aunque en
las células aisladas del intestino delgado humano hay células Paneth, la cantidad
secretada de Wnt3A no es suficiente para el mantenimiento y proliferacion de las
células madre. Ademads, el crecimiento de estos modelos 3D procedentes de
humanos son més complejos y requieren suplementos adicionales como un
inhibidor de p38 (SB202190) y un inhibidor de TGF-B (A83-01 o SB431542)
(Sato et al. 2011).

Ademas de las ventajas de tener un modelo con los tipos mayoritarios del
intestino y una estructura semejante, estos sistemas presentan la ventaja de tener

una elevada capacidad de expansion debido a la presencia de las células madre.
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Los organoides pueden pasarse en una proporcion de 1: 5 durante al menos un afio
y medio, con un fenotipo y cariotipo sin cambios (Sato y Clevers 2013). Asi que,
a diferencia de otros cultivos primarios, pueden emplearse durante bastantes pases.

La investigacion con estos modelos intestinales se ha incrementado en los
altimos afios. En el campo de la toxicologia, el modelo 3D, tal y como se ided
inicialmente, no es de facil aplicacion. La interiorizacion del lumen dificulta la
exposicion al agente toxico. Hay que tener en cuenta que para determinar la
toxicidad sobre el epitelio o la mucosa de un contaminante o patdégeno ingerido
por via oral es necesario la exposicion de éste por el lado luminal. Varios estudios,
especialmente con patdgenos, han empleado la técnica de la microinyeccion (Yin
et al. 2015) para solventar este handicap, pero se trata de una técnica compleja,
cuya reproducibilidad depende en gran medida del operador. En la actualidad se
estan desarrollando modelos 2D, a modo de monocapa, partiendo de los
enteroides/colonoides 3D o incluso de las propias criptas aisladas (Scott et al.
2016; Thorne et al. 2018). Estas monocapas se generan sobre sistemas bicamerales
con insertos porosos (Figura 9), por tanto, existe la posibilidad de introducir
celulas del sistema inmune en el lado basolateral, incluso microbiota en el lado

apical.
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Los contenidos de As inorganico en el agua de bebida de algunas zonas del planeta
exceden significativamente los niveles legislados. Ademas, este agua se emplea
para cocinar y en la irrigacion de los cultivos, por lo tanto, las ingestas de As
inorganico en estas zonas son superiores a los valores recomendados para evitar
la aparicion de efectos adversos. De hecho, estas poblaciones presentan numerosas
patologias asociadas entre las que destacan distintos tipos de cénceres, diabetes
tipo Il y enfermedades cardiovasculares. Algunas de estas patologias se han
relacionado en los Ultimos afios con desérdenes a nivel intestinal, en concreto, con
disbiosis y aumentos de la permeabilidad intestinal. Sin embargo, los estudios
sobre toxicidad intestinal del As inorganico son escasos, especialmente para el
As(V).

La hipotesis de partida planteada en esta tesis es la siguiente: el As inorganico
ingerido continuamente con el agua de bebida y los alimentos podria causar
efectos en el entorno intestinal, los cuales podrian afectar a nivel sistémico. EI As
inorganico podria generar un aumento de la permeabilidad intestinal, lo que
conllevaria una endotoxemia metabdlica leve por la entrada de antigenos a la
circulacion sanguinea. El empleo de compuestos que permitieran reducir esta
toxicidad podria aliviar el dafio producido por una exposicion cronica al metaloide
tanto a nivel intestinal como sistémico. Por otro lado, teniendo en cuenta que una
parte importante del transporte del As inorganico a través del epitelio tiene lugar
por via paracelular, la reduccion del efecto sobre la permeabilidad también podria
conllevar una menor biodisponibilidad del téxico y una menor acumulacion

tisular.

Teniendo en cuenta esta hip6tesis de partida, el objetivo general de esta tesis
ha sido la evaluacion de la toxicidad intestinal de una exposicion cronica a
arsénico inorganico a través del agua de bebida y la busqueda de estrategias
para reducir este efecto toxico. Los objetivos especificos planteados han sido los

siguientes:
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La evaluacion de la toxicidad intestinal in vivo del As(lIl) y As(V) y su
posible conexion con un proceso de endotoxemia metabdlica.

La basqueda in vitro, empleando un modelo celular de mucosa intestinal,
de estrategias dietéticas capaces de reducir la toxicidad
intestinal/sistémica.

La evaluacion in vivo de la eficacia de las estrategias seleccionadas en la
reduccién de la toxicidad intestinal/sistémica y la posible acumulacién

interna del metaloide.
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1. Especies arsenicales

El patron primario de As(l11) se prepard a una concentracion de 1000 mg/L por
disolucion de 1.320 g de As;Os (Riedel de Haén) en 25 mL de KOH 20% p/v
(Panreac), neutralizacion con H2SO, 20% v/v (Merck) y dilucion a 1 L con HSO4
1% v/v. El patron primario de As(V) (1000 mg/L) disuelto en NO3zH al 2% fue
adquirido a Merck. A partir de estos patrones primarios se prepararon en el
momento de la exposicidn, las disoluciones empleadas en el tratamiento, las cuales

en ocasiones tuvieron que neutralizarse a pH 7 con NaOH (Panreac).

2. Animales y tratamientos

Los protocolos de experimentacion se disefiaron conforme a la normativa para el
uso de animales de experimentacion (Real Decreto 53/2013) y fueron aprobados
por la Conselleria de d’Agricultura, Pesca i Alimentaci6 de la Generalitat
Valenciana. En los estudios se emplearon ratones hembras BALB/c procedentes
de Envigo RMS, con una edad de 6 semanas y con un peso, en el momento de la
adquisicion, que oscil6 entre 15y 20 g. A lo largo del estudio los animales se
mantuvieron en condiciones ambientales controladas (ciclos de 12 h de luz y
oscuridad, temperatura ambiente de 22 °C y humedad del recinto de 75%) y se
alimentaron ad libidum con pienso de mantenimiento estandar para roedores con

un contenido de As inorganico de 2 ng/g.

Los estudios in vivo de toxicidad de As(lll) y As(V) se realizaron en dos
ensayos independientes. Para el ensayo de As(l11), los ratones se dividieron al azar
en tres grupos de nueve animales. EI primer grupo se utiliz6 como control y a los
otros dos grupos se les administrd As(l11) a través del agua de bebida (15 y 30
mg/L, equivalente aproximadamente a 2.25 y 4.5 mg/kg pc/dia) durante 6 meses.
Para el ensayo de As(V), los ratones se dividieron al azar en cuatro grupos de
nueve animales. El primer grupo se utiliz6 como control y a los otros tres se les
administro As(V) a través del agua de bebida (15, 30 y 60 mg/L, equivalente

aproximadamente a 2.25, 4.5y 9 mg/kg pc/dia) durante 5 meses y 2 semanas. Las
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dosis se eligieron atendiendo a los datos toxicoldgicos reportados para ratones
expuestos cronicamente a As inorganico a través del agua de bebida (ATSDR
2007). A lo largo del experimento, se monitorizd el peso corporal, la cantidad de
agua y alimentos ingeridos, el aspecto fisico, el comportamiento de los ratones y
la sangre oculta en heces (Hemmocult kit, Beckman Coulter).

Al final de la exposicion, los ratones fueron sacrificados por inhalacion de
isofluorano y dislocacion cervical. Inmediatamente se recuperé el intestino, el
higado y los rifiones y se lavaron abundantemente con NaCl al 0.9% (p/v) (Sigma).
Los érganos se separaron en varios fragmentos y se almacenaron a -80°C para su
posterior analisis. Algunos fragmentos requirieron de técnicas especificas de
almacenamiento o preparacion, que se detallan en cada seccidn. Las muestras de
sangre se recogieron en tubos, que se dejaron reposar a temperatura ambiente
durante 60 min para permitir la coagulacion. Posteriormente se centrifugaron
(2000 x g, 10 min) y se recuperd el suero que se almacend a -80°C hasta el

momento de analisis.

3. Ensayos de toxicidad in vivo
3.1. Evaluacion de la respuesta inflamatoria causada por el As inorganico

Para determinar la posible generacion de un proceso inflamatorio intestinal, se
determinaron varios mediadores de inflamacion en el tejido mediante Kits
especificos de ELISA y la infiltracion de neutréfilos a nivel de mucosa mediante
pruebas bioquimicas [contenido fecal de lactoferrina y actividad mieloperoxidasa

(MPO) tisular] y mediante el estudio histolégico del intestino (apartado 3.3).

3.1.1. Concentracion de citoguinas proinflamatorias en el tejido intestinal

Las muestras de intestino delgado y grueso (50 mg) se homogenizaron mediante
el disruptor de tejidos TissueRuptor Il (Qiagen) empleando 3 ciclos de 30 s a 4 °C,
en tampdn RIPA modificado [NaCl 150 mM (Panreac), tampdn Tris 50 mM pH 8
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(Sigma), EDTA 5 mM (&cido etilendiaminotetracético, Sigma), Triton X-100 1%
v/v (Merck), sodio desoxicolato 0.5% p/v (Sigma), inhibidor de proteasa 10% p/v
(Roche)] a una proporcién 1:20. Tras la centrifugacién (8000 x g, 5 min, 4 °C), se
determinaron los niveles de las citoquinas proinflamatorias IL-6 (Sigma), 1L-2
(Sigma), IL-1P (eBioscience), TNF-a (eBioscience) e IL-17A (MyBioSource) en
el sobrenadante mediante kits de ELISA, siguiendo las instrucciones del

fabricante, y los valores se normalizaron por mg de tejido.

3.1.2. Evaluacion de los contenidos fecales de lactoferrina v la actividad MPO

intestinal

Las heces (50 mg) se homogenizaron en tampén RIPA modificado en una
proporcidn 1:10. La homogenizacion se realizé empleando un homogenizador tipo
bead beater (FastPrep-24™ 5G Instrument, MP Biomedical) con bolas de vidrio
(0.1 mm diametro) con tres ciclos de 40 s y velocidad de 6 m/s. Los
homogeneizados se centrifugaron (9500 x g, 20 min, 4°C) y la concentracion de
lactoferrina en el sobrenadante se determind mediante el kit de mouse lactoferrin
ELISA (MyBioSource), siguiendo las instrucciones del fabricante. Los resultados

se normalizaron por mg de heces.

Para evaluar la actividad MPO, se prepararon homogenizados de intestino
delgado y grueso (10 mg) en tampdn fosfato 50 mM con bromuro de
hexadeciltrimetilamonio 0.5% (HTAB, Sigma) en una proporcion 1:30. Tras la
centrifugacién (8000 x g, 5 min, 4°C), el sobrenadante obtenido se empled para
determinar la actividad. La mezcla de la reaccion consistio en 50 pL del
sobrenadante y 200 puL de o-dianidisina 0.5 mM (Sigma) y H,O; (Prolabo)
0.0012% v/v en tampon fosfato 50 mM. Se realizaron medidas cada 40 s durante
25 min a 460 nmy 37°C en un lector de placas CLARIOstar (BMG-Labtech). La
actividad MPO se expresd en unidades de MPO/mg de tejido, donde una unidad
de MPO se define como la cantidad necesaria para degradar un pmol de H,O, por

minuto a temperatura ambiente. Los valores se normalizaron por mg de tejido.
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3.2. Determinacion de los niveles tisulares de biomarcadores de estrés

3.2.1. Determinacién de la generacidon de especies reactivas de oxigeno y/o
nitrégeno (ROS/RNS)

Las muestras de intestino delgado y grueso (50 mg) se homogenizaron tal y como
se describe en el apartado 3.1.1. El sobrenadante obtenido tras la centrifugacion
(8000 x g, 5 min, 4 °C) se utiliz6 para la determinacién de ROS/RNS empleando
la técnica de oxidacion de 2'-7'-diclorodihidrofluoresceina diacetato (H.DCF-DA,
Sigma). El sobrenadante (100 pL) se incubd (30 min, 37 °C) con 6 pL de una
disolucion de H,DCF-DA 10 uM en tampoén fosfato salino (PBS). Transcurrido
este tiempo, la fluorescencia se determind utilizando un lector de microplacas
CLARIOstar (A excitacion = 488 nm; A emisién = 530 nm). Los valores de

fluorescencia obtenidos se normalizaron por mg de tejido.

3.2.2. Determinacién del glutation reducido (GSH) v la peroxidacién lipidica

Para la medida del GSH, el tejido procedente del intestino delgado y grueso (10
mg) se homogenizo a una proporcion 1:50 en 400 pL de tampon fosfato amdnico
0.1 MapH8con EDTA 10 mM (Sigma) y 100 pL de acido ortofosférico al 25%
v/v (Fluka). Tras centrifugar (8000 x g, 20 min, 4 °C), el sobrenadante se empled
para la determinacion del GSH. La concentracion de GSH se midi6 en un lector
de placas CLARIOstar (A excitacion = 340 nm; A emision = 420 nm) empleando
10 pL de sobrenadante, 10 pL de o-phtalaldehido 0.07 M (Fluka) y 180 pL de
tampon fostato 0.1 M con EDTA 10 mM pH 8. Los datos se obtuvieron por
interpolacién frente a una curva de calibrado de GSH (6.5-65 uM, Merck).

La determinacion de la peroxidacion lipidica se realiz6 mediante el ensayo de
las sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico (TBARS), el cual permite el analisis
del compuesto mayoritario del proceso de oxidacion de los &cidos grasos
polinsaturados celulares, el malondialdehido (MDA). El sobrenadante empleado

en el analisis se obtuvo tras homogenizar porciones del intestino delgado y grueso
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(40 mg) con RIPA modificado tal y como se describe en el apartado 3.1.1. Para
realizar la medida, 20 pL del sobrenadante se mezclaron con 20 pL de
dodecilsulfato sédico (SDS, GE Healthcare) al 8.1% p/v, 150 pL de &cido acético
al 20% v/v (Janssen), 150 pL de &cido tiobarbitdrico (TBA, Sigma) al 0.8% p/vy
60 pL de H.O desionizada. La mezcla se incubd en un bafio a 95°C durante 60
min. Tras enfriar las muestras, se les adicion6 200 uL de 1-butanol (Panreac), se
centrifug6 a 1300 x g durante 4 min y la fase organica se recupero para su posterior
medida en un lector de placas CLARIOstar (A excitacion = 532; A emision = 553).
Los datos fueron expresados como equivalentes MDA/mg de tejido calculados a

partir de una curva de calibracién de MDA (0.5-10 nM, Sigma).

3.3. Estudio histoldgico del intestino

Una fraccion del intestino grueso (=1 cm) se fijé con paraformaldehido (PAF) 4%
en PBS (Sigma) y se almacen6 a 4 °C hasta el momento de la preparacion.
Posteriormente, las porciones intestinales se embebieron en parafina (Merck) y se
realizaron cortes con un grosor de 5 pm con un microtomo LEICA RM2125 RTS
(Leica Biosystems). Las secciones de tejido se desparafinaron y posteriormente se
tifieron con hematoxilina y eosina (Abcam) para medir el grado de infiltracion de

neutréfilos.

Para evaluar la poblacion de células mucosecretoras, se utilizé una tincion de
acido periddico-Schiff (PAS). Las secciones deparafinadas y rehidratadas fueron
tratadas con &cido periddico (Panreac) durante 5 min. Las muestras se lavaron con
agua destilada y se tifieron con el reactivo Schiff (Sigma) durante 15 min.
Finalmente, las secciones fueron contratefiidas con hematoxilina (Abcam) durante
5 min. Las secciones de tejido se deshidrataron con etanol (70°, 96°, 100°) y xileno,
y se montaron con medio de montaje EUKITT® (Panreac). Las iméagenes fueron

adquiridas usando un microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse 90i.
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3.4. Andlisis transcriptomico de los genes afectados por la exposicion o
implicados en el proceso toxicoldgico

El tejido obtenido tras el sacrificio se sumergi6é inmediatamente en una disolucion
de RNA later (Qiagen) durante 24 h a 4 °C y posteriormente, tras eliminar el
reactivo estabilizante de ARN, se almacend a -80 °C hasta el momento del analisis.
La extraccion de ARN se realiz6 empleando el kit NucleoSpin RNA 1l (Macherey-
Nagel), siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ARN se cuantificé por
espectrofotometria a 260 nm y se comprobo la calidad del mismo por la relacién
260/280 nm (Nanodrop ND-1000, NanoDrop Technologies) y electroforesis en
gel de agarosa D1 bajo EEO (1% p/v, Pronadisa), comprobandose la presencia de
las bandas de ARN ribosémico 18Sy 28S.

La transcripcion reversa (RT) se llevd a cabo utilizando el kit SuperScript
VILO™ cDNA Synthesis (Invitrogen) o el kit Reverse Transcriptase Core kit
(Eurogentec Headquarers), siguiendo las especificaciones de los fabricantes. A
partir del ADNc obtenido, se amplificaron los genes de interés mediante gPCR
empleando el equipo LightCycler® 480 Real-Time gPCR System (Roche
Diagnostics). Las reacciones se realizaron empleando los siguientes volimenes: 5
UL de LightCycler® 480 SYBR Green | Master Mix (2%, Roche), 2.5 uL de ADNc
(20 ng/mL), 0.5 pL de cada oligonucle6tido (10 uM) (Biolegio), 1.5 pL de agua
libre de ARNasa. La reaccion de gPCR se llevo a cabo con una etapa inicial a 95
°C durante 5 min, seguida de 40 ciclos consistentes en una etapa de
desnaturalizacion (95 °C, 10 s), una de alineamiento (55 °C, 10 s) y una de
elongacién (72 °C, 20 s).

La eficiencia para cada gen se calculé a partir de una curva obtenida de 4
diluciones seriadas de ADNc procedente de una mezcla de muestras de animales
tratados. Los oligonucle6tidos empleados para los ensayos in vivo se muestran en
la tabla3. Los datos obtenidos se normalizaron empleando los genes de referencia

Rn18S o Hprtl y se analizaron mediante el software REST384.
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Tabla 3. Secuencia y eficacia de los oligonucleétidos empleados en los estudios de la toxicidad in vivo.

Gen GenBank ID Secuencia 5°-3° Anzgg; on Eficacia Referencia
Rn18S  NM 0235663 | CCCOACAGGATTGACAGATTG 98 1.83 Cieslik et al. (2015
- ' R: CAAATCGCTCCACCAACTAA ' eslik etal. (2015)

F: GTTAAGCAGTACAGCCCCAAA int-Geni

Hprtl  NM_013556.2 131 1.98 Saint-Geniez et al.
R: AGGGCATATCCAACAACAAACTT (2013)

NIrp3 NM_145827.4 P ATCAACAGGCGAGACCTCTG 96 2.13 Boro yBalaji (2017)

P - ' R: GTCCTCCTGGCATACCATAGA ' yeala

F: TCCCAGGCTTATGGCTCCTA

Reg38  NM_011036.1 75 171 Hogan et al. (2006)
R: GCAGGCCAGTTCTGCATCA
F: GCTCCTATTGCTATGCCTTGTTTAG Ratsimandresy et al.

Reg3G  NM 011260.2 131 1.73

g - R: CATGGAGGACAGGAAGGAAGC (2017)

F: AGGTCCTGGCGACATTAGTGG

Cldnl  NM_016674.4 204 2.05 Acharya et al. (2004)
R: CGTGGTGTTGGGTAAGAGGT

Ocln  NM 0087562 | ATCTCCGGCCGATGCTCTC 308 1.97 Hul et al. (2018)

- ' R: TTTGGCTGCTCTTGGGTCTGTAT ' '

F: TCATCGGCAGCAGCATCATCAC

Cldn3  NM_009902.4 256 1.74 Hul et al. (2018)

R: ACGATGGTGATCTTGGCCTTGG



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=96975137

Continuacion tabla 3

Gen GenBank ID Secuencia 5°-3’ Amplicon Eficacia Referencia

Muc2  NM_023566.4 F: GCCTGACGAGTTGGTGAATG 122 1.98 Michael et al. (2015)
R: GATGAGGTGGCAGACAGGAGAC

Lgrs  NM 0101952 - CCTACTCGAAGACTTACCCAGT 165 2.05 Hou et al. (2018)
R: GCATTGGGGTGAATGATAGCA

Hesl NM_008235.2 F: TCCAAGCTAGAGAAGGCAGAC 149 1.98 Batissoco et al. (2021)
R: GTCACCTCGTTCATGCACTC

Atohl  NM_007500.5 F: TTTCCCCAACTGCTTGAGAC 197 2.07 Yoon et al. (2011)
R: TGCATTGGCAGTTGAGTTTC

Ki67 NM_001081117.2 F: TGCCCGACCCTACAAAATG 135 2.01 Al-Dwairi et al. (2012)

R: GAGCCTGTATCACTCATCTG



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=110624771
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=31560817
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1343071525
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=169234623
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3.5. Anélisis proteémico mediante Western blot (WB) de los genes afectados
por la exposicién o implicados en el proceso toxicoldgico

Las muestras de intestino grueso para el analisis por WB se homogeneizaron en
tampon RIPA en una proporcién de 1:20 (p/v) siguiendo el protocolo descrito en
el apartado 3.1.1 y el contenido de proteinas se midié en un espectrofotdmetro
Nanodrop ND-1000. Se cargaron alicuotas de los homogeneizados (30 pg de
proteina) en geles de SDS-acrilamida al 10 %, excepto para la MUC2, donde se
emplearon geles en gradiente (Mini-PROTEAN® Precast Gels, Bio-Rad). Los
geles se sometieron a una electroforesis a 80 V durante 30 min seguido de 120 V
durante 1 h en un tampdn de migracion formado por una disolucion de Tris 25
mM pH 8.3, glicina 192 mM (Merck) y SDS al 0.1 %. Posteriormente, las
proteinas se transfirieron a membranas de PVDF (Immobilon®) en un sistema de

transferencia de proteinas semiseco (Bio-Rad) durante 1 h a 100 mA.

Después de la transferencia, las membranas se bloquearon con una disolucién
de albdmina de suero bovino (BSA) al 5 % p/v (Sigma) en tampon Tris (Tris-HCI
20 mM pH 7.5, NaCl 150 mM) con Tween-20 al 0.1 % v/v (TBST) durante 1 h a
temperatura ambiente. Tras el bloqueo, las membranas se incubaron durante toda
la noche a 4°C con los anticuerpos primarios correspondientes segln las
recomendaciones del fabricante. Los anticuerpos primarios empleados fueron los
siguientes: anti-MUC2 (ABK1-A6853, 1:1000, Abyntek), anti-fosfo-p38 MAPK
(D3F9, 1:1000, Cell Signaling Technology), anti-fosfo-SAPK/IJNK (81E11,
1:1000, Cell Signaling Technology) y anti-fosfo-IKK a/f (2697, 1:1000, Cell
Signaling Technology). Después de varios lavados con TBST, las membranas se
incubaron 1 h con el anticuerpo secundario anticonejo conjugado con peroxidasa
(1:10000, Amersham) diluido en tampon de bloqueo. Posteriormente, las
membranas se lavaron y se incubaron con Amersham ECL Select Western
Blotting Detection Reagent (GE Healthcare) y se expusieron en un aparato

ImageQuant 800 (Cytiva). Todas las medidas se normalizaron mediante
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hibridacion con las proteinas de referencia B-actina (1:10000, Sigma) o0 HPRT1
(1:10000, Cohesion Bioscience). Las bandas se cuantificaron utilizando el
programa de densitometria ImageJ VV1.8.0 (National Institutes of Health).

3.6. Analisis de la composicion de la microbiota intestinal

El ADN bacteriano de las heces de los ratones se aislé empleando el kit DNeasy
PowerSoil Pro (Qiagen) a partir de aproximadamente 100 mg de heces
individuales y cuantificado por fluorescencia con el kit dsSDNA HS assay
(ThermoFisher) en un equipo Qubit (ThermoFisher). La region variable V3-V4
del ADNTr 16S bacteriano de cada muestra fue amplificada siguiendo el protocolo
16S rDNA gene Metagenomic Sequencing Library Preparation Illumina (Cod.
15044223 Rev. A). Se utilizaron cebadores especificos (PCRI1_f: 5'-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCW
GCAG-3; PCRI r: 5'-
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGT

ATCTAATCC-3") que contienen colas con el adaptador para Illumina
seleccionados segun (Klindworth et al. 2013). Tras la amplificacion, la
multiplexacion se llevo a cabo usando el kit Nextera XT Index. Se verificé el
tamafio de los fragmentos amplificados en un Bioanalyzer DNA 1000 chip
(Agilent). Las librerias obtenidas se secuenciaron usando 2x300 paired-end run
(MiSeq Reagent kit v3) en un secuenciador MiSeq siguiendo las instrucciones
del fabricante. La amplificacion y secuenciacion de librerias se efectu6 en el

Servicio de Gendmica de la Universidad de Valencia.

Las secuencias se analizaron posteriormente en el programa informatico R
v4.1.1 (Team 2021). Las secuencias crudas 16S V3-V4 directas y reversas fueron
procesadas con el paquete informatico DADA2 (Callahan et al. 2016). Las

lecturas se recortaron a 260 bases y se filtraron con maxEE ajustado a 5.
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Posteriormente las lecturas fueron dereplicadas, se estimaron los errores y las
secuencias se unieron usando funciones implementadas en el paquete DADA2.
Las secuencias quiméricas se eliminaron con la funcion removeBimeraDenovo
de DADA2 usando el método consensus. La taxonomia se asign6 a ASVs
(Amplicon Sequence Variants) utilizando la version 138 de SILVA (Quast et al.
2012). El preprocesado inicial y la exploracion de datos se llevaron a cabo
mediante funciones implementadas en el paquete phyloseq v1.38.0 (McMurdie y
Holmes 2013). Los resultados graficos se obtuvieron con el programa ggplot2
(Wickham 2016). Las secuencias ASVs no asignadas a ningun filo, ademas de
las secuencias ASVs con 10 o menos lecturas se eliminaron de los datos. Las
secuencias potencialmente contaminantes se identificaron con el paquete
decontam (Davis et al. 2018), con el método ajustado a frecuencia y umbral de
0.3. Para la reconstruccion filogenética, las secuencias ASV se alinearon con
herramientas implementadas en el paquete DECIPHER v2.22.0 (Wright 2016) y
la inferencia de la filogenia se realizé usando un arbol filogenético de maxima
probabilidad GTR+G+I (generalized time-reversible with gamma rate variation

and invariants) construido con el pagquete phangorn v2.7.1 (Schliep 2010).

El andlisis de la diversidad alfa se llevo a cabo con el paquete Breakaway
version 4.7.6 (Willis y Bunge 2015) para estimar la riqueza, y el paquete DivNet
version 0.4.0 para la diversidad (Willis y Martin 2020). Para los andlisis de
diversidad beta, los valores de lectura cero se reemplazaron con valores
imputados usando el método square root Bayesian multiplicative implementado
en zCompositions v1.4 (Palarea-Albaladejo y Martin-Fernandez 2015). Las
distancias euclidianas se calcularon (dist, base R 4.1.1) llevando a cabo primero
la transformacion de los datos mediante phylogenetic isometric log ratio
transformation implementada en el paquete philr (Silverman et al. 2017). Las
distancias calculadas fueron utilizadas para realizar los anélisis PCA o NMDS

utilizando las herramientas implementadas en el paquete phyloseq. Las
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diferencias significativas entre los distintos grupos de tratamiento se estimaron
mediante PERMANOVA por parejas utilizando la funcién adonis.pair incluida
en el paquete EcolUtils (https://github.com/GuillemSalazar/EcolUtils), que
utiliza la funcion adonis del paquete VEGAN (Dixon 2003). La homogeneidad
de las varianzas se estim0 mediante las funciones betadisper y permutest
implementadas en el paquete VEGAN. Las abundancias diferenciales de taxones
bacterianos entre los grupos se estimaron mediante funciones implementadas en
el paquete corncob (Martin et al. 2020), o en el paquete ANCOM-BC (Lin y
Peddada 2020).

3.7. Evaluacion del metabolismo de la microbiota intestinal: Perfil luminal
de AGCC

Para la determinacién de los AGCC se empled la metodologia descrita por
Furuhashi et al. (2018) con ciertas modificaciones. Las heces (50 mg) se
homogenizaron en 1 mL de isobutanol 10% v/v (Fluka) empleando bolas de
vidrio, tal y como se describe en el apartado 3.1.2. Al sobrenadante obtenido tras
el homogenizado (630 pL), se le adicionaron 125 pL. de NaOH 20 mM (Panreac)
y 23 pL de acido hexanoico (Merck, 50 mg/L), empleado como patrén interno.
Parte de esta mezcla (400 uL) se empled para la derivatizacion mediante la
adicion de 80 pL de isobutanol, 100 pL de piridina (Sigma), 70 pL de agua
destilada y 50 pL de cloroformiato de isobutilo (Sigma). Los ésteres derivados
de los AGCC se extrajeron afiadiendo 150 pL de n-hexano (Supelco). La fase
organica se separ6 por centrifugacion a 12000 x g durante 3 min y se recupero
para su posterior analisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (GC-MS, Agilent modelo 5977B GC/MSD) usando una columna
capilar Ultra Inert DB-5 MS (30 m x 0.25 mm de didmetro interno, 0.25 pm)
(Agilent).
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El volumen de inyeccién del derivado fue de 1.3 pL con un split 1:50, y se
utiliz helio como gas portador a un flujo de 1 mL/min. La temperatura del
inyector y la linea de transferencia se establecieron en 250°C. El programa de
temperatura del horno fue el siguiente: 5 min a 40 °C, rampa de 4°C/min hasta 90
°C y un incremento de 3°C/min hasta alcanzar los 290°C. Los compuestos se
identificaron a partir de los datos completos de escaneo (m/z 35-500). Las
estructuras quimicas se determinaron segun la biblioteca de espectros de masas
NIST 17 (version 2011, Agilent) y la cuantificacion se realiz6 empleando
disoluciones patrén de los siguientes AGCC: 4cido acético (Janssen Chimica),
propiénico (Fluka), isobutirico (Sigma), butirico (Fluka), valérico (Fluka) e
isovalérico (Fluka). Los patrones se derivatizaron empleando las mismas

condiciones que las utilizadas en las muestras de heces.

Las pruebas de recuperacion se realizaron adicionando una cantidad conocida
de cada AGCC (50 mg/L, 23 uL) a alicuotas de 630 pL del homogeneizado fecal
y tras afiadir 125 pL de NaOH 20 mM y 23 uL de acido hexanoico (50 mg/L), la
derivatizacion se realizé como se ha descrito previamente. La recuperacion oscilo
entre 72 y 106%. La precision se evalu6 analizando cuatro réplicas
independientes de 3 muestras distintas de heces. La desviacion estandar relativa
(RSD) para la repetibilidad fue la siguiente: acido acético, 9.7 £ 2.1%; &cido
propionico, 5.7 + 3.7%; acido isobutirico, 12.3 + 3.3%; &cido butirico, 10.7 +

2.5%:; &cido hexanoico, 11.7 + 2.9%.

3.8. Determinacion de la permeabilidad intestinal y de los marcadores de

endotoxemia metabodlica

La permeabilidad intestinal se evalu6 mediante la determinacion de la
concentracion de albdmina en heces. EI homogeneizado se realiz6 como se indica

en el apartado 3.1.2 y la concentracion se determind en el sobrenadante mediante
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el kit de mouse albumin ELISA (CUSABIO), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los resultados se normalizaron por mg de heces.

Para evaluar posibles sefiales de endotoxemia metabdlica, se evaluaron las
citoquinas proinflamatorias IL-1p y TNF-o y la proteina de union al
lipopolisacarido (LBP) en el suero usando kits especificos de ELISA [LBP
(Cloud-Clone Corporation), IL-1p (Sigma), TNF-a (Sigma)].

3.9. Acumulacién tisular de As inorganico

Las muestras de tejido se sometieron a un proceso de digestion &cida en horno de
microondas. Para ello, una cantidad determinada de cada 6rgano (50 mg) se
coloco en un reactor de teflon y se adiciond 4 mL de HNO3 14 mol/L (Merck) y
1 mL de H20; (30% vl/v, Prolabo). Los reactores se irradiaron en un horno de
microondas (MARS) de CEM (Vertex) a 800 W de potencia durante 15 min (180
°C). Tras la digestion, las muestras se llevaron a volumen final con agua
bidestilada. La cuantificacion de As se llevd a cabo empleando un espectrémetro
de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS, Modelo iCAP RQ,
Thermo), en las condiciones que se describen en la tabla 3. El control de calidad
se realiz6 mediante el analisis del material de referencia (EnviroMAT Drinking
water, high, EP-H,SCP Science, Francia).
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Tabla 4. Condiciones instrumentales utilizadas en el analisis mediante ICP-MS.

Isotopo/Estandar interno ‘ SAs/?Ge
Condiciones instrumentales

Flujo de gas de plasma Ar (L/min) 15

Flujo de Gas Auxiliar (L/min) 1.0
Potencia de RF (W) 1550
Acoplamiento de RF (V) 1.80
Profundidad de muestreo (mm) 8.0
Bomba nebulizadora (rps) 0.30
Parametros de la celda

Flujo de He (mL/min) 5.0
Flujo de Hz (mL/min) 6.0
Tiempo de estabilizacion (s) 15
Parametros de integracion

Modo de adquisicion Espectro
Barrido/réplicas 100
Tiempo de integracion (s) 0.30

3.10. Evaluacion del efecto del As inorganico sobre la diferenciacion y

proliferacion del nicho de células madre intestinales

En este apartado se evalué Unicamente el efecto de la exposicion cronica a
As(111). Se aislaron criptas de animales control y animales tratados con As(I11) 30
mg/L. La extraccion y el cultivo de las criptas se llevd a cabo siguiendo el
protocolo descrito por Sato et al. (2009) con algunas modificaciones. Tras el
sacrificio, se aisl6 inmediatamente una porcion intestinal, se lavo con PBS frio,
se abrid longitudinalmente y se corté en segmentos de 2-4 mm. Los segmentos
se lavaron de 15 a 20 veces con PBS frio y se incubaron a 4 °C con 25 mL de
tampon de quelacion (2 mM de EDTA en PBS) con agitacion suave durante 30
min. Tras la incubacion, se retird la disolucion de EDTA vy se sustituyd por 10
mL de BSA 0.1% p/v en PBS. Las criptas se obtuvieron pipeteando las

disoluciones de BSA varias veces y pasandolas por un filtro celular de 70 um
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(Biologix). Las criptas filtradas se centrifugaron a 4° C, 200 x g durante 5 min y
se resuspendieron en DMEM/F12 avanzado (ADF, Gibco) suplementado con
GlutaMAX 1x (Gibco), 10 mM de HEPES (&cido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-
2-etanosulfdnico, Hyclone), 100 U/mL de penicilina (Hyclone), 0.1 mg/mL de
estreptomicina (Hyclone) y 0.0025 mg/L de anfotericina B (Hyclone) (ADF
suplementado). El proceso de aislamiento se repitié 4-5 veces. Las dos Ultimas

fracciones enriquecidas en criptas se utilizaron para los siguientes ensayos.

Una porcion de las criptas se empled directamente para evaluar la expresion
relativa de genes relacionados con el proceso de proliferacién y marcadores
tempranos de diferenciacidn, siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.4y
empleando los oligonucle6tidos de la tabla 3. El resto de criptas se sembraron
para generar un modelo 3D (organoides). Se diluyeron aproximadamente 1000
criptas en 50 pL de Cultrex factor de crecimiento reducido tipo 2 (R&D Systems,
utilizado como ECM) preparado en una proporcién 1:2 en medio de crecimiento
de organoides de raton IntestiCult™ (OGM, STEMCELL Technologies) y se
sembraron en forma de gotas en una placa de fondo plano de 12 pocillos
previamente precalentada. Las gotas (2 por pocillo) se incubaron a 37°C durante
25 min para permitir la polimerizacion de la ECM y posteriormente se afiadio 1
mL de OGM suplementado con 100 U/mL de penicilina, 0.01 mg/mL de
estreptomicina, 0.0025 mg/L de anfotericina B y 0.5 mg/mL de gentamicina
(Sigma) (OGM suplementado) a cada pocillo. Las criptas se mantuvieron a 37 °C
en una atmosfera de 95% de oxigeno y 5% de CO.. EI medio de crecimiento se
suplementé con 10 uM del inhibidor de ROCK Y-27632 (Sigma) y 3 uM del
inhibidor de GSK3 CHIR99021 (STEMCELL Technologies) durante los 2
primeros dias tras el pase. Desde el momento de siembra se evalud el desarrollo
de los organoides empleando un microscopio invertido OPTIKA, para determinar
el grado de proliferacion y el tamafio del dominio de las criptas. Los organoides

se recuperaron tras 6 dias de crecimiento mediante pipeteo con PBS y posterior
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centrifugacion (200 x g, 5 min). A continuacion, se resuspendieron en TrypLE™
Express 1x (Gibco) y se incubaron durante 10 min a 37°C para obtener una
suspension de células individualizadas. Posteriormente, estas células se
emplearon para evaluar la expresion génica de los marcadores de proliferacion y

diferenciacion (Tabla 3), siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.4.

4. Evaluacion in vitro de la eficacia de cepas de bacterias acido-lacticas para

la reducciodn de la toxicidad intestinal de As inorganico

Los ensayos se realizaron sélo con As(l11) por tratarse de la especie arsenical que

presentd mayor toxicidad en los ensayos in vivo.

4.1. Estrategias ensayadas

En este estudio se ensayaron dos cepas de BAL [LE1L, Lactobacillus intestinalis
(intestino murino) y BL23, Lactobacillus casei [cepa de laboratorio (Mazé et al.
2010)] como posibles estrategias dietéticas para reducir la toxicidad intestinal de
As(lll). La cepa LE1 se selecciond por su capacidad antioxidante y
antiinflamatoria previamente evidenciada in vivo por Rodriguez-Viso (2023) y la
cepa BL23 por su capacidad para reducir la toxicidad del As(lll), puesta de
manifiesto en estudios in vitro empleando un monocultivo de células Caco-2
(Chiocchetti et al. 2020).

Se ensayaron dos tipos de tratamiento, las cepas no viables tratadas
térmicamente y el secretoma con los metabolitos liberados durante el crecimiento
en medio esencial minimo (MEM) con sales de Earle. Las bacterias se crecieron
en medio Man, Rogosa y Sharpe (MRS) (BD Difco) a 37 °C en condiciones
estaticas. Tras 24 h, se recogieron por centrifugacion (4500 x g, 10 min, 4 °C), se

elimino el sobrenadante, y el sedimento bacteriano se lavo y se resuspendi6 en

63



Metodologia

NaCl 0.9%. Parte de las cepas se inactivaron mediante calor a 85 °C durante 30
min, produciendo una pérdida de la viabilidad mayor a 7 unidades logaritmicas,
ensayada mediante recuento en placa. Tras medir la densidad dptica (DO) a una
A de 600 nm, las cepas se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

El resto de suspension bacteriana se empled para la obtencién del medio
condicionado. Las cepas se incubaron a 37° C durante 24 h en MEM con 3g/L de
glucosa (Sigma). Posteriormente se centrifugaron (4500 x g, 10 min, 4 °C), el
medio condicionado obtenido se esteriliz6 a través de filtros de 0.2 pum vy se
almacené a -20 °C hasta su uso. Para los ensayos de exposicion se empleo el
medio condicionado con adicion de suero fetal bovino (SFB) a una concentracion
final de 7.5%, glucosa (1 g/L) y HEPES al 1%.

4.2. Modelo de mucosa intestinal empleado en los ensayos de toxicidad

Para llevar a cabo los estudios in vitro se emplearon tres lineas celulares humanas,
dos de ellas modelos de células epiteliales del intestino (Caco-2 y HT29-MTX) y
una linea monocitica THP-1 diferenciada a macrofagos. Tal y como hemos
indicado en el apartado 7.2 de la introduccion, la linea celular Caco-2 es un
modelo de enterocito, mientras que las HT29-MTX son un modelo de células

caliciformes o mucosecretoras.

Las células Caco-2 se obtuvieron de la Coleccién Americana de Cultivos Tipo
(ATCC® HTB-37"). El mantenimiento se llevd a cabo en frascos de 75 cm? a los
que se adicionaron 10 mL de MEM con sales de Earle y L-glutamina (0.6 g/L).
El MEM se suplement6 con SFB 10% v/v, aminoécidos no esenciales 1% v/v,
penicilina 100 U/mL, estreptomicina 0.01 mg/mL, anfotericina B 0.0025 mg/mL,
piruvato de sodio 1 mM y HEPES 10 mM.
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Las células HT29-MTX se obtuvieron de la Coleccion Europea de Cultivos
Celulares Autentificados (ECACC, numero 12040401). EI mantenimiento se
Ilevo a cabo en frascos de 75 cm? a los que se adicionaron 10 mL de medio Eagle
modificado de Dubelcco (DMEM) con L-glutamina (0.6 g/L) y un alto contenido
de glucosa (4.5 g/L). EI DMEM se suplementé con SFB 10% v/v, penicilina 100
U/mL, estreptomicina 0.1 mg/mL, anfotericina B 0.0025 mg/mL, piruvato de
sodio 1 mM y HEPES 10 mM.

Las células THP-1 se obtuvieron de la ECACC (nimero 88081201). El
mantenimiento se llevé a cabo en frascos de 75 cm? a los que se adicionaron 10
mL de medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640. EI RPMI fue
suplementado con SFB 10% v/v, penicilina 100 U/mL, estreptomicina 0.1
mg/mL, anfotericina B 0.0025 mg/mL y HEPES 10 mM.

Las células se incubaron a 37 °C con una humedad relativa del 95% y una
concentracion de CO; del 5%. Cuando alcanzaron el 80-90% de confluencia, las
células Caco-2 y HT29-MTX se recuperaron por incubacién con una disolucién
de tripsina (1.5 mg/L) y EDTA (0.66 g/L) durante 10 min a 37 °C y se sembraron
en frascos de 75 ¢cm? a una densidad de 1.5 x 10* células/cm?. Las células no
adherentes THP-1 se recuperaron por centrifugacion (450 x g, 5 min) y se

sembraron en frascos de 75 cm? a una densidad de 2.6 x 10* células/cm?

El sistema in vitro para los ensayos de toxicidad consistié en un pocillo
dividido en dos compartimentos por un inserto con un tamafio de poro de 0.4 pm
(Transwell®, Corning): un compartimento apical o superior y uno basolateral o
inferior (Introduccién, Figura 9). Sobre el inserto se sembraron las células Caco-
2 cocultivadas con las HT29-MTX a una densidad de siembra de 4.4 x 10*
celulas/cm? y en una proporcion 90:10. En la parte basolateral se dispusieron las
células THP-1 previamente diferenciadas a macrdfagos, emulando la posicion

subepitelial del sistema inmune intestinal.
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Para su diferenciacion, las células THP-1 se sembraron en placas de 12
pocillos a una densidad de 1.5 x 10°células/cm? y se incubaron durante 48 h con
200 nM de forbol-12-miristato-13-acetato (PMA, Sigma) diluido en medio RPMI
1640 suplementado. Tras la diferenciacion, las células se recuperaron durante 4
h con RPMI suplementado sin PMA. Tras el periodo de reposo, los macr6fagos
se pusieron en contacto con las células Caco-2/HT29-MTX recién sembradas

sobre insertos.

Todos los ensayos descritos en esta tesis se realizaron con células Caco-2
entre los pases 8 y 15, con células HT29-MTX entre los pases 18 y 25, y con
células THP-1 entre los pases 4 y 11. Los reactivos empleados para el

mantenimiento celular se adquirieron a Hyclone, Biowest, Gibco y Capricorn.

4.3. Tratamiento del tricultivo con As(l11) y las estrategias dietéticas

La exposicion a As(I11) con o sin las estrategias dietéticas a ensayar se realizé dos
dias después de la siembra. Los tratamientos subcrénicos (8 dias), afiadidos al

compartimento apical (0.5 mL), fueron los siguientes:

e Control negativo: MEM-7.5% SFB.

e Control positivo: As(I11) 2.5 mg/L preparado en MEM-7.5% SFB.

e Tratamiento con BAL tratadas térmicamente y As(lll): Disolucion de
bacterias no viables (0.15 DOew) y As(Ill) (2.5 mg/L) preparada en
MEM-7.5% SFB.

e Tratamiento con medio condicionado y As(lll): Disolucion de As(Ill) (2.5
mg/L) preparada en el medio condicionado de las bacterias lacticas (apartado
4.1).

En el lado basolateral se adicionaron 1.5 mL de MEM-7.5% SFB. Los medios

de tratamiento se cambiaron cada dos dias para evitar la oxidacion del As(llI).
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Debido a la limitada viabilidad de los monocitos diferenciados, durante el tiempo
que durd el tratamiento, las monocapas de macr6fagos tuvieron que renovarse 2
veces (cada 4 dias). Para tal fin, los insertos con los cocultivos Caco-2/HT29-
MTX se pasaron a nuevas placas multipocillo con macréfagos recién
diferenciados en el lado basolateral.

4.4. Evaluacion de parametros toxicoldgicos para determinar la eficacia de

las estrategias

4.4.1. Respuesta proinflamatoria y prooxidante de las células intestinales y los

macrofagos

Trascurrido el tiempo de tratamiento con As(lll) con o sin las estrategias
dietéticas, el medio apical y basolateral fueron recuperados y empleados para la
determinacion de los contenidos de la citoquina proinflamatoria IL-8 mediante el
kit de ELISA especifico human IL-8/CXCL8 ELISA Kit (Sigma), siguiendo las

instrucciones del fabricante.

La respuesta prooxidante se evalud en las monocapas epiteliales y en los
macréfagos mediante el analisis de la expresion génica relativa de proteinas de
estrés (proteina de choque térmico HSP70 y la metalotioneina MT2A) empleando
el protocolo descrito en el apartado 3.4 y los oligonucle6tidos que se detallan en
la tabla 5.

4.4.2. Andlisis estructural de la monocapa intestinal

Para determinar el efecto de los distintos tratamientos sobre la estructura de la
monocapa epitelial se evalu6é la morfologia de las uniones estrechas mediante
inmunodeteccion de la proteina de anclaje ZO-1y la expresion relativa de algunas

de las proteinas transmembrana de estas uniones (OCLN y CLDN1) y de la
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mucina mayoritaria de la capa de mucus generada por las células HT29-MTX
(MUCS5AC). Para evaluar la expresion se emplearon el protocolo y los
oligonucledtidos descritos en el apartado 3.4 y la tabla 5 respectivamente.

Para la inmunolocalizacion de ZO-1, las monocapas Caco-2/HT29-MTX se
fijaron con PAF al 4% durante 10 min y posteriormente se permeabilizaron con
Tritén X-100 1% (v/v en PBS) durante 15 min. Tras un blogueo con suero de
cabra al 10% (v/v en PBS) (Abcam), las monocapas se incubaron a 4 °C durante
toda la noche con un anticuerpo policlonal anti-ZO-1 (ab216880, Abcam) diluido
1:200 en 2% de suero de cabra. Para la deteccion, se empled un anticuerpo anti-
conejo conjugado con Alexa 488 (R37116, Invitrogen) diluido 1:200 en 2% de
suero de cabra durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente se llevé a cabo
la incubaci6n durante 15 min a temperatura ambiente con 4', 6-diamino-2-
fenilindol (DAPI, Sigma) diluido 1:200 en PBS con el fin de visualizar los
nlcleos celulares. Finalmente, las muestras se montaron con ProLong® Antifade
(Molecular Probe) y se examinaron al microscopio de epifluorescencia Nikon
eclipse 90i (Alexa 488: A excitacion = 488 nm, A emision = 519 nm; DAPI:

A excitacion = 340 nm, A emision = 485 nm).

4.4.3. Permeabilidad paracelular de la monocapa epitelial

La permeabilidad de la monocapa se monitoriz6 mediante la medida del
transporte de Lucifer Yellow (LY, Sigma). Este marcador se transporta a través
del espacio intercelular, por lo tanto, es un indicador de la magnitud de la
permeabilidad paracelular. Tras el tratamiento, se eliminaron los medios y los
pocillos con las monocapas Caco-2/HT29-MTX se transfirieron a placas
multipocillo sin macréfagos en el lado basolateral. EI marcador paracelular LY
(100 uM) se adicioné al lado apical diluido en una disolucion salina equilibrada
de Hanks (HBSS) suplementada con 1% de HEPES (0.5 mL). En el

68



Metodologia

compartimento basolateral se adicionaron 1.5 mL de HBSS. Durante el ensayo,
se extrajeron alicuotas (100 pL) del compartimento basolateral cada 30 min
durante 2 horas, restituyendo en cada tiempo el volumen extraido por un volumen
igual de MEM suplementado. Los contenidos de LY en las alicuotas se
determinaron en un lector de microplacas PolarSTAR OPTIMA (A excitacion =
488 nm; A emision = 530 nm) frente a una curva patrén de LY diluida en HBSS
(0.05-5 pg/mL). La permeabilidad aparente del LY se calculé empleando la

ecuacion 1.
Papp = (dC/dt) (Vr/ACo) (Eq1)

dbnde, dC/dt es el flujo (ug/s) determinado por la pendiente lineal de la ecuacion
gue gobierna la variacion de las concentraciones de LY, corregidas por la

dilucién, frente al tiempo.
V: es el volumen del compartimento basolateral (1.5 mL).
A es la superficie ocupada por la monocapacelular (1.12 cm?).

C, es la concentracion inicial de LY en el compartimento apical (50 pg/mL).

4.4.4. Transporte de As a través de la monocapa celular

Tras la exposicion, parte del medio recogido del lado basolateral se empled para
determinar el contenido total de As y evaluar la cantidad del metaloide
transportada a través de la monocapa epitelial en los distintos tratamientos. Los
protocolos empleados en la digestion acida de los medios y la deteccion del As

por ICP-MS se describen en el apartado 3.9.
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4.5. Evaluacion de la captacion de As por las bacterias lcticas.

Para determinar el posible papel de la captacion de As por parte de las bacterias
en la proteccion frente al As(l1), se llevé a cabo una incubacion a 37°C de las
cepas de BAL viables y no viables (4 DOsgoo) con distintas concentraciones de
As(111) (0.1, 0.5 y 1 mg/L) a distintos tiempos (4, 6 y 24 h) en medio PBS
suplementado con glucosa (3 g/L). Transcurrido el tiempo de incubacion, los
tubos se centrifugaron a 4500 x g durante 5 min. El contenido de As en el
sobrenadante y en el pellet celular se analiz6 segun el protocolo descrito en el

apartado 3.9.
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Tabla 5. Oligonucleétidos empleados en el estudio in vitro.

Gen GenBank ID Secuencia 5°-3’ Amplicon  Eficacia Referencia
F: CCATCCAATCGGTAGTAGCG
RN18s NM_003286.2 151 2.00  Wangetal. (2012)
R: GTAACCCGTTGAACCCCATT
F: GGAAQGGACCGAGCTCTTCTCGC
HSP70 NM_005345.5 138 2.01 Alard et al. (2009)
R: CAGGAGTAGGTGGTGCCCAGGTC
F: AAAGGGGCGTCGGACAAGT
MT2A  NM_005953.3 126 188  SOngyFreedman
R: TAGCAAACGGTCACGGTCAG (2005)
F: CCGGCGACAACATCGTGAC
CLDNI  NM_021101.4 136 po7  Kaarteenahoetal.
R: CGGGTTGCTTGCAATGTGC (2010)
F: AAGAGTTGACAGTCCCATGGCATAC _
OCLN NM_002538.2 133 1.93 Cui et al. (2010)
R: ATCCACAGGCGAAGTTAATGGAAG
F: CCTTCGACGGACAGAGCTAC i
MUCSAC  NM_001304359.2 111 1.97 Ohuchida et al.

R: TCTCGGTGACAACACGAAAG

(2006)



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=194248071
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=205277384
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5. Evaluacion in vivo del papel protector de las estrategias frente a la
toxicidad intestinal de As(111)

Se seleccionaron las cepas BAL viables para los estudios in vivo, y solo se llevaron
a cabo dosificaciones con la forma trivalente de As, por ser la que habia presentado

mas toxicidad en los ensayos con animales.

5.1. Animalesy tratamientos

Los estudios in vivo para determinar la eficacia de las estrategias se realizaron
empleando ratones hembra Balb/c de 6 semanas con un peso en el momento de la
adquisicion entre 15y 19 g (n = 32). Los protocolos de experimentacion siguieron
los mismos procedimientos de redaccion y aprobacion que los descritos en el

apartado 2.

Los ratones se dividieron aleatoriamente en cuatro grupos de ocho animales.
Un grupo de ratones no recibié ningun tratamiento (control negativo), otro recibi6
Gnicamente As(I11) (30 mg/L) a través del agua de bebida (control positivo) y los
dos grupos restantes recibieron As(l1l) a través del agua y una dosis diaria (100
uL) de LE1 o BL23 viables (10° UFC, unidades formadoras de colonias) disuelta
en NaCl 0.9% por sonda gastrica. Los animales pertenecientes a los controles
negativo y positivo fueron también dosificados por sonda con 100 uL de NaCl
0.9%. El agua de bebida se cambi6 cada 3 o 4 dias por disoluciones de As(l1I)
recién preparadas. Durante todo el experimento se control6 el peso, el consumo de
agua y alimentos, el aspecto fisico y el comportamiento de los animales. Después
de dos meses de exposicion, los ratones fueron sacrificados por inhalacion de
isoflurano y dislocacion cervical. Inmediatamente se recuperd el intestino, higado
y rifiones, que se lavaron abundantemente con NaCl al 0.9%, se separaron en
varios fragmentos y se almacenaron a -80 °C para su posterior analisis. También

se obtuvo el suero tal y como se describe en el apartado 2.
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5.2. Evaluacion del estrés oxidativo y del estado inflamatorio del tejido

intestinal

El estrés oxidativo a nivel intestinal se evalu6 mediante la determinacion de los
contenidos de ROS/RNS, el nivel de peroxidacion lipidica y las concentraciones
de GSH en los homogeneizados de tejido del intestino delgado y grueso siguiendo
los protocolos descritos en el apartado 3.2.

El estado inflamatorio se analiz6 determinando el contenido tisular de las
citoquinas proinflamatorias TNF-a e IL-1p utilizando kits de ELISA especificos
segun se describe en el apartado 3.1.1 y la lactoferrina fecal evaluada segun el
protocolo detallado en el apartado 3.1.2. Ademas, se analiz6 la activacion de la
ruta de sefializacion p38 MAPK en los homogeneizados de tejido colénico, tal y

como se describe en la seccién 3.5.

5.3. Evaluacion estructural y funcional de la mucosa intestinal

La evaluacidn estructural de la mucosa se realizd mediante examen histolégico
(apartado 3.6) y analizando la expresion génica de las proteinas de las uniones
intercelulares (Cldn3 y Ocln) por RT-gPCR utilizando los oligonucleétidos
detallados en la tabla 3 y aplicando los protocolos descritos en el apartado 3.4.
Ademas, se analizd el contenido proteico de MUC2 en el tejido coldnico

empleando un kit de ELISA especifico (Cusabio).

La funcionalidad de la mucosa intestinal se evalu6 analizando la permeabilidad
paracelular a través de la medida el contenido fecal de albdmina (apartado 3.8).
Asimismo, se determind el efecto de las estrategias sobre el marcador de

endotoxemia metabdlica LBP (apartado 3.8)
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5.4. Metabolismo de la microbiota intestinal

Para determinar el efecto del As(lll) y la coadministracién con ambas cepas de
BAL sobre la microbiota intestinal se evalud el contenido de AGCC, en concreto,
de &cido acético, propidnico y butirico, en las heces de animales control y animales
tratados con As(ll), con o sin la coadministracion de BAL. Los protocolos de
extraccion, derivatizacion y deteccion de AGCC se han descrito previamente en
el apartado 3.7.

5.5. Evaluacion de los mecanismos de proteccion de las BAL frente a la

toxicidad del As inorganico

Dentro de los posibles mecanismos implicados en la proteccidn frente al toxico en
este estudio se evaluaron dos posibilidades: a) la reduccion de la acumulacién
tisular y b) la activacion de la ruta antiinflamatoria y antioxidante Nrf2 (factor

nuclear eritroide 2).

La acumulacion del As en el intestino delgado y grueso, en el higado y los
rifiones se analiz6 tal y como se detalla en el apartado 3.9. Para determinar la
activacion de Nrf2, se evalu6 la expresion génica de varias proteinas implicadas
en esta ruta [Nrf2 y Hol(hemo oxigenasa 1)] y también de algunos componentes
de la ruta de sefializacion de 1L-10, que puede activarse por Nrf2 [1110, 1110r2
(subunidad 2 del receptor de IL10) y Socs3 (supresor de la sefializacion de
citoquinas 3)]. Los protocolos para la extraccion de ARN, sintesis de ADNc y
gPCR se han descrito previamente en la seccion 3.4. Los oligonucle6tidos

empleados se detallan en la tabla 6.
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Tabla 6. Oligonucleétidos empleados para la evaluacion in vivo de la eficacia de las estrategias frente a la toxicidad de As(l11)

Gen GenBank ID Secuencia 5°-3° T"’?m,a”" Eficacia Referencia
amplicon (bp)

F: TCCAGTAGAATCCGCTCTCCT
Socs3 NM_021283.2 R ATGGTCACCCACAGCAAGTTT 145 1.92 Fukuta et al. (2021)

F: GCTCTTACTGACTGGCATGAG

1110 NM_010548.2 R: CGCAGCTCTAGGAGCATGTG 105 1.96 Souza et al. (2007)
F: GGACGTCTCTTCCACAGCAC Spandidos et al
1l10r2 NM_001405058.1 . craerractaccTteacacT 140 20 (2009)
NFf2 NM_0109025 I CACCATAGAGCAGGACATGGAG 107 210 ZhangyGao (2022)

R: GAACAGCGGTAGTATCAGCCAG

F: AGGTACACATCCAAGCCGAGA



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=226874825
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=291575143
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=-2068166046
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=-2095559821
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=195947362
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6. Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los datos se empled el test t-student o el analisis de
la varianza (ANOVA) de un solo factor con comparaciones multiples post hoc
mediante la prueba Fisher HSD, cuando se cumplian los requisitos de normalidad
(test Shaphiro-Wilk) y de homogeneidad de varianzas entre todos los grupos (test
de Brown-Forsyth). Si no se cumplia alguno de los requisitos anteriores, los datos
se analizaron empleando la prueba U de Mann-Whitney o la de Kruskal-Wallis
con comparaciones multiples post hoc mediante el test Dunn. Las diferencias se
consideraron estadisticamente significativas para p < 0,05. La variabilidad global
de los parametros toxicoldgicos en el capitulo 4 se evalué mediante el andlisis de
componentes principales (PCA). El analisis estadistico se realiz6 empleando el
software SigmaPlot 14.5 (Systat Software Inc) o el XLSTAT (AddinSoft). Los
mapas de intensidad de las correlaciones entre variables se realizaron con el

software R (version 4.1.1), utilizando varios paquetes: Hmisc, ggplot2 y purr.

La determinacion del tamafio muestral necesario para los ensayos de toxicidad
in vivo se llevd a cabo empleando el programa GPower 3.1, con un o. = 0.05 y una
potencia (1-B) de 0.8.
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Capitulo 1

Evaluacion in vivo de la toxicidad intestinal generada

por una exposicion cronica a arsenito






Capitulo 1

La presencia del As(lIl) en el agua y los alimentos no ha sido ampliamente
documentada debido a la dificultad de la extraccion de esta forma arsenical sin
modificar su estado de oxidacién. Los escasos estudios al respecto muestran, que
dependiendo de las condiciones fisicoquimicas, puede representar un porcentaje
mayor o menor del As inorganico presente en el agua de bebida (Sorg et al. 2014)
y que se encuentra en algunos tipos de alimentos (Huang et al. 2012). Estos datos
sugieren que su presencia en la dieta es menor que la del As(V), pero su grado de
toxicidad es mayor, de ahi que la mayoria de estudios de toxicidad del As

inorgéanico hagan referencia a esta forma arsenical.

Los estudios in vivo sobre el efecto del As(lll) a nivel intestinal se han
incrementado en los Gltimos afios; sin embargo, se han centrado principalmente en
evaluar los cambios en la microbiota intestinal (introduccion, apartado 5.1).
Unicamente el trabajo de Chiocchetti et al. (2019b) muestra que exposiciones
subcrodnicas (2 meses) a concentraciones > 50 mg/L en el agua de bebida pueden
afectar la estructura del epitelio intestinal y reducir su funcion barrera. Asimismo,
se desconocen los mecanismos implicados en estos desordenes intestinales y si

estos pueden asociarse con afecciones a nivel sistémico.

En el presente trabajo se han evaluado los efectos adversos generados por
exposiciones crénicas (6 meses) a concentraciones de 15 y 30 mg/L de As(lll) a
través del agua de bebida sobre el intestino de ratones, teniendo en cuenta los
diferentes componentes que intervienen en el mantenimiento de la barrera
intestinal (microbiota y sus metabolitos, células epiteliales y su secretoma y
uniones intercelulares). Adicionalmente se han dilucidado algunos de los
mecanismos de toxicidad implicados en estos efectos adversos y se ha analizado
su posible relacién con marcadores de toxicidad sistémica. Los resultados han
evidenciado un efecto toxico a distintos niveles con alteraciones estructurales y
funcionales de la barrera intestinal debidas a la instauracion de un proceso
inflamatorio y de estrés. Esta respuesta esta propiciada por la activacion de una
serie de rutas de sefializacion que posiblemente amplifican el fenémeno debido a

que el estimulo, la exposicion oral a As inorganico, no cesa en el tiempo.
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Asimismo, se ha observado una relacion de esta disrupcién con ciertos marcadores

de endotoxemia metabdlica.

1. RESULTADOS
1.1. Estado de salud de los animales durante el tratamiento con As(111)

Tres animales, uno de cada grupo, fueron prematuramente sacrificados debido a
la formacion de abscesos y/o a una pérdida de peso corporal superior al 20%. El
tratamiento con As(lll) no influy6 en la ganancia de peso o en el consumo de
pienso. Sin embargo, se observé un menor consumo de agua en los ratones tratados
con la concentracion mas alta de As(l11) (reducciones del 6-27% en relacién a los
animales no tratados). Estudios previos ya habian reportado esta reduccion en el

consumo de agua en ratones expuestos al metaloide (Ahlborn et al. 2009).

Tampoco se observaron cambios en el estado de salud ni en el comportamiento
de los ratones durante el experimento. Las heces de los animales fueron similares
en frecuencia y consistencia en todos los grupos; sin embargo, se observd un
mayor nimero de positivos en los analisis de sangre oculta de los animales tratados
con As(I11). En la semana 20, se detectd un raton positivo en el grupo control, y 3
animales en cada uno de los grupos tratados con As(l11) (Tabla 7). En la semana
24, ningun animal dio positivo en el grupo control, mientras que 4 y 7 animales
fueron positivos en los grupos de 15 mg/L y 30 mg/L respectivamente (Tabla 7).
Estos datos constituyen un primer indicio de un efecto adverso del As(I11) sobre

el epitelio intestinal.
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Tabla 7. Sangre oculta en heces de animales de control y tratados con As(l1) en
las semanas 20 y 24 de tratamiento.

Tratamiento Animal Semana 20 Semana 24
1 - -
2 - -
3 - -
4 - ;
Control 5 N i
6 - -
7 - -
8 - -
1 - -
2 + -
3 = +
4 - -
15 mg/L 5 . .
6 + +
7 = +
8 - -
1 = +
2 - +
3 = +
4 - +
30 mg/L 5 ) _
6 + +
7 + +
8 + +

1.2. Respuesta prooxidante causada por la exposicion crénica a As(l11)

Los datos de oxidacion de la H.DCF-DA (Figura 11) mostraron un aumento
estadisticamente significativo de los niveles de ROS/RNS en ambas porciones del
intestino, siendo mayores los incrementos observados en el intestino delgado (15
mg/L, 76%; 30 mg/L, 50%) que en el grueso (15 mg/L, 41%; 30 mg/L, 43%).
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Figura 11. Contenidos de ROS/RNS medidos por oxidacién de la H.DCF-DA en
animales control y animales tratados con As(l11). Valores expresados como AUF
(unidades arbitrarias de fluorescencia)/mg de tejido (media £ SD, n=8). Los
asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas con respecto a los
animales no tratados (**, p<0.001; *, 0.001<p<0.05).

El establecimiento de una situacion de estrés oxidativo se confirmé con los
datos de peroxidacion lipidica obtenidos con el TBARS (Figura 12). En ambas
porciones de tejido se evidencid un aumento de los peroxidos lipidicos en
comparacion con los animales no tratados, aunque las diferencias fueron
estadisticamente significativas sélo en el intestino grueso (15 mg/L, 51%; 30
mg/L, 49%).
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Figura 12. Concentracion de equivalentes MDA (malondialdehido) en animales
control y animales tratados con As(l11). Valores expresados como nmol/mg tejido
(media = SD, n=8). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente

significativas con respecto a los animales no tratados (p<0.05).

La medicion de los niveles de GSH también evidencié una respuesta
prooxidante como consecuencia de la exposicion cronica a As(l11) (Figura 13). La
concentracién de este antioxidante endégeno se redujo en ambas secciones
intestinales siendo los efectos observados nuevamente mayores en el intestino
delgado (15 mg/L, 24%; 30 mg/L, 34%) que en el intestino grueso (15 mg/L, 19%;
30 mg/L, 13%).
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Figura 13. Concentracion de GSH en animales control y animales tratados con
As(l1l). Valores expresados como nmol/mg tejido (media + SD, n=8). Los
asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas con respecto a los
animales no tratados (**, p<0.001; *, 0.001<p<0.05).

1.3. Respuesta inflamatoria generada por la exposicion crénica a As(l11)

1.3.1. Niveles de citoquinas proinflamatorias en el tejido intestinal

Los niveles de citoquinas en muestras de intestino delgado no mostraron
diferencias entre tratamientos (datos no mostrados). Las figuras 14 y 15 muestran
la concentracién de las citoquinas proinflamatorias IL-1p, TNF-a, IL-6 € IL-2 en
el intestino grueso de animales al final de la exposicion a As(l11). Se observo un
aumento general de la respuesta inflamatoria, con aumentos estadisticamente
significativos de las 4 citoquinas analizadas. La citoquina IL-1p fue la que
experimenté un mayor incremento (15 mg/L, 201%; 30 mg/L, 101%; Figura 14),
seguida de la IL-2 (15 mg/L, 166%; 30 mg/L, 97%; Figura 15) y la IL-6 (15 mg/L,
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95 %; 30 mg/L, 67 %; Figura 15). Los incrementos en los niveles de TNF-a fueron

solo significativos a la concentracion de 15 mg/L (74%, Figura 14). En todos los

casos se observo un efecto hormético, un fendmeno dosis-respuesta bifésico

caracterizado por una estimulacion a dosis bajas y una inhibicion a dosis altas.

Este tipo de respuesta ya se ha observado previamente en exposiciones a As
inorganico (Chiocchetti et al. 2019b).

70 1
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20 +
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T
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C— TNF-a
B IL-1p
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Concentracion As(III) (mg/L)

15
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Figura 14. Concentracion de TNF-a e IL-1B en colon de animales control y

animales tratados con As(lI1). Valores expresados como pg/mg tejido (media +

SD, n=8). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas con

respecto a los animales no tratados (**, p<<0.001; *, 0.001<p<0.05).
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Figura 15. Concentracion de IL-2 e IL-6 en colon de animales control y animales
tratados con As(l1). Valores expresados como pg/mg tejido (media + SD, n=8).
Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas con respecto a
los animales no tratados (**, p<0.001; *, 0.001<p<0.05).

1.3.2. Infiltracién de neutréfilos en la mucosa intestinal

Estudios previos han mostrado que el reclutamiento de neutrofilos activados en
los sitios de inflamacion dirige la progresion de los procesos inflamatorios
cronicos a nivel intestinal (Fournier y Parkos 2012). En este estudio, se ha
evaluado esta posible migracion analizando la actividad MPO intestinal y la

concentracion de lactoferrina fecal.
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Figura 16. (A) Actividad MPO (unidades MPO/mg tejido) y (B) concentracion
fecal de lactoferrina (pg/100 mg de heces) en animales control y animales tratados
con As(I1). Valores expresados como media = SD (n = 8). Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas con respecto a los animales no tratados
(p <0.05).
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La actividad MPO, enzima sintetizada y secretada por los neutréfilos, se utiliza
a menudo como marcador de leucocitosis polimorfonuclear en condiciones de
inflamacion (Faith et al. 2008). Los datos obtenidos muestran un aumento de esta
actividad en los animales tratados con 30 mg/L de As(l11) (delgado: 39%; grueso:
56%, Figura 16A). Adicionalmente, se analizd la concentracion de lactoferrina
fecal, una proteina que aparece en las heces cuando los neutréfilos activados se
infiltran en la mucosa (Derikx et al. 2010; Lundberg et al. 2005). Los datos
obtenidos (Figura 16B) muestran un aumento de esta proteina en los ratones

expuestos a ambas concentraciones de As(l11) (15 mg/: 23%; 30 mg/L: 29%).

Ademas, el examen histolégico de secciones transversales del intestino grueso,
realizado en 3 animales de cada grupo, evidencid infiltrados de linfocitos, algunos
de ellos de gran tamafio, en ratones tratados con ambas concentraciones de As(I11)
(Figuras 17B y 17C), sin que se evidenciara ningun infiltrado en los animales

control (Figura 17A), lo que corrobord el proceso de inflamacion intestinal.

Figura 17. Cortes transversales de tejido colonico tefiidos con PAS/hematoxilina,
obtenidos de un animal control (A) y de animales tratados con 15 mg/L (B) y 30
mg/L (C) de As(lll). La infiltracion de neutrdfilos se indica mediante flechas.

Ampliacion original x4.
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1.4. Participacion de diversas rutas de sefializacion en la respuesta

proinflamatoria/prooxidante

En este estudio se evaluaron diferentes rutas de sefializacién para determinar su

papel en la respuesta intestinal al toxico. En concreto, se analizo la activacion de
las rutas p38 MAPK, JNK (quinasa c-Jun N-terminal) y NF-xB, esta ultima

mediante la evaluacion de la fosforilacion de la quinasa IKK o/, proceso necesario

para su translocacion al nicleo. Asimismo, se examiné la posible activacién del

nucleosoma Nrlp3 (familia NLR conteniendo dominio pirina 3) como

consecuencia de la activacion de la ruta NF-xB (Figura 18).
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Figura 18. Translocacion de las quinasas NF-kB y MAPK activadas al nlcleo y

su union a sus motivos (NF-kB, AP-1) en el promotor de los genes diana, con el

consiguiente aumento de la respuesta inflamatoria (Li et al. 2012).
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La figura 19 muestra los datos de abundancia de las formas activadas de estas
proteinas en tejido coldnico. El tratamiento con ambas concentraciones de As(l1)
generd un aumento de las formas fosforiladas de estas quinasas (fosfo-p38 MAPK:
63-74%, fosfo-SAPK/INK: 87-178%, fosfo-IKKo/B: 62%) indicando su
activacion por tratamientos con As(lll).

Ademas, se evalud la expresion relativa del gen NIrp3 para evaluar si el
inflamasoma NLRP3, activado por la ruta NF-xB (Figura 18), que promueve la
escision proteolitica, la maduracién y la secrecién de la citoquina proinflamatoria
IL-1B (Bauernfeind et al. 2009), también estaba involucrado en la respuesta al
metaloide. Los datos obtenidos (Tabla 8) mostraron un aumento significativo de
la expresion de NIrp3 en muestras de colon de ratones expuestos a 30 mg/L de
As(111).

1.5. Efecto del tratamiento con As(l11) sobre la estructura epitelial

En la tabla 8 se muestra la expresion relativa de algunos genes relacionados con
la estructura y regeneracion intestinal en animales tratados con As(111) respecto al
grupo no tratado en intestino delgado y grueso. Estos datos constataron el deterioro
de la barrera intestinal, especialmente en el colon. Cabe destacar la regulacion a la
baja de la principal mucina de la capa mucosa col6nica Muc2 y de los genes que
codifican las proteinas de las uniones intercelulares Cldn1, Cldn3y Ocln. También
fue notable la regulacion a la baja de los genes que codifican las proteinas Reg3b
y Reg3g derivadas de los islotes regeneradores, que participan en el proceso

regenerativo del epitelio intestinal (Qu et al. 2021).
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Figura 19. Activacion de vias de sefializacion en colon por exposicion a As(I11). (A) Western blot de fosfo-p38, fosfo-SAPK/INK

y fosfo-IKKa/B. (B) Niveles de formas fosforiladas cuantificados por densitometria, normalizados y expresados como unidades
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Tabla 8. Expresion génica relativa en animales tratados con As(l11) respecto a los
animales control. Valores expresados como cambios de expresion (media + SE,
n=8). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas con
respecto al control (p < 0.05). En color azul aparecen las regulaciones a la baja
estadisticamente significativas y en rojo las sobreexpresiones. nd: no detectado.

Porcion intestinal Gen | 15 mg/L As(l11) | 30 mg/L As(l11)
Intestino delgado | NIrp3 nd nd
Reg3b nd nd
Reg3g 0.58 £0.26 0.46 £ 0.17*
Muc2 0.68 £0.28 0.66 £0.25
Cldn3 0.47 £0.20* 0.94+£0.28
Ocln 0.19 + 0.09* 0.33+£0.16*
Intestino grueso Nirp3 1.38+£0.16 1.85+0.33*
Reg3b 0.32 £ 0.16* 0.006 + 0.002*
Reg3g 0.26 + 0.10* 0.18 + 0.06*
Muc2 0.33+0.10* 0.49 £0.17*
Cldnl 0.89+£0.26 0.56 +0.17*
Ocln 0.62£0.17* 0.22 £ 0.05*

Para determinar el efecto del As(l11) sobre la capa de mucus también se evalud
el contenido proteico de MUC2 en el colon y el nimero de células mucosecretoras
mediante tincién PAS. Los datos de la cuantificacion de los niveles de proteina
por WB (Figuras 20A y 20B) mostraron una disminucion significativa de
contenidos de MUC2 en ambas concentraciones (15 mg/L: 63 + 24%; 30 mg/L:
89 + 12%). El tratamiento con As(I11) también produjo una reduccion significativa
(p<0.05) del numero de células caliciformes en las criptas coldnicas [células
PAS*/cripta: control (23 £ 2); 15 mg/l (18 + 3); 30 mg/L (19 * 3)] (Figura 20C).
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Figura 20. Efecto del As(lIl) sobre los niveles de proteina MUC2. (A) Western
blot de MUC2 en animales control y tratados con As(111). Se utiliz6 HPRT1 como
control de carga para la normalizacion. Se presentan muestras representativas de
tres ratones por grupo. (B) Niveles de MUC2 cuantificados por densitometria,
normalizados y expresados como unidades estandar de densitometria (UA, media
1 SD, n =6). (C) Cortes transversales tefiidos con PAS/hematoxilina del intestino
grueso de un ratén control (C1) y de un raton tratado con 30 mg/L de As(l11) (C2).
Los asteriscos indican aumentos estadisticamente significativos con respecto al
control (p < 0.05). Ampliacion original 16x.

1.6. Efecto del tratamiento con As(l11) sobre la microbiota intestinal

El efecto de la exposicion de As(l11) sobre la microbiota intestinal de los ratones
fue analizada mediante la secuenciacion del gen 16S de muestras fecales

recolectadas al final del experimento. El andlisis de la composicion de la
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microbiota a nivel de Phyla mostré que Firmicutes y Bacteroidetes eran los
taxones mas prevalentes (Figura 21A) como se observa habitualmente en ratones
de laboratorio (Yang y Chun 2021). El andlisis de la diversidad alfa no arrojé
diferencias significativas en la riqueza de especies (Figura 21B). Sin embargo, se
observaron diferencias significativas en los indices de Shannon y Simpson entre
los ratones control y los expuestos a ambas concentraciones de As(lll) (Figura
21C y 21D). Ambos indices de diversidad tienen en cuenta la riqueza y la
uniformidad, lo que sugiere que la exposicién a As(lll) alteré la abundancia

relativa de algunos taxones.

Las estimaciones de diversidad beta indicaron que la exposicion a As(l11) no
alteraba significativamente la composicién de la microbiota de los ratones en
nuestras condiciones experimentales. Las ordenaciones PCoA y NMDS no
mostraron un claro agrupamiento de las muestras en relacién con la exposicion a
As(I11) (Figura 22A 'y 22B). Los analisis PERMANOVA por parejas confirmaron
este punto, ya que no se detectaron diferencias significativas entre las muestras de
los ratones no tratados y los expuestos a 15 mg/L o 30 mg/L de As(ll1) (datos no
mostrados). El andlisis de la homogeneidad de las varianzas no mostré diferencias
estadisticamente significativas entre los tres grupos, apoyando asi la fiabilidad de
los andlisis de PERMANOVA.

Dado que los analisis de diversidad alfa mostraron diferencias significativas
entre las muestras de ratones no tratados y los expuestos a As(l11), se llevo a cabo
un analisis de abundancia diferencial para identificar los taxones afectados por la
exposicion a As(111). Usando corncob, se detectaron cuatro ASV con abundancias
diferenciales: ASV227 (Alistipes sp.) se detectd significativamente menos
abundante (estimacion -4.587, fdr-p 0.009) en muestras tratadas con 15 mg/L de
As(I11). En muestras tratadas con 30 mg/L de As(l11), ASV84 (Lactobacillus sp.)
se detectd significativamente menos abundante (estimacion -1.943, fdr-p 0.0227),
mientras que ASV59 (Parabacteroides sp.) y ASV297 (familia Muribaculaceae)
se detectaron significativamente mas abundantes (estimacién 2.297, fdr-p 0.0227
y estimacion 2.002, fdr-p 0.0496, respectivamente). Utilizando ANCOM-BC
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excluyendo taxones con una proporcion de ceros superior a 0.9 y considerando
ceros estructurales, se detectaron 188 ASV con diferencias significativas en
muestras tratadas con 15 mg/L As(111) y 160 ASV con 30 mg/L As(111) (resultados

no mostrados).

Para obtener una vision mas sencilla de las tendencias de cambio en la
abundancia de taxones, los ASV se agruparon a nivel de orden y se analizaron
nuevamente con ANCOM-BC. Los resultados obtenidos mostraron un aumento
en la abundancia de Clostridia UCG-14 y Flavobacteriales y una disminucion de
Mycoplasmatales en ambas concentraciones de As(lll) (Figura 22C). Ademas,
también se detecté una pequefia disminucién de Micrococcales a 15 mg/L y de
Izemoplasmatales a 30 mg/L As(l11) ademas de un aumento de Corynebacteriales
(Figura 23D).
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Figura 21. Analisis de la composicion de la microbiota en ratones control y
expuestos a As(Ill). (A) Diagrama de barras apiladas mostrando la abundancia
relativa de los filos presentes en muestras fecales de ratones control y expuestos a
As(111). (B) Estimaciones de la riqueza taxonémica de muestras fecales de ratones.
Estimaciones de los indices de Shannon (C) y Simpson (D). Las horquillas indican

grupos comparados con valores de p significativos (<0.05).
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Figura 22. (A) Grafico de andlisis de coordenadas principales (PCoA).
Ordenacion PCoA de las muestras de microbiota fecal basada en la distancia
euclidiana de los recuentos de ASV transformados en relacion logaritmica
isométrica. (B) Grafico NMDS. Ordenacién por escalado multidimensional no
métrico (NMDS) de la microbiota fecal basada en la distancia euclidiana calculada
a partir de los recuentos de ASV transformados por la relacion logaritmica
isométrica. (C y D) Abundancia diferencial a nivel de orden representada por el
tamafio del efecto (log fold change) derivado de ANCOM-BC. Las barras de error
representan errores estandar. Sélo se representan los érdenes con un valor fdr-p

significativo inferior a 0.05.
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1.7. Efecto del tratamiento con As(l11) sobre los contenidos fecales de AGCC

La figura 23 muestra las concentraciones de acido acético, propionico y butirico
en animales control y tratados con As(l11). En general, los tratamientos con As(111)
redujeron los contenidos de estos AGCC, sin cambiar el perfil, ya que en todos los
casos el acido acético fue el &cido mas abundante (control: 60%; 15 mg/L, 70%;
30 mg/L, 65%), seguido del &cido butirico (control: 20%; 15 mg/L, 15%; 30 mg/L,
19%) y el propiodnico (control: 19%; 15 mg/L, 15%; 30 mg/L, 16%). El acido
butirico fue el AGCC que experimentd una mayor reduccion tras los tratamientos
con As(l1l) (15 mg/L, 76%; 30 mg/L, 75%), seguido del acido propiénico (15
mg/L, 63%; 30 mg/ L, 52%) y del acido acético (15 mg/L, 29%; 30 mg/L, 38%).
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Figura 23. Concentraciones de AGCC en heces de animales control y animales
tratados con As(l11). Valores expresados como pg de AGCC/g de heces (media +
SD, n=8). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas con

respecto a los animales no tratados (**, p<0.001; *, 0.001<p<0.05).

98



Capitulo 1

1.8. Efecto del tratamiento con As(l11) sobre la permeabilidad intestinal y los

marcadores de endotoxemia

La cuantificacion de albumina fecal se emplea como marcador de la permeabilidad
intestinal (Wang et al. 2015). La albumina, producida por los hepatocitos,
representa aproximadamente el 50% del total de proteinas en la sangre humana.
Aproximadamente un 30-40% de esta albimina permanece en el torrente
sanguineo mientras que el resto se distribuye por el espacio intersticial, donde la
concentracion es baja. Un aumento de la permeabilidad intestinal aumenta la
concentracion de albimina en el espacio intersticial y, por tanto, en las heces
(Peters 1985). La figura 24 muestra las concentraciones de albumina fecal en los
tres grupos de animales después de 6 meses de tratamiento. Los datos mostraron
incrementos estadisticamente significativos en los animales tratados con As(l11)
respecto a los no tratados (15 mg/L, 48%; 30 mg/L, 66%).
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Figura 24. Concentracion de albimina fecal en animales control y tratados con

As(I11). Valores expresados como pg/100 mg heces (media + SD, n=8). Los

asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas con respecto a los

animales control (p<0.05).
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La endotoxemia metabdlica se evalué mediante la medicion de LBP, IL-1B y
TNF-a en suero. La figura 25A muestra la concentracion de LBP en animales
control y tratados con As(lll). La exposicion a arsenito provocé un aumento
significativo de los niveles séricos de LBP con respecto a los animales control a
la concentracion mas alta (13-23%). El aumento de la concentracion de la LBP
plasmatica esté relacionado con un mayor transporte del lipopolisacarido (LPS) a
la circulacion sistémica debido a una alteracién de la barrera intestinal (Ghosh et
al. 2020). Ademas, el tratamiento con 30 mg/L de As(lll) también aumenté el
contenido de TNF-o sérico (77 + 38%, Figura 25B), lo que podria estar
correlacionado por una mayor presencia de LPS circulante. Los niveles séricos de

IL-1P no experimentaron cambios entre tratamientos (datos no mostrados).
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Figura 25. Marcadores séricos de endotoxemia en animales control y animales
tratados con As(ll). (A) Concentracion de LBP (ng/mL) y (B) concentracion de
TNF-a (pg/mL). Valores expresados como media = SD (n=8). Los asteriscos
indican diferencias estadisticamente significativas con respecto a los animales
control (p<0.05).
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1.9. Efecto del tratamiento con As(l11) sobre la diferenciacion celular en el

intestino.

La figura 26 muestra los eventos moleculares que determinan la diferenciacion y
la adquisicion de un determinado linaje en el intestino. El marcador LGR5 de
células madre se reduce a medida que aumenta la diferenciacion. La ruta Notch
favorece la diferenciacion hacia un linaje absortivo, cuyo marcador temprano es
el gen HES1. Al mismo tiempo HES1 acta como represor de MATH1 o ATOH1,
qgue es el marcador temprano del linaje secretor, constituido por las células
mucosecretoras (marcadores: MUC2, SPDEF, GFI), enteroendocrinas (NGN3,
NEUROD) y Paneth (GFI1, SPEDF, SOX9).

GFI1
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M cell Enterocyte Tuftcell Goblet Enteroendocrine
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Figura 26. Eventos moleculares que gobiernan la diferenciacién hacia los

distintos tipos celulares del epitelio intestinal.

La tabla 9 muestra la expresion relativa de genes relacionados con la
proliferacion y diferenciacion de las células madre intestinales en las criptas
aisladas de los animales tratados con As(lIl) y los animales control, y en los

organoides procedentes de estas criptas. Los datos mostraron que en el tratamiento
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con As(l1), la expresion de los marcadores de células madre (Lgr5) y proliferacion
(Ki67) estaban aumentados respecto al control. Esto es un indicativo de que hay
una cierta hiperproliferacion de las células madre. Este fendmeno ya se ha descrito
previamente para el As(lIl) (Tokar et al. 2010). Hay que tener en cuenta que el
As(I11) esté considerado una sustancia cancerigena. Por otro lado, se observé una
reduccion significativa de Atoh1, marcador de linaje secretor. Esto podria explicar
el hecho de que los animales expuestos presenten un menor nimero de células

mucosecretoras (Figura 20C).

Tabla 9. Expresion génica relativa de genes relacionados con el proceso de
diferenciacion en criptas y organoides no diferenciados de animales tratados con
As(I11) respecto a los animales control. Valores expresados como cambios de
expresion (media £ SE, n=8). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas con respecto al control (p < 0.05). En color azul aparecen las
regulaciones a la baja estadisticamente significativas y en rojo las

sobreexpresiones.

Gen Marcador Criptas Organoides

Lgr5 Células madre 2.71 £ 1.51* 2.05 +0.22*

Ki67 Células en proliferacion 2.03+0.76* 1.89 + 0.33*
Diferenciacion temprana a

Hesl linaje absortivo 2.28 +1.35* 0.93+£0.14

Atohl Diferenciacion temprana a 0.36 + 0.18* 0.74 + 0.13*

linaje secretor

La figura 27 muestra los organoides obtenidos de las criptas de los animales
control y los tratados con As(lIl). La aparicién de protuberancias (dominio de
criptas) se produjo a partir del dia 2 en todos los casos. A partir del dia 5, ya se
evidencié un mayor tamafio de los organoides y un mayor nimero de dominios de

criptas en los animales tratados con As(l11). Esto también es un indicativo de que
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hay una mayor proliferacion de las células madre y las células amplificadoras de
transito (poblacion indiferenciada en transicion entre las células madre y las
diferenciadas), en los animales tratados con As(111).

Dia 2 Dia 6

Control

As(111)
30 mg/L

Figura 27. Imégenes de la evolucion de las criptas aisladas de ratones control y
ratones tratados con As(I11). Ampliacion x4.

1.10. Relacion entre varios de los parametros toxicoldgicos evaluados

La figura 28 muestra un mapa de intensidades de la matriz de correlaciones entre
algunos de los marcadores toxicoldgicos evaluados en este estudio. En general, se
evidencié una correlacién positiva entre las variables relacionadas con el estrés
oxidativo y los marcadores del estado inflamatorio del intestino. Estas variables,
a su vez, mostraron una correlacion negativa con los niveles de AGCC fecales y
los niveles tisulares de GSH, correlacionados positivamente entre ellos. La
permeabilidad intestinal (albimina) y los marcadores de endotoxemia (TNF-a. y
LBP séricos) mostraron un aumento a medida que aumentaban algunos
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marcadores de estrés e inflamacion y disminuian los niveles de GSH y AGCC
fecales. Todas estas correlaciones muestran en cierta medida el efecto toxico del
As(I11) en el entorno intestinal y los posibles mecanismos implicados.
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Figura 28. Mapa de intensidades (heat map) que representa la matriz de
correlaciones entre varios de los pardmetros analizados en este estudio. Los
cuadrados rojos indican una relacion positiva entre dos variables, mientras que los

azules indican una relacion negativa.
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2. DISCUSION

Los datos obtenidos en el presente capitulo muestran que la exposicién crénica a
As(l11) a través del agua de bebida genera una pérdida de la funcion barrera, lo
que implica un aumento de la permeabilidad intestinal (Figura 23), situacion que
podria favorecer la translocacién de microorganismos y sustancias nocivas
(antigenos, toxinas 0 compuestos toxicos) a través de un epitelio que ha perdido
su selectividad de paso. Este aumento de la permeabilidad, si se mantiene en el
tiempo, puede generar una respuesta exacerbada del sistema inmunitario de la
mucosa, lo que puede conducir a un trastorno crénico a nivel intestinal y contribuir

a la aparicion de patologias a nivel sistémico.

El aumento de la cantidad de citoquinas proinflamatorias (IL-6, IL-2, TNF-a e
IL-1pB, Figuras 14 y 15) observado en el colon de los animales tratados con As(lll),
junto con la presencia de infiltrados leucocitarios en la mucosa colénica (Figura
17), el aumento de la lactoferrina fecal (Figura 16B) y de la actividad MPO tisular
(Figura 16A) evidencian un proceso inflamatorio a nivel intestinal. Varios estudios
indican que la exposicién prolongada al As inorganico puede evocar una respuesta
inflamatoria (Xu et al. 2020), incluso a nivel intestinal (Chiocchetti et al. 2019b).
La forma trivalente del As promueve la activacion de varias rutas de inflamacion,
las cuales inducen directamente la expresion de mediadores proinflamatorios.
Estudios previos en distintos tipos celulares han demostrado que la exposicion al
As(I11) puede activar las rutas JNK (Liu et al. 2012; Porter et al. 1999), NF-«xB
(Felix et al. 2005; Fry et al. 2007), y las isoformas a y B de la p38 MAPK (Giafis
et al. 2006; Verma et al. 2002). En el presente estudio también se ha evidenciado
la activacion de todas estas vias de sefializacion (Figura 18). El papel de estas vias
de sefalizacion en las patologias inflamatorias a nivel intestinal se ha puesto de
manifiesto en estudios in vitro e in vivo. Asi, se ha visto que JNK regula la
maduracion y actividad de las células T y la sintesis de citoquinas proinflamatorias
como la IL-2, IL-6 y el TNF-a. Mitsuyama et al. (2006) observaron que la
fosforilacion de INK era mayor en los focos de inflamacion activa en comparacion

con el intestino normal de pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal (EII).
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De hecho, algunos inhibidores especificos de JNK mostraron un marcado efecto
protector en modelos animales de enfermedad inflamatoria intestinal (Roy et al.
2008). La ruta de sefalizacion p38-MAPK también media la induccién de IL-6 y
TNF-a (Li et al. 2019). Docena et al. (2010) hallaron niveles més elevados de
fosfo-p38a en la mucosa inflamada de pacientes con Ell en comparacién con los
controles y observaron que algunos farmacos inhibidores selectivos de p38a
reducian significativamente la activacion de esta via y la secrecidn de citoquinas
proinflamatorias. Por lo tanto, la activacién de estas dos vias de sefializacion

MAPK esté asociada a procesos inflamatorios intestinales cronicos.

La activacion de la via de sefializacion NF-kB también esté relacionada con
patologias intestinales (Neurath et al. 1998). Esta via puede inducir directamente
la sintesis de las citoquinas proinflamatorias I1L-2, 1L-6 y TNF-o (Blackwell y
Christman 1997) o la produccion de IL-1B a través de la regulacion del
inflamasoma (Figura 18). Estudios recientes han demostrado el papel funcional
del inflamasoma NLRP3 en la defensa inmunitaria de las mucosas, la inflamacion
y la tumorogénesis (Zmora et al. 2017). El proceso de activacion del inflamasoma
en células en reposo consta de dos etapas bien diferenciadas. La sefial 1 o de
cebado converge en la activacion de NF-xB y la induccidn transcripcional de
NLRP3y pro-IL-1B y la sefial 2 o de activacion que finaliza con la secrecion de la
forma activa de IL-1p (Latz et al. 2013). Nuestro estudio revela que la exposicion
cronica a As(lll) a través del agua de bebida provoca la activacion de NF-xB
(Figura 19), la sobreexpresién de NIrp3 (Tabla 8) y un aumento significativo de la
concentracion tisular de 1L-1f (Figura 14) a nivel colénico. Por tanto, el proceso
inflamatorio evidenciado en el presente estudio podria ser en parte consecuencia
de la activacion de la via NF-kB que actla directamente o a través de la induccion
del inflamasoma. La participacion de NRLP3 en la toxicidad del As(lIl) se ha

puesto de manifiesto previamente (Jia et al. 2020).

Todas las vias de sefializacion mencionadas previamente se activan a través de
la IL-1B (Kulawik et al. 2017) o TNF-a (Hayden y Ghosh 2014; Sabio y Davis

2014), o a través de patrones moleculares asociados al dafio (DAMPS), sefiales
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producidas y liberadas por células o tejidos dafiados. En situaciones de dafio
tisular, como el causado por la exposicién cronica al As(l111), los DAMPs pueden
actuar como una de las principales fuentes activadoras de estas vias de
sefializacion proinflamatorias/prooxidantes. EI modo de accion de algunas de estas
sefiales se ha caracterizado con detalle, este es el caso de las ROS (Abais et al.
2015). La generacion de ROS, que es un factor critico en la inmunidad de la
mucosa, puede ser un evento esencial para la activacion de NF-«xp (Gloire et al.
2006), el cebado transcripcional del inflamasoma NLRP3 (Bauernfeind et al.
2011; Liu et al. 2017) o la activacion de las rutas MAPK (Son et al. 2011). En el
presente estudio, los animales tratados cronicamente con As(lIl) presentan una
alteracion del equilibrio redox en ambas porciones del intestino. Se produce una
disminucién significativa del contenido tisular de GSH (Figura 13), acompafada
de un aumento de ROS/RNS (Figura 11) y de peréxidos lipidicos (Figura 12). Por
tanto, la exposicion a As(lll) produce una serie de sefiales intracelulares y/o
extracelulares que podrian producir la activacion de estas vias de sefializacién,

amplificadas a su vez por la produccion constante de IL-1p y TNF-a.

El proceso inflamatorio y prooxidante establecido puede ser responsable de las
alteraciones observadas en los distintos componentes de la barrera intestinal en
animales tratados con As(lll). El andlisis de la microbiota fecal no revela
diferencias significativas en la riqueza de taxones ni en la composicion global de
la poblacion microbiana tras la exposicion a As(lll). Sin embargo, observamos
diferencias significativas en la diversidad alfa estimada mediante los indices de
Shannon o de Simpson (Figuras 21C y 21D). Ambos indices integran la riqueza y
la uniformidad de la diversidad. Nuestro analisis de la abundancia diferencial de
taxones a nivel de orden detecta un aumento significativo de los niveles de
Clostridia UCG-14 y Flavobacteriales y una disminucion de Mycoplasmatales en
ambas concentraciones de As(I11). Todos los 6rdenes identificados se encuentran
en una proporcion baja en el total de lecturas (Clostridia UCG-14 2.25%,
Flavobacteriales 0.04%, Mycoplasmatales 0.0008%). Esto explicaria por qué no

se detectan diferencias significativas en el analisis de diversidad beta.
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Aungue la composicion de la microbiota no se modifica significativamente con
la exposicion cronica a As(lll), se observan cambios en el contenido fecal de
AGCC, metabolitos de la microbiota intestinal (Figura 23). Esto puede indicar que
el metaloide esta afectando directamente al metabolismo bacteriano o que hay una
mayor asimilacion de AGCC por el epitelio. Hay que recordar que los AGCC son
una de las principales fuentes de energia para las células epiteliales (Parada
Venegas et al. 2019), por tanto, en situaciones de estrés, donde hay un mayor

requerimiento energético, la demanda de AGCC puede ser mayor.

Estudios previos demuestran la relacién entre estos AGCC y la homeostasis
intestinal. Se ha demostrado en estudios in vitro que los AGCC promueven la
funcion de la barrera epitelial mediante la induccion de genes que codifican
componentes de las uniones intercelulares. Peng et al. (2009), utilizando
monocapas celulares Caco-2 privadas de suero, evidencian gue el tratamiento con
butirato (2 mmol/L; 24-72 h) mejora la funcién barrera mediante la activacion de
la proteina quinasa activada por AMP (AMPK) que regula el ensamblaje de las
uniones estrechas. Por tanto, el efecto del As(lll) sobre la microbiota y
especialmente sobre su metabolismo, puede ser una de las causas de la alteracion

de la barrera observada en los animales expuestos.

Los datos obtenidos en el presente estudio sugieren que la capa de mucus que
constituye la segunda linea de defensa de la barrera intestinal también se ve
alterada en animales expuestos a As(l11). El tratamiento con el metaloide conduce
a una reduccion de la expresion génica y proteica de la principal mucina colonica,
MUC2 (Figuras 20A y 20B; Tabla 8). Ademas, el estudio histolégico del colon
muestra una reduccién del namero de células productoras de mucus por cripta
(Figura 20C). Las células caliciformes se forman a partir de células madre
localizadas en las criptas, al igual que el resto de células diferenciadas del
intestino. En este estudio se ha evidenciado que la exposicién a la forma trivalente
del As inorgénico puede afectar a este proceso de diferenciacion, ya que se observa
sisteméaticamente una reduccion de las células progenitoras del linaje secretor

(Tabla 9). Este resultado adverso de la exposicion al As(Ill) podria explicar en
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parte la reduccion del contenido de MUC2, aunque también es posible que el
As(111) afecte directamente a la sintesis de esta glicoproteina. Burger-van Paassen
et al. (2009), mostraron que los AGCC, especificamente el butirato, regulan la
expresion de MUC2, y en el presente estudio hemos demostrado que el contenido
luminal de AGCC se reduce en animales tratados con As(l111).

La reduccion de la sintesis de mucina puede conducir a la generacion de una
capa de mucus defectuosa, cuyos efectos adversos han sido ampliamente descritos
e implican la reduccién de la interface entre los microorganismos luminales y el
epitelio y la ldmina propia, y la reduccion de la produccién de una serie de
compuestos inmunomoduladores (Knoop y Newberry 2018). De hecho, algunas
enfermedades inflamatorias intestinales cursan con una reduccion de la capa de
mucus, especialmente en las fases agudas de la enfermedad (Dorofeyev et al. 2013;

Gersemann et al. 2009).

La exposicion al As(lll) también afecta a la propia estructura epitelial. Se
observan cambios significativos en la expresién de las proteinas de las uniones
estrechas Cldnl, Cldn3 y Ocln en ambas porciones del intestino (Tabla 8), lo que
era de esperar ya que la mayoria de factores que causan alteraciones de las uniones
estrechas estan alterados o activados por el tratamiento con As(I11) (microbiota y
metabolismo, inflamacion y estrés oxidativo, defectos de la capa de mucus). Las
propiedades de la barrera intestinal dependen en gran medida de las claudinas que
se autoensamblan y forman poros paracelulares restrictivos en tamafio y selectivos
en carga. En concreto, la CLDN-1 y la CLDN-3 son claudinas de sellado que
aumentan la resistencia eléctrica transepitelial, estrechando la barrera paracelular
(Lechuga y lvanov 2017). De hecho, las principales enfermedades inflamatorias
intestinales con disfuncién de la barrera se asocian con una disminucion de la
expresion de estas claudinas de sellado (Barmeyer et al. 2015). Todos los factores
que se han activado o alterado en la mucosa y la microbiota asociada como
consecuencia de la exposicion crénica al As(I11) han contribuido a la alteracion de
la barrera y al aumento de su permeabilidad, con todas las consecuencias que ello

conlleva.
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Investigaciones recientes han demostrado que la alteracion de la barrera
intestinal tiene un claro reflejo a nivel sistémico. Los cambios estructurales en el
epitelio intestinal permiten la entrada de LPS en el torrente sanguineo, lo que
provoca una endotoxemia metabdlica. EI LPS activa el receptor TLR4, lo que
conduce a la produccién de numerosas citoquinas proinflamatorias y, por tanto, a
una inflamacion sistémica de bajo grado. Esta inflamacién es una caracteristica
patoldgica de una serie de enfermedades crénicas como la diabetes mellitus de tipo
2, la enfermedad del higado graso no alcohélico, la enfermedad renal crénicay la
aterosclerosis (Minihane et al. 2015; Mohammad y Thiemermann 2020). En el
presente estudio, hemos evidenciado que los niveles séricos de la proteina de union
al LPS (LBP), un marcador de endotoxemia metabdlica, estan elevados en los
animales expuestos a 30 mg/L de As(l11) con respecto a los animales no tratados
(Figura 25A), asi como la concentracién sérica de la citoquina proinflamatoria
TNF-a (Figura 25B). Estos datos sugieren gue el tratamiento cronico con As(l11)
podria generar una inflamacion sistémica de bajo grado debido a la perturbacién
del entorno intestinal. De hecho, en individuos expuestos a niveles elevados del
metaloide a través del agua de bebida se ha observado una cantidad elevada de las
citoquinas IL-8 y MCP-1 en la circulacion sistémica (Das et al. 2012). Se necesitan
estudios mas detallados para evaluar la posible relacion entre la exposicion oral a
As(l1), los cambios en la permeabilidad intestinal y algunas de las patologias

caracteristicas de las zonas endémicas.

Por altimo, cabe sefialar que la mucosa intestinal de los animales tratados con
As(111) muestra una regulacion a la baja muy marcada de los genes Reg3 en ambas
porciones del intestino (Tabla 8). Estudios recientes reportan que tanto Reg3p
como Reg3y influyen en la regeneracion de las criptas y la proteccion de las células
madre intestinales y las células de Paneth frente a la apoptosis tras un dafio tisular
(Hanash et al. 2012; Pickert et al. 2009). Por lo tanto, la reduccidn de la expresion
de estos genes con la exposicion al As(111) puede comprometer la regeneracién del
tejido dafiado por el metaloide, un fendmeno observado previamente in vitro
(Chiocchetti et al. 2018b).
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3. CONCLUSIONES

En base a los datos obtenidos en el presente estudio, podemos concluir que la
exposicion crénica a As(l11) a través del agua de bebida puede generar un proceso
inflamatorio y oxidante que afectaria a varios componentes de la barrera intestinal,
desencadenando un aumento de la permeabilidad. Este aumento de la
permeabilidad mantenido en el tiempo podria favorecer el desarrollo de algunas
de las patologias asociadas al arsenicismo crénico endémico, debido a la
generacién de una inflamacion crénica sistémica de bajo grado. Seria de interés
determinar si en zonas endémicas, las poblaciones presentan una mayor incidencia
de procesos inflamatorios intestinales, alteraciones de la permeabilidad intestinal
o disbiosis, e incluso si presentan niveles elevados de marcadores de endotoxemia

en sangre.

El conocimiento de los mecanismos de toxicidad del As inorgéanico a nivel
intestinal puede facilitar la identificacion de estrategias para reducir los efectos
toxicos. Ademas, si existe una conexion entre los efectos adversos intestinales y
sistémicos, el tratamiento de los procesos intestinales (por ejemplo, mediante
intervenciones dietéticas dirigidas a restaurar la barrera intestinal) podria ser una
estrategia para reducir el impacto del As a otros niveles. Este va a ser el objetivo

de los capitulos 3y 4 de la presente tesis.

Por otro lado, no hay que olvidar que el término As inorganico engloba el
As(I11) pero también el As(V). Por tanto, para caracterizar la toxicidad intestinal
del As inorganico es necesario determinar el efecto a nivel intestinal de esta otra
especie inorganica de As, que ademas es la forma mayoritaria en la dieta. Este sera

el objetivo del capitulo 2 de esta tesis.
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Los estudios de especiacion muestran que la forma prevalente de As inorganico
en la dieta es el As(V). Sin embargo, debido a la mayor toxicidad del As(lll), la
evaluacion toxicoldgica se ha centrado principalmente en esta forma arsenical. Los
estudios in vivo sobre la toxicidad intestinal de As(V) se limitan a un trabajo
realizado por Wang et al. (2019), en el que se evidencia que la exposicion a la
forma pentavalente inorgéanica altera la microbiota intestinal de las lombrices de
tierra. Los estudios realizados in vitro, empleando modelos celulares de epitelio
intestinal, muestran que ambas formas arsenicales generan una respuesta
prooxidante y proinflamatoria, incluso que ambas pueden afectar la
permeabilidad, si bien la toxicidad del As(V) se produce a concentraciones mas
altas y menos relevantes desde el punto de vista de la seguridad alimentaria
(introduccion, apartado 5.2). Esto muestra la necesidad de realizar mas estudios,
especialmente en modelos animales, para determinar la toxicidad intestinal del
As(V).

El objetivo del presente capitulo ha sido evaluar en modelos animales el efecto
de una exposicion crénica a As(V) a través del agua de bebida sobre los distintos
componentes que forman parte de la barrera intestinal y determinar los posibles
mecanismos implicados en la toxicidad intestinal. Los datos han mostrado que la
exposicion crénica a esta forma arsenical también genera una respuesta
prooxidante y que aparecen varios signos de inflamacion. Se evidencia asimismo
una alteracién de la expresion de proteinas constituyentes de las uniones
intercelulares y el mucus, y cambios en la composicion y el metabolismo de la
microbiota intestinal. Todo esto afecta finalmente a la barrera intestinal que
muestra un aumento de la permeabilidad e incluso se observan signos de
endotoxemia metabdlica. Por lo tanto, aunque a concentraciones mas altas que el

As(111), el As(V) también produce una disrupcion de la barrera intestinal.
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1. RESULTADOS
1.1. Estado de salud de los animales durante la exposicion a As(V)

El tratamiento crénico con As(V) no influy6 en el estado fisico general ni el
comportamiento de los animales respecto a los no tratados, de hecho, en este
estudio no fue necesario el sacrifico prematuro de ningtn animal. Tampoco afectd
al aumento de peso y el consumo de alimento. Sin embargo, supuso una reduccion
significativa del consumo de agua (30 mg/L: 15-57 % de reduccién; 60 mg/L: 30-
70 % de reduccion), tal y como se habia puesto de manifiesto previamente en los
animales tratados con As(l11) (capitulo 1, apartado 1.1). Las heces de los ratones
fueron similares en frecuencia y consistencia en todos los grupos, pero se
observaron diferencias en los valores de sangre oculta en heces (Tabla 10). En la
semana 19 no se detect6 sangre oculta en las heces del grupo control, sin embargo,
los animales tratados con As(V) presentaron 15 positivos (15 mg/L: 4, 30 mg/L.:
4, 60 mg/L: 7). En la semana 22, s6lo un animal present6 sangre oculta en heces
en el grupo control, mientras que 4, 6 y 7 animales fueron positivos en los grupos
de 15, 30 y 60 mg/L, respectivamente. Estos datos constituyeron el primer indicio

de un posible efecto adverso del As(V) a nivel intestinal.
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Tabla 10. Sangre oculta en heces de animales control y tratados con As(V) en las
semanas 19 y 22 de tratamiento.

Tratamiento | Animal | Semanal9 | Semana22
1 - -
2 - -
3 - +
4 - -
Control 5 - -
6 - -
7 - -
8 - -
9 - -
1 - -
2 - -
3 - +
4 - -
15 mg/L 5 + +
6 + -
7 + +
8 - -
9 + +
1 - -
2 + +
3 - -
4 - +
30 mg/L 5 + +
6 - +
7 - -
8 + +
9 + +
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1.2. Respuesta prooxidante generada por la exposicion cronica a As(V)

La figura 29 muestra los datos obtenidos en el ensayo de oxidacién de la H,DCF-
DA. Los resultados mostraron un aumento estadisticamente significativo de los
niveles de ROS/RNS en el intestino delgado en todos los tratamientos con As(V)
(15 mg/L, 14%; 30 mg/L, 14%; 60 mg/L, 11%). En el intestino grueso, sin
embargo, este aumento sélo se evidencio a las concentraciones mas elevadas (30
mg/L, 17%; 60 mg/L, 21%).
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Figura 29. Contenido de ROS/RNS medido por oxidacion de la H.DCF-DA en
animales control y animales tratados con As(V). Valores expresados como
UAF/mg de tejido (media £ SD, n=9). Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas con respecto a los animales no tratados (**,
p<0.001; *, 0.001<p<0.05).

Los datos de peroxidacion lipidica, obtenidos con el ensayo TBARS (Figura
30), también mostraron un tejido intestinal con estrés oxidativo. EI aumento de los

perdxidos lipidicos en los animales expuestos a As(V) fue mayor en el intestino
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delgado (15 mg/L, 110%; 30 mg/L, 108%; 60 mg/L, 147%) que en el intestino
grueso (30 mg/L, 21%).
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Figura 30. Equivalentes de MDA en animales control y animales tratados con
As(V). Valores expresados como nmol/mg de tejido (media £ SD, n=9). Los
asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas con respecto a los
animales no tratados (**, p<0.001; *, 0.001<p<0.05).

Ademas, se puso de manifiesto una disminucion del GSH tisular como
consecuencia de la exposicion crénica a As(V) (Figura 31), confirmando la
existencia de un desbalance redox. La concentracion de GSH en el intestino grueso
se redujo en todas las concentraciones (15 mg/L, 24%; 30 mg/L, 40%; 60 mg/L,
29%), mientras que en el intestino delgado solo se observaron reducciones

estadisticamente significativas a la concentracion de 30 mg/L (31%).
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Figura 31. Concentracion de GSH en animales control y animales tratados con
As(V). Valores expresados como nmol/mg tejido (media £ SD, n=9). Los
asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas con respecto a los
animales no tratados (**, p<0.001; *, 0.001<p<0.05).

1.3. Respuesta inflamatoria generada por la exposicion crénica a As(V)

1.3.1. Niveles de citoguinas proinflamatorias en el tejido intestinal

Las concentraciones de las citoquinas proinflamatorias en el tejido procedente del
intestino delgado no experimentaron cambios en los animales tratados con As(V)
respecto a los animales control en ninguno de los tramos ensayados (datos no
mostrados). Los resultados obtenidos para el intestino grueso tampoco mostraron
cambios en los niveles de citoguinas entre los animales tratados y no tratados en
uno de los fragmentos ensayados, el dispuesto mas proximalmente (Figura 32A);
sin embargo, se evidenciaron diferencias significativas en un tramo mas distal del
colon (Figura 32B). En este segundo tramo, s6lo se analizaron los animales control

y los expuestos a 30 mg/L. La citoquina que experimentd un aumento mas elevado
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fue la IL-17A (99%), seguida del TNF-a. (54 %) y la IL-1p (46%). Las variaciones
observadas para la IL-6 (aumento respecto al control: 30%) no fueron
estadisticamente significativas. Estos datos muestran que existe un proceso
inflamatorio que no afecta a todos los tramos intestinales por igual.
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Figura 32. Contenidos de IL-6, TNF-a, IL-1p e IL-17A en el fragmento de colon
proximal (A) y distal (B) de animales control y animales tratados con As(V).
Valores expresados como pg/mg tejido (media + SD, n=9). Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas con respecto a los animales no tratados
(p<0.05).
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Figura 32. Continuacion.

1.3.2. Infiltracién de neutroéfilos en la mucosa intestinal

Dentro de los estudios destinados a determinar la respuesta proinflamatoria
provocada por As(V), también se evalu6 la migracion de neutréfilos mediante el
examen histoldgico y el andlisis de la concentracion de lactoferrina fecal. La figura
33 muestra secciones del intestino grueso de animales control (33A) y animales
tratados con 15 mg/L (33B) y 30 mg/L (33C) de As(V). Se detectaron
infiltraciones en todos los casos, aunque estas fueron mas numerosas en los
animales tratados con As(V). De los 9 animales analizados en el grupo control,
solo 3 presentaron infiltrados en las secciones colénicas. En los grupos tratados
con las concentraciones de As(V) mas elevadas (30 y 60 mg/L), todos los animales
evaluados (n=9) presentaron infiltraciones, mientras que, a la concentracion mas

baja (15 mg/L), de los 5 animales analizados, 4 mostraron infiltrados.
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Figura 33. Secciones transversales de tejido coldnico tefiidas con
PAS/hematoxilina de un animal control (A) y de un animal tratado con 15 mg/L
(B) o 30 mg/L (C) de As(V). Las flechas indican las zonas de infiltracion

linfocitaria. Ampliacion x4.

Los datos de lactoferrina fecal respaldaron este mayor proceso de infiltracion
en los tratamientos con As(V) (Figura 34). El contenido fecal de los ratones
expuestos fue mayor en comparacién con los ratones control (15 mg/L, 13%; 30
mg/L, 34%; 60 mg/L, 27%), lo que sugiere la instauracion de un proceso
proinflamatorio.
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Figura 34. Contenido de lactoferrina en animales control y animales tratados con
As(V). Valores expresados pg/100 mg heces (media = SD, n=9). Los asteriscos
indican diferencias estadisticamente significativas con respecto a los animales no
tratados (**, p<0.001; *, 0.001<p<0.05).

1.3.3. Activacion de rutas de sefializacion prooxidante/proinflamatorias

La figura 35 muestra los niveles de las formas fosforiladas de p38, IKK y JNK en
la porcion col6nica, analizados por WB. Los datos apuntan a una activacion de las
rutas p38 (59-73%), SAPK/INK (44-196%) y NF-xB (48-150%), al igual que
ocurria con el As(ll) (capitulo 1, apartado 1.4). A diferencia de lo evidenciado
para As(I11) (capitulo 1, apartado 1.4), en este caso no se observé un aumento de
la expresion de NIrp3 (datos no mostrados). La activacion de rutas especificas de
transduccion de sefiales implicadas en procesos inflamatorios es una prueba mas
de que existe una respuesta proinflamatoria/prooxidante a nivel intestinal en los

animales tratados con As(V).
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Figura 35 Activacién de vias de sefializacion en colon por exposicion a As(V). (A) Western blot de fosfo-p38, fosfo-SAPK/INK y
fosfo-IKKo/B. Se muestran solo tres muestras representativas de cada tratamiento. El control de carga fue HPRT1. (B) Niveles de
formas fosforiladas cuantificados por densitometria, normalizados y expresados como unidades estandar (UA, media = SD, n=9).

Los asteriscos indican aumentos estadisticamente significativos con respecto a los controles (**, p<0.001; *, 0.001<p<0.05).
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1.4. Efecto del tratamiento con As(V) sobre proteinas constituyentes de las

uniones y el mucus de la monocapa epitelial del intestino

La tabla 11 muestra la expresion génica relativa de las proteinas de las uniones
Cldn1, Cldn3 y Ocln y de la mucina Muc2 del colon de animales tratados con
As(V) respecto a los animales no tratados. El tratamiento con As(V) genera una
regulacion a la baja de Muc2 en todos los tratamientos. Las proteinas de las
uniones Cldnl, Cldn3 y Ocln también presentan regulaciones negativas
estadisticamente significativas. Con excepcidn de los datos de Cldn3, para el resto
de genes se observa una respuesta hormética con reducciones mas importantes a

las concentraciones mas bajas.

Tabla 11. Expresion relativa de Muc2, Cldn1, Cldn3 y Ocln en ratones expuestos
crénicamente a As(V) respecto a animales no tratados. Valores expresados como
cambios de expresion (media £ SE, n=9). Los asteriscos indican una regulacion a

la baja estadisticamente significativa respecto a los animales control (p < 0.05).

Gen 15 mg/L 30 mg/L 60 mg/L
Muc?2 0.33+0.10* 0.41+0.11* 0.51+0.18*
Cldn1 0.44 +0.13* 0.67 £0.14* 0.85+0.33
Ocln 0.51+0.16* 0.57 £ 0.15* 0.71£0.28
Cldn3 0.62 £ 0.19* 0.68 £ 0.18* 0.26 £0.12*

Ademas, se observé una disminucién estadisticamente significativa en el
namero de células mucosecretoras por cripta en el tejido col6nico de los ratones
tratados con As(V) [células PAS*/cripta: control (16 = 3); 15 mg/l (13 + 1); 30
mg/L (13 £+ 2)] (Figura 36). Este hecho podria explicar en parte la menor expresion
de Muc2.
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Figura 36. Efecto del As(V) sobre las celulas mucosecretoras. Cortes
transversales tefiidos con PAS/hematoxilina del colon de un animal control (A)
y un animal tratado con 15 mg/L (B) 0 30 mg/L (C) de As(V). Ampliacion 16x.

1.5. Efecto del tratamiento con As(V) sobre la microbiota intestinal y su

metabolismo

1.5.1. Composicidn de la microbiota intestinal

El andlisis de la composicion de la microbiota a nivel de Phyla mostré que
Firmicutes y Bacteroidota son los taxones predominantes (Figura 37A), al igual
que lo observado para los ratones expuestos a As(Ill) (capitulo 1, apartado 1.6).
El analisis de la diversidad alfa mostré disminuciones significativas en la riqueza
de especies en todas las concentraciones de As(V) (Figura 37B). Ademas, se
observaron diferencias significativas en los indices de Shannon (Figura 37C) y
Simpson (Figura 37D) entre los ratones control y los expuestos a 30 y 60 mg/L de
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As(V). Las tendencias en ambos indices concuerdan con la disminucion de la

riqueza estimada. Ambos indices de diversidad tienen en cuenta la riqueza y la

uniformidad, lo que sugiere que la exposicion a As(V) alterd la abundancia relativa

de algunos taxones.
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Figura 37. Analisis de la composicion de la microbiota en ratones control y

expuestos a As(V). (A) Diagrama de barras apiladas mostrando la abundancia

relativa de los filos presentes en muestras fecales de ratones control y expuestos a

As(V). (B) Estimaciones de la riqueza taxondmica de muestras fecales de ratones.

(C) y (D) Estimaciones de los indices de Shannon y Simpson respectivamente. Las

horquillas indican grupos comparados con valores de p significativos (<0.05).
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Las estimaciones de diversidad beta indicaron una diferencia significativa en
la composicion de la microbiota entre el grupo control y los ratones expuestos a
As(V). Las ordenaciones de PCoA y NMDS no mostraron una agrupacion clara
de muestras segun la exposicion a As(V) (Figura 38), pero el andlisis
PERMANOVA realizado teniendo en cuenta la jaula como factor de confusion
indic6 una diferencia significativa entre los distintos tratamientos (R? 0.186, valor
de p corregido: 0.001). Los andlisis PERMANOVA por pares solo detectaron
diferencias no significativas para los grupos expuestos a 15 y 30 mg/L de As(V)
(Tabla 12). El anélisis de homogeneidad de varianzas no mostrd diferencias
significativas entre los tres grupos de muestras, lo que respalda la fiabilidad de los
analisis PERMANOVA (datos no mostrados).
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Figura 38. (A) Gréafico de analisis de coordenadas principales (PCoA).
Ordenacion PCoA de las muestras de microbiota fecal basada en la distancia
euclidiana de los recuentos de ASV transformados en relaciéon logaritmica
isométrica. (B) Grafico NMDS. Ordenacion por escalado multidimensional no
métrico (NMDS) de la microbiota fecal basada en la distancia euclidiana calculada
a partir de los recuentos de ASV transformados por la relacion logaritmica

isométrica.

Tabla 12. Resultados de los analisis PERMANOVA por pares de los diferentes

tratamientos (Ctrl: grupo control).

Pares Suma Media Modelo R?2 Valor P _
cuadrados | cuadrados F p corregida

Ctrl-15 mg/L 0.062 0.062 2.325 | 0.127 | 0.026 0.031
Ctrl-30 mg/L 0.066 0.066 2.683 | 0.144 | 0.008 0.018
Ctrl-60 mg/L 0.111 0.111 4.977 0.237 | 0.001 0.006
15-30 mg/L 0.031 0.031 1.117 | 0.065 | 0.359 0.359
15-60 mg/L 0.052 0.052 2.053 | 0.114 | 0.026 0.031
30-60 mg/L 0.043 0.043 1.867 | 0.104 | 0.009 0.018
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Utilizando ANCOM-BC excluyendo taxones con una proporcién de ceros
superior a 0,9 y considerando ceros estructurales, se detectaron 224 ASV con
diferencias significativas en muestras tratadas con 15 mg/L As(V), 215 ASV con
30 mg/L As(V) y 251 ASV con 60 mg/L de As(V) (resultados no mostrados). Sin
embargo, al analizar los datos a nivel de familia, solo se detectaron 5 familias que
presentaban diferencias con 15 mg/L de As(V), 4 con 30 mg/L de As(V) y 10 con
60 mg/L de As(V) (Figura 39). Solo se detectd la familia Enterococcaceae en mas
de un grupo de tratamiento. El andlisis a nivel de género detectd 15 géneros con
diferencias a 15 mg/L de As(V), 20 a 30 mg/L de As(V) y 22 a 60 mg/L de As(V).
A este nivel, se detectaron 16 géneros en mas de un grupo de tratamiento (datos
no mostrados). Este resultado sugiere que los cambios en la abundancia de
taxones, ya sean directos o indirectos, como resultado de la exposicion a As(V)
fueron especificos de la especie o cepa. Dado que la identificacion precisa a nivel
de especie con nuestro conjunto de datos se limit6 a un nimero relativamente bajo

de ASV, se discutiran los resultados del analisis a nivel de género.

La mayoria de los géneros detectados como diferencialmente abundantes
pertenecian al filo Firmicutes. Por el contrario, entre Bacteroidota, solo el género
Paraprevotella se detectd significativamente mas abundante en ratones tratados
con 15 mg/L de As(V) y el género Prevotellaceae NK3B31 como
significativamente menos abundante con 30 mg/L de As(V). En general,
aparentemente los organismos del filo Bacteroidota se vieron poco afectados por
As(V). Para algunos géneros, se observo una tendencia general en todos los grupos
de tratamiento. Los géneros Oscillospira y Oscillospiraceae UCG-007 se
detectaron consistentemente como significativamente menos abundantes en los
tres grupos expuestos a As(V) (Figura 39). Los generos Enterococcus y
Streptococcus  (orden Lactobacillales) también se detectaron como
significativamente menos abundantes en los tres grupos, mientras que el género
estrechamente relacionado Lactococcus fue significativamente menos abundante

en los grupos tratados con 30 0 60 mg/L de As(V).

131



Capitulo 2

A Rodentibacter
Enterorhabdus
Anaerevorax
Oseillospiraceqe UCG-007
Oscillospira
Lachnospiraceas NE4BY
Dorea

Candidans Arthronitus
Helicobacter
Faraprevotella
Streplococcus
Enterococcus
Merdibacier
Faecalibacuhim
Candidatus Stequefichus

B Enterorhabdus
Oscillospira

Romboutsia

Anaerovorax
Oscillosporaceae UGC-007
Pygmaiobactar
Fournierella
Anaeretruncus
Marvinbryvantia
Lachnospiraceae UCG-010
Dorea

ASF356

Eubacterium ruminantium gip.
Candidatus Arthromitus
Prevotellacear NK3B31
Streptococcis

Lactococcus

Enterococcus

Merdibacter

Candidatus Stoguefichus

Figura 39. Abundancia diferencial a nivel de orden representada por el tamafio
del efecto (log fold change) derivado de ANCOM-BC en animales expuestos a 15
mg/L (A), 30 mg/L (B) y 60 mg/L(C) de As(V).
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Figura 39. Continuacion.

El grupo de Akkermansia, Fournierella y Ruminococcus torques también
mostré una tendencia general a disminuir la abundancia a medida que aumentaba
la concentracion de As(V), aunque se detectaron como significativamente menos
abundantes solo en los grupos expuestos a 30 0 60 mg/L de As(V) (Figura 40). En
general, se detectaron menos géneros significativamente mas abundantes, excepto
en el grupo expuesto a 15 mg/L de As(V) (Figura 40). Cabe destacar que el grupo
Escherichia-Shigella mostr6 una tendencia a una mayor abundancia, aunque solo
se detectd como significativamente més abundante en el grupo expuesto a 60 mg/L
de As(V) (Figura 40).
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Figura 40. Abundancia relativa de géneros seleccionados en los distintos
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1.5.2. Metabolismo de los AGCC

La figura 41 muestra las concentraciones de acido acético, propionico y butirico
en animales control y tratados con As(V). Los tratamientos con As(V) redujeron
los contenidos totales de AGCC, siendo el acido butirico el &cido graso con
mayores reducciones (15 mg/L, 98%; 30 mg/L, 97%; 60 mg/L, 98%, Figura 41B),
seguido del &cido propidnico (15 mg/L, 78 %; 30 mg/L, 78 %; 60 mg/L, 86 %,
Figura 41B) y el acido acético (15 mg/L, 62 %; 30 mg /L, 62%, 60 mg/L, 63%,

Figura 41A). Las reducciones fueron similares en todas las concentraciones, no

existiendo una relacion dosis-respuesta.
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Figura 41. Concentracion fecal de AGCC en animales control y animales tratados
con As(V). (A: acido acético; B: acido propionico y butirico). Valores expresados
como pg/g de heces (media £ SD, n=9). Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas con respecto a los animales no tratados (**,
p<0.001; *, 0.001<p<0.05).
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1.6. Efecto del tratamiento con As(V) sobre la permeabilidad intestinal y los

marcadores de endotoxemia

La Figura 42 muestra las concentraciones de albdmina fecal tras los tratamientos.
Los datos pusieron de manifiesto aumentos significativos de la permeabilidad en
los animales tratados a las concentraciones mas altas de As(V) en comparacion
con los ratones no tratados (30 mg/L: 94%; 60 mg/L: 74%).
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Figura 42. Contenido de albimina fecal en animales control y animales tratados
con As(V). Valores expresados como pg/100 mg heces (media + SD, n=9). Los
asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas con respecto a los

animales control (p<0.001).

La endotoxemia metabdlica se evalu6 mediante la medicion de LBP y la
citoquina proinflamatoria IL-1B en suero. La figura 43A muestra la concentracion
de LBP en animales control y tratados con As(V). La exposicién a arseniato
provocO un aumento significativo de los niveles séricos de LBP en los animales

tratados con 15 y 30 mg/L respecto a los animales control (35-36%). Ademas, se
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observé un aumento estadisticamente significativo del contenido sérico de IL-1p,

aunque solo en la concentracion mas elevada (10%, Figura 43B).
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Figura 43. Marcadores séricos de endotoxemia en animales control y animales

tratados con As(V). (A) Concentracion de LBP (ng/mL) y (B) concentracion de

IL-1B (pg/mL). Valores expresados como media £ SD (n=9). Los asteriscos

indican diferencias estadisticamente significativas con respecto a los animales
control (**, p<0.001; *, 0.001<p<0.05).
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1.7. Relacién entre varios de los parametros toxicologicos evaluados

La figura 44A y 44B muestra un mapa de intensidades de la matriz de
correlaciones entre algunos de los marcadores toxicologicos evaluados en este
estudio. En la gréafica 44A se ha realizado el estudio de correlaciones eliminando
el grupo de animales tratados con 60 mg/L de As(V); mientras que en la gréafica

44B se muestra las correlaciones teniendo en cuenta todos los grupos.
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Figura 44. Mapa de intensidades (heat map) que representa la matriz de
correlaciones entre varios de los parametros analizados en este estudio. (A) Mapa
obtenido analizando el grupo control y los animales tratados con 15y 30 mg/L de
As(V), (B) Mapa obtenido analizando todos los grupos. Los cuadrados rojos
indican una relacion positiva entre dos variables, mientras que los azules indican

una relacion negativa.
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Figura44. Continuacion.

En general, se evidenci6 una correlacion positiva entre las concentraciones de
As(V) en el agua de bebida y las variables relacionadas con el estrés oxidativo y
los marcadores de inflamacion intestinal. Estas variables, a su vez, mostraron una
correlacion negativa con los niveles de AGCC fecales y los niveles tisulares de
GSH, correlacionados positivamente entre ellos. La permeabilidad intestinal
(albumina fecal) y el marcador de endotoxemia LBP mostraron un aumento a
medida que aumentaban las concentraciones de As(V) en el agua y los niveles de
algunos marcadores de estrés e inflamacion y a medida que disminuian los niveles
de GSH y AGCC fecales.

Todas estas correlaciones son méas robustas cuando se elimina el grupo de
animales expuestos a 60 mg/L del anlisis. Esto era de esperar ya que para muchas
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de las variables existe un efecto hormético, es decir la respuesta al téxico sigue
una tendencia al alza o a la disminucidn que no es lineal en este grupo de animales,
donde se observa una respuesta menor. Estos datos muestran en cierta medida el
efecto toxico del As(V) en el entorno intestinal y los posibles mecanismos
implicados.

2. DISCUSION

Los datos obtenidos en este capitulo indican que la exposicién subcrénica a As(V)
afecta el entorno de la mucosa intestinal, alterando su funcionalidad. Los animales
tratados con 30 y 60 mg/L de As(V) a través del agua de bebida presentan un
aumento significativo de la permeabilidad intestinal respecto a los animales no
tratados (Figura 42). Por el contrario, aunque el tratamiento con 15 mg/L de As(V)
produce un aumento del estrés oxidativo (Figuras 29-31), cierto grado de
infiltracién leucocitaria (Figuras 33 y 34) y una regulacién a la baja de proteinas
constituyentes de las uniones y el mucus (Tabla 11), no afecta significativamente
la permeabilidad intestinal (Figura 42). Estudios previos in vitro han mostrado que
la forma pentavalente del As no ejerce un efecto de toxicidad relevante en modelos
celulares de epitelio intestinal (Chiocchetti et al. 2018b), y aunque no existen datos
sobre efectos toxicos en la mucosa de animales expuestos, si se ha evidenciado
que el tratamiento con As(V) genera disbiosis de la microbiota intestinal en
lombrices de tierra (Wang et al. 2019). Las diferencias entre los ensayos in vitro e
in vivo podrian deberse en parte a las transformaciones que experimenta el As(V)
a su paso por el tracto digestivo. EI As(V) ingerido puede reducirse en el lumen
debido a la presencia de sustancias reductoras procedentes del alimento
(Calatayud et al. 2013b; Clemente et al. 2021), por el propio metabolismo de las
celulas epiteliales (Calatayud et al. 2013b) o por accion de la microbiota intestinal
(Van de Wiele et al. 2010). Todos estos factores abidticos o bioticos transforman
el As(V) en As(lll) y otras formas trivalentes metiladas de mayor toxicidad

(Figura 1, introduccion). Estas especies, mas toxicas que el As(V) ingerido,
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pueden ser finalmente las causantes del dafio sobre el entorno intestinal.
Alternativamente, las diferencias observadas in vitro e in vivo pueden residir
sencillamente en la simplicidad de los modelos in vitro, que en la mayoria de los
casos solo incluyen células intestinales absortivas, frente a la compleja situacion
in vivo, donde existen otros factores y otros tipos celulares que pueden afectar a la
respuesta final al toxico.

Un efecto téxico diferencial de la exposicion a ambas formas arsenicales es el
observado a nivel de la microbiota. El tratamiento de los ratones con As(l11) afecta
a la abundancia de algunos taxones, aunque la composicion de la poblacion no
muestra alteraciones (capitulo 1, apartado 1.6). En el analisis de la diversidad alfa,
se observan diferencias en el efecto de la exposicidn a cada una de las formas
arsenicales. Asi, mientras la exposicion a As(lll) muestra una tendencia a
aumentar la diversidad, la exposicién a As(V) tiene el efecto contrario (Figuras
37C y 37D). Asimismo, ambas formas arsenicales tienen efectos distintos sobre la
composicién de la poblacion (diversidad beta). La exposicion a As(V) provoca
cambios significativos en la composicién de la microbiota que no se observan en
la exposicion a As(111). El andlisis de abundancia diferencial por su parte muestra
que los efectos del As(V) son posiblemente especificos de género o cepa, ya que

no se evidencian tendencias claras a niveles taxonémicos superiores.

La exposicion crdnica a As(V) afecta también al metabolismo microbiano de
los AGCC, observandose una reduccién significativa de los tres acidos grasos
analizados (Figura 41). Todas las concentraciones de As(V) producen una
reduccion similar de estos metabolitos, siendo el acido butirico, el AGCC mas
afectado. La magnitud de la reduccidn es superior a la observada en los animales
tratados con As(I11) (capitulo 1, apartado 1.7). La modificacion de la composicion
de la microbiota y los cambios observados en algunos taxones podrian explicar en
parte esta mayor alteracion del perfil, ya que esto no se pone de manifiesto en los
animales tratados con As(l11) (capitulo 1, apartado 1.6). De hecho, Ruminococcus
torques, uno de los grupos que presentan reducciones en los tratamientos con

As(V) se considera uno de los principales productores de butirato (Takahashi et
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al. 2016) y algunas especies del género Akkermansia, también reducido por la
exposicion a la forma pentavalente del metaloide, son importantes productoras de
propionato (Louis y Flint 2017).

Adicionalmente, la reduccién de la cantidad luminal de AGCC también puede
ser resultado del efecto del As(V) sobre el metabolismo energético de las propias
bacterias. El arseniato es un analogo quimico del fosfato que puede alterar algunos
aspectos del metabolismo dependientes del fosfato (Finnegan y Chen 2012). La
formacion y rapida hidrolisis del AsV-ADP produce cierto desacoplamiento de la
fosforilacién oxidativa, disminuyendo la capacidad de las células para producir
ATP (Kulshrestha et al. 2014). Las implicaciones de la reduccion de la
disponibilidad de los AGCC para su empleo por las células de la mucosa intestinal
y para que puedan llegar a la circulacién sistémica donde intervienen en el
metabolismo vy fisiologia del huésped, ya se han valorado en la discusién del
capitulo 1, donde se ha mostrado su vital importancia. Hay que mencionar
nuevamente el papel determinante de estos metabolitos en el mantenimiento de la
barrera intestinal, Por lo tanto, el efecto del As(V) sobre el metabolismo

microbiano es un posible mecanismo de toxicidad de esta forma arsenical

Ademas de la microbiota y su metabolismo, lo que podriamos considerar un
primer componente, el més externo, de la barrera intestinal, el As(V) también
afecta a los otros componentes que separan el lumen intestinal del sistema inmune.
Los datos de expresion génica muestran una reduccion de los transcritos de la
mucina mayoritaria de la capa de mucus col6nica. Al igual que lo observado en
los animales tratados con As(I11) (capitulo 1, apartado 1.5), esta reduccion esta
asociada con una disminucion del nimero de células secretoras de mucus (Figura
36). En este estudio, no se ha determinado si el As(V) podria afectar la
diferenciacion de las células madre al linaje secretor como se ha visto con el
As(111) (capitulo 1, apartado 1.9), hecho muy probable si se observa un menor
namero de células mucosecretoras. Por otro lado, es posible que la exposicion a

As(V) ejerza un efecto tdxico directo sobre las células mucosecretoras ya adultas,
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que afecte la sintesis de mucinas esenciales para el mantenimiento del mucus

intestinal.

Independientemente del mecanismo por el cual el tratamiento crénico con
As(V) genera una menor expresion de Muc2, este efecto toxico supone, como ya
hemos indicado previamente (introduccion, apartado 6.1.2), una dificultad afiadida
para lograr el mantenimiento de la homeostasis intestinal y puede ser un
mecanismo mas de toxicidad del As(V). Es interesante indicar que una menor
produccién de mucus podria estar afectando a los microrganismos denominados
degradadores de mucus. Estas bacterias poseen una gran variedad de enzimas
(glicosidasas, sulfatasas, sialidasas, etc.) que degradan los glicanos del mucus vy,
de esta forma emplean los oligosacaridos para su propio metabolismo. Hasta la
fecha se han descrito numerosas bacterias mucoliticas, entre ellas Akkermansia
muciniphila, Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides fragilis, Ruminococcus
gnavus y Ruminococcus torques (Gillois et al. 2018). Tal y como hemos visto en
este estudio, algunos grupos relacionados con estas especies presentan una
abundancia relativa menor en los animales tratados con As(V) (Figuras 39 y 40).
A esta posible reduccién de la abundancia de mucus, hay que sumar las
reducciones de las expresiones de las proteinas de las uniones intercelulares en la
mayoria de los animales tratados (Tabla 11), las dos claudinas y la ocludina, las
cuales forman parte de los complejos moleculares que mantienen el epitelio
sellado y limitan el transporte paracelular. Por tanto, podemos concluir que el otro
gran elemento (el epitelio y su secretoma) que ayuda a mantener una separacion
fisica y quimica entre el contenido luminal y el sistema inmune intestinal también

esta afectado.

La forma en la que se produce esta toxicidad intestinal es similar a la descrita
parael As(I11). El arseniato, o tal vez sus metabolitos, activan rutas de sefializacion
especificas a nivel de mucosa, todas ellas relacionadas con procesos inflamatorios
cronicos (p38, JNK, NF-kB). Esta activacion puede ser consecuencia del dafio
producido a nivel tisular, lo que genera una serie de DAMPs (ROS/RNS,

citoquinas, proteinas de choque térmico, etc.) que activan y retroalimentan esta
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situacion. Las rutas dependientes de quinasas mencionadas son las responsables
de la sintesis de las citoquinas proinflamatorias que se han visto aumentadas en
los tejidos de los animales expuestos a As(V) (Figura 32). Ademas de las
citoquinas Thl (IL-1B y TNF-a), hay que sefialar que en este estudio se ha
constatado que también existe una respuesta Th17, ya que los animales tratados
con As(V) presentan un aumento significativo de la citoquina IL17A. Es decir, las
células efectoras Th17 se inducen en paralelo a las Th1l en exposicidn cronicas a
As(V).

Los datos obtenidos de los estudios de inflamacion sugieren que no
necesariamente existe una inflamacion continua a lo largo del colon, si no que
posiblemente esta inflamacion esté localizadas en zonas. Este tipo de parcheado
inflamatorio se ha descrito en varios desdrdenes inflamatorios intestinales (Jain et
al. 2013). El proceso proinflamatorio y prooxidante crénico descrito posiblemente
tienda a agravarse con el tiempo ya que no desaparece el estimulo que lo origina,
lo que genera mas DAMPs y moléculas proinflamatorias, algunas de las cuales,
ademas pueden autoregularse como es el caso del TNF-o (Kast 2000) y ademas el
efecto sobre la permeabilidad hace que el sistema inmune subepitelial quede mas

expuesto a cualquier sustancia que pueda activarlo.

En los animales tratados con As(V) también se observa un aumento de algun
marcador de endotoxemia metabdlica. Esto nuevamente puede indicar que la
exposicion oral a As inorgénico puede generar un estado de inflamacion constante
a bajos niveles en la circulacion sistémica. Esta situacion es mas evidente con
As(l1l), pero, en cualquier caso, sugiere que podrian existir ciertas conexiones
entre los desordenes intestinales y los efectos que este toxico puede producir a

otros niveles.
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3. CONCLUSIONES

En este capitulo se ha evidenciado que la exposicion a As(V) a través del agua de
bebida produce un efecto toxico sobre la barrera intestinal similar al del As(lll),
con un aumento importante de la permeabilidad, pero a concentraciones mas
elevadas. Los efectos también se observan a nivel del epitelio (menor expresion
de las proteinas de las uniones y de la mucina MUC2 y posiblemente una menor
secrecion de mucus). Al igual que ocurre con el As(l11), el modo de accion puede
estar ligado a una respuesta prooxidante y proinflamatoria debida a la
participacion de una serie de rutas de sefializacién que se activan por el dafio
tisular, lo que se conoce como un proceso de inflamacién estéril. El Gnico aspecto
diferencial es el efecto que el As(V) ejerce sobre la composicién de la microbiota,
donde podemos hablar de una disbiosis, que no se observé con el As(lll). Se
evidencia también un efecto sobre el metabolismo microbiano de los AGCC, algo
mayor que en los tratamientos con As(l11), que podria deberse, en parte, al efecto
del As(V) sobre la abundancia de determinados taxones. Teniendo en cuenta que
in vitro, en un modelo celular de epitelio intestinal, apenas se evidencia toxicidad
del As(V) podriamos pensar que la generacion de la toxicidad in vivo se debe, en
parte, a la transformacion de la forma pentavalente en metabolitos mas téxicos.
Seria interesante comprobar, si este efecto toxico del As(V) se mantiene en
animales donde el enzima responsable del metabolismo del As inorgénico esta

parcial o totalmente silenciado.

Los resultados obtenidos en el capitulo 1 y 2 muestran un efecto de As
inorganico en el tracto intestinal, que podria incluso estar influyendo sobre la
toxicidad sistémica, aunque para realizar esta Gltima afirmacion serian necesarios
mas estudios. El conocimiento del modo de accion a nivel intestinal permite buscar
estrategias de reduccion del dafio, que podrian incluso tener una repercusion
sistémica. Este serd el objetivo de los dos siguientes capitulos de esta tesis

doctoral.
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La reduccidén de la exposicion a As inorganico es una recomendacion que han
emitido varias agencias internacionales relacionadas con la salud y la seguridad
alimentaria (EFSA 2009; Mayne 2023). Debido a su origen geolégico, la presencia
de As inorgénico en los acuiferos es inevitable. EI empleo de agua contaminada
para beber y cocinar, especialmente en poblaciones que se abastecen de pozos
artesianos o en lugares donde no existen plantas de tratamiento, es un problema de
salud que afecta a millones de personas. En los ultimos afios se han propuesto
diferentes aproximaciones para reducir la absorcién del téxico o para aminorar los

efectos generados a nivel sistémico.

El uso de cepas de BAL se ha investigado como posible estrategia para reducir
la biodisponibilidad de contaminantes alimentarios, entre ellos elementos traza
toxicos (Chiocchetti et al. 2019a). Clemente et al. (2020) mostraron que la
coexposicion de BAL y As(V) o As(l11) reducia la permeabilidad intestinal del As
inorganico en modelos celulares de epitelio. A diferencia de lo que ocurre con
otros elementos traza toxicos (Jadan Piedra et al. 2019; Zhai et al. 2016), no se han
llevado a cabo estudios en animales de laboratorio que muestren si esta reduccion

se produce también in vivo.

En el presente estudio se ha evaluado in vitro la capacidad de dos cepas de
bacterias lacticas, Lactobacillus intestinalis LE1 y L. casei BL23, para reducir la
toxicidad intestinal de As(l11) empleando modelos celulares de mucosa intestinal.
Los datos han mostrado que las cepas ensayadas pueden ejercer un efecto
protector, restaurando parcialmente la permeabilidad paracelular dafiada por el
As(lI). Asimismo, se ha observado que esta proteccién la ejercen tanto las
bacterias tratadas térmicamente como los medios condicionados (MC) obtenidos
durante su crecimiento y que, por lo tanto, en esta reduccion de la toxicidad pueden
intervenir elementos estructurales y metabolitos u otro tipo de sustancias

secretados por las bacterias.
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1. RESULTADOS
1.1. Potencial de las BAL para captar/adsorber As(I11)

La figura 45 muestra la cantidad de As retenido en las bacterias tras 2, 4 y 24 h de
incubacion a 37°C en medio salino con glucosa (1 g/L). Tal y como ya se habia
evidenciado previamente, (Clemente et al. 2020), la cantidad de As(l11) captado o
adsorbido por las cepas de BAL es bajo;, en estas condiciones no superd el 5% del
total afiadido inicialmente. EI comportamiento de ambas cepas fue ligeramente
distinto, siendo la BL23 (retencidn tras 24 h: 0.1 mg/L, 4.4%; 0.5 mg/L, 1.6%; 1
mg/L, 1.5%) mas eficaz que la LE1 (retencidn tras 24 h: 0.1 mg/L, 1.5%; 0.5 mg/L,
0.5%; 1 mg/L, 0.5%). Ademas, esta captacion fue dependiente de la concentracién
de As(l1l), siendo mayor el porcentaje de captacién a la concentracion mas baja.
El tiempo de tratamiento favoreci6 Unicamente el proceso de captacion de la cepa
BL23 (aumento del porcentaje de retencién entre las 2 h y las 24 h: 0.1 mg/L,
101%; 0.5 mg/L, 40%; 1 mg/L, 43%). La dependencia de la concentracién puede
indicar la presencia de algin proceso saturable, tal vez una incorporacion al

interior de la bacteria mediado por un transportador.
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Figura 45. Acumulacion de As en bacterias viables [(A) cepa LE1; (B) cepa
BL23] tras incubacion con As(lll) en medio salino con glucosa. Valores
expresados como ng As (media £ SD, n=3-4). Las letras distintas muestran
diferencias estadisticamente significativas entre tiempos de incubacion para una

misma concentracion de As(l11) (p<0.001).
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Para confirmar que las células bacterianas empleaban un mecanismo de
internalizacion en lugar de una adsorcion superficial para captar el As(lIl) del
medio, se evalud la acumulacion en células no viables (Figura 46). Los resultados
mostraron una acumulacion en las bacterias BL23 no viables (retencion tras 24 h:
0.1 mg/L, 0.76%; 0.5 mg/L, 0.95%; 1 mg/L, 1.19%) inferior a la acumulacion
observada para las BL23 viables. Sin embargo, la acumulacién de las bacterias
LE1 no viables (retencion tras 24 h: 0.1 mg/L, 1.94%; 0.5 mg/L, 1.03%; 1 mg/L,
1.76%) no presentd diferencias significativas respecto a la observada para
bacterias LE1 viables. Estos datos sugieren que la captacion de As(l11) por la cepa
BL23 podria deberse en parte a un proceso de internalizacion celular que por el
contrario no se evidencia para la LE1l. En general, la adsorcién/absorcion de
As(I11) por parte de las cepas ensayadas es baja, aunque hay que sefialar que las
condiciones empleadas en la incubacién no son las mas adecuadas para mantener

un metabolismo bacteriano normal.
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Figura 46. Acumulacion de As en bacterias no viables [(A) cepa LE1; (B) cepa
BL23] tras incubacion con As(lll) en medio salino con glucosa. Valores
expresados como ng As (media + SD, n=3-4). Las letras distintas muestran
diferencias estadisticamente significativas entre tiempos de incubacion para una

misma concentracion de As(lI11) (p<0.001).
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Figura 46. Continuacion.

1.2. Evaluacién del efecto protector empleando un modelo celular de mucosa

intestinal

1.2.1. Estudios preliminares para determinar las condiciones de exposicion

Se llevo a cabo un estudio previo para determinar la concentracion de As(l11) que
debia emplearse en los ensayos subcrdnicos. Para tal fin, el tricultivo se expuso
apicalmente a un rango de concentraciones de As similar al reportado en alimentos
0 agua de bebida (0.75-2.5 mg/L) y se evalué el transporte de LY a través de la
monocapa Caco-2/HT29-MTX. Los datos de permeabilidad del marcador
paracelular s6lo mostraron diferencias estadisticamente significativas respecto al
control a la concentracion mas elevada de As(l11) (Tabla 13), indicando que solo
en esta condicion se producia una disrupcion de la barrera epitelial. Por este
motivo, el resto de estudios in vitro se realizé exponiendo el modelo de mucosa

intestinal a la concentracion de 2.5 mg/L de As(111).
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Tabla 13. Permeabilidad aparente del LY en las monocapas Caco-2/HT29-MTX
cocultivadas con macréfagos y expuestas a distintas concentraciones de As(l11).
Valores expresados como cm/s (media £ SD; n = 4). Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas de las células expuestas a As(lll)
respecto a las células control para un mismo experimento (p<0.001).

Concentraciones As(l11) Control As(l11)
0.75 mg/L 2.21+0.09x107 | 2.28+0.10 x 107
1.25 mg/L? 1.99+0.02 x 10® | 1.26 +0.06 x 10°®
2.5 mg/L 1.76 £0.33x 107 | 1.14+0.26 x 10%*

2 Este ensayo se realiz6 con insertos con una mayor densidad de poros, por ese motivo presenta unas

permeabilidades muy superiores a los valores habituales.

1.2.2. Efecto de las estrategias sobre la respuesta prooxidante causada por el

As(111)

La exposicion subcroénica a As(111) aumento significativamente la expresion de las

proteinas de estrés HSP70 y MT2A en macréfagos y en las monocapas de células
intestinales, siendo en estas Ultimas la induccion mayor. Todas las estrategias
ensayadas redujeron significativamente la sobreexpresion generada por el As(l11),
aunque, en la mayoria de los casos no se alcanzaron los niveles de expresién
observados en las células control. Estos datos apuntan a una disminucién de la
respuesta prooxidante tras el tratamiento con las bacterias no viables o sus medios

condicionados.
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Tabla 14. Expresion génica de proteinas de estrés en monocitos y Caco-
2/IHT29MTX cocultivados y expuestos a As(lll) con o sin estrategias. Valores
expresados como unidades de cambio de expresion respecto a las células no
tratadas (media = SE, n=4). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05) respecto a las células no tratadas.

Tipo Gen As(11) LEL BL23 MCLE1 | MCBL23
celular
HSP70 | 43+1.1* | 33+10% | 36+10% | 3.6+09* | 3.4+1.0*
THP-1
MT2A | 48208* | 26+06% | 26+£04% | 1.8+£04% | 2.0+04*
HSP70 | 6.2+2.9* | 1.0£03 | 13+04 | 34+10* | 24+08
Caco-2
HT29MTX
MT2A | 156+57* | 7.6+19% | 9.3+24% | 98+24* | 61+18*

1.2.3. Efecto de las estrategias sobre la respuesta proinflamatoria causada por el

As(l11)

La figura 47 muestra la liberacién de la citoquina proinflamatoria I1L-8 al lado

basolateral del tricultivo tras 8 dias de exposicion. Los datos muestran que las
monocapas tratadas con As(lll) presentaron un mayor contenido de IL-8 en el
medio que las monocapas no tratadas (138%). Las estrategias redujeron la
liberacion de este mediador de inflamacion, siendo las bacterias no viables
[disminuciones respecto al As(l11): LE1, 39%; BL23, 25%] mas efectivas que los
medios condicionados (MCLE1, 14%; MCBL23, 15%). Estos datos apuntan a una
reduccion de la respuesta proinflamatoria tras el tratamiento con las bacterias no

viables o sus medios condicionados.
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Figura 47. Efecto de las bacterias no viables y sus medios condicionados sobre la
respuesta proinflamatoria causada por As(l11). Valores expresados como pg/mL
en el medio basolateral (media = SD, n=4). Las letras distintas muestran

diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p<0.05).

1.2.4. Efecto de las estrategias sobre componentes estructurales de la monocapa

epitelial afectados por el As(111)

La tabla 15 muestra la expresion relativa de las proteinas de las uniones estrechas
CLDN-1y OCLN vy de la mucina MUC5AC en monocapas intestinales tratadas con
As(I11) con o sin estrategias respecto a las no tratadas. Los tratamientos con As(111)
afectaron la expresion de CLDN-1 y MUC5AC, produciendo una regulacion a la
baja. Los tratamientos con bacterias y sus medios no revirtieron el efecto sobre la
proteina de las uniones estrechas. Sin embargo, si disminuyeron las alteraciones
transcriptomicas de la MUCS5AC. Asi, los tratamientos con ambos medios
condicionados y con la bacteria BL23 inactivada térmicamente dieron lugar a

expresiones de MUCS5AC similares a las de las células control.
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Tabla 15. Expresion génica de proteinas de las uniones y del mucus en monocapas
Caco-2/HT29-MTX cocultivadas con macréfagos y expuestas a As(l11) con o sin
estrategias. Valores expresados como unidades de cambio de expresion respecto a
las células no tratadas (media £ SE, n=4). Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) respecto a las células no tratadas.

Gen As(I11) LE1 BL23 MCLE1 MCBL23
CLDN-1 | 0.51+0.21* 0.46 £ 0.12* 0.61+0.16 | 0.28+0.07* | 0.49+0.14
OCLN 0.68 +£0.26 0.73+0.19 0.62+0.18 | 0.52+0.13* | 0.64+0.27
MUCSAC | 0.27 £0.10* 0.39+0.11* 0.70+£0.17 0.68 £0.17 0.73+0.23

La figura 48 muestra imagenes de la inmunodeteccion de ZO-1 en las
monocapas Caco-2/HT29-MTX cocultivadas con monocitos y expuestas a As(l11)
con o sin estrategias. Las células control (48A) presentaron una estructura tipica
de empedrado, con las lineas intercelulares bien definidas y con un tamafio celular
bastante uniforme. Por el contrario, las células tratadas con As(lll) (48B)
mostraron un aumento del volumen celular con una distribucion no uniforme de
tamarfios, con uniones menos lineales en algunos puntos. Los tratamientos con las
distintas estrategias (Figuras 48C-48F) produjeron una reduccién apreciable del
volumen celular. Las lineas intercelulares se mostraron nuevamente definidas en
algunos tratamientos con bacterias o sus medios condicionados (Figuras 48C y
48F).
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Figura 48. Inmunodeteccién de ZO-1 en monocapas de células Caco-2/HT29-MTX cocultivadas con monocitos y expuestas a
distintos tratamientos (A: control; B: 2.5 mg/L As(lll); C: As(lll) + LEL; D: As(lll) + BL23; E: As(lll) + MCLEL; F: As(lll) +
MCBL23).
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1.2.5. Efectos de las estrategias sobre las alteraciones de la permeabilidad

paracelular causadas por el As(l11)

Los datos de permeabilidad aparente del LY (Figura 49) muestran un aumento en
las monocapas tratadas con As(I11) (361%) respecto a las monocapas no tratadas.
Todas las estrategias ensayadas disminuyen significativamente la permeabilidad
respecto a las monocapas tratadas unicamente con As(l1), siendo en la mayoria
de los casos la restauracion casi completa. Las reducciones producidas por las
bacterias no viables (LE1, 79%; BL23, 77%) son estadisticamente superiores a las
producidas por los medios condicionados (MCLEL: 41%; MCBL23: 63 %).
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Figura 49. Permeabilidad aparente del LY en las monocapas Caco-2/HT29-MTX
cocultivadas con macréfagos y expuestas a As(l11) con o sin estrategias. Valores
expresados como cm/s (media £ SD; n=4). Las distintas letras muestran

diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p<0.05).
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1.2.6. Efecto de las estrategias sobre el transporte apical-basolateral de As(l11)

El transporte en sentido apical-basolateral de la especie arsenical también se ve
afectado en presencia de las distintas estrategias (Figura 50). Todas ellas reducen
de forma significativa el paso de As(lll) a través de la monocapa epitelial (61-
72%), sugiriendo que estas estrategias pueden ser eficaces reduciendo la absorcion
intestinal del metaloide.
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Figura 50. Transporte de As a través de las monocapas Caco-2/HT29-MTX
cocultivadas con macrofagos y expuestas a As(l1l) con o sin estrategias. Valores
expresados como ng As/mL (media + SD; n=4). Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas con respecto a los animales control (**, p<0.001;
*, 0.001<p<0.05).
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2. DISCUSION

Los datos obtenidos en el presente capitulo muestran que el tratamiento de los
modelos celulares de mucosa intestinal con las bacterias no viables o sus medios
condicionados protege frente a la accion toxica del As(111). La funcionalidad de la
monocapa intestinal, formada por las células absortivas y mucosecretoras, se
restablece con ambos tipos de tratamiento, alcanzando en la mayoria de los casos
los valores de permeabilidad existentes en las células no tratadas (Figura 49). El
restablecimiento de la permeabilidad produce un efecto directo sobre el transporte

de As(l1), reduciendo su paso a través de la monocapa intestinal (Figura 50).

La reduccion de la permeabilidad se debe al estrechamiento del paso
paracelular que existe entre las uniones intercelulares, por lo tanto, afecta
principalmente al transporte de aquellas sustancias que se transportan por esa via.
Estudios in vitro, realizados empleando monocapas Caco-2, han mostrado que el
tratamiento con EDTA, un quelante de iones Ca*?, que conlleva a la apertura de
las uniones estrechas, favorece el paso de As(l1), indicando que en el paso apical-
basolateral de esta especie arsenical interviene un componente paracelular
(Calatayud et al. 2011a). Si la reduccion del transporte apical-basolateral del
As(111) en los tratamientos con BAL o sus metabolitos se reproduce in vivo,
supondria la reduccion de la absorcion intestinal y del paso del metaloide a la
circulacion sanguinea donde puede acumularse en los 6rganos diana y ejercer su

efecto téxico sistémico.

El efecto protector de las bacterias no se debe a un proceso de quelacion del
As(11). Estudios previos han mostrado que las cepas de BAL no tienen una
elevada afinidad por este elemento traza (Clemente et al. 2020; Halttunen et al.
2007), lo mismo ocurre con las bacterias ensayadas en este capitulo (Figuras 45y
46). El arsenito en estado ionizado es un oxoanion y, por tanto, no presenta una
elevada afinidad por la superficie de las cepas de BAL, formada mayoritariamente
por moléculas cargadas negativamente (Chiocchetti et al. 2019a). El arsenito

podria unirse a las proteinas superficiales, especialmente a los residuos tiol, hecho
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que explicaria la retencion en las bacterias no viables. Pero, probablemente, la
mayoria del As retenido se internalice a través de transportadores como las
acuagliceroporinas (Garbinski et al. 2019), por ese motivo la retencion es reducida
y en las bacterias viables aumenta con el tiempo y con la reduccion de la
concentraciéon. Al no haber una adsorcion a superficie como ocurre con otros
elementos traza (Alcantara et al. 2017; Daisley et al. 2019), la retencidn por parte
de las bacterias es baja. Por tanto, aunque la reduccion de la disponibilidad del
metaloide para generar toxicidad pudiera contribuir ligeramente al efecto protector

de las bacterias, se trata de un mecanismo minoritario.

La reduccion de la respuesta prooxidante (Tabla 14) y proinflamatoria (Figura
47) observada en este estudio es posiblemente el principal mecanismo de
restauracién de la permeabilidad celular. El efecto antioxidante y antiinflamatorio
de las cepas de bacterias lacticas ha sido descrito en estudios previos (Feng y Wang
2020; Kim et al. 2021; Lin et al. 2018). Estudios in vitro, empleando células del
epitelio intestinal expuestas a estimulos proinflamatorios, han mostrado que los
medios condicionados de ciertas cepas de BAL, y por lo tanto los metabolitos
secretados, reducen la activacion de rutas proinflamatorias/prooxidantes (Ménard
et al. 2004). Los AGCC, especialmente el butirato, modulan la expresion y
liberacion de IL-8, MCP-1 y CXCL-1 por parte de las células epiteliales del
intestino en respuesta a citoquinas y moléculas derivadas de microorganismos
como el lipopolisacérido (Vinolo et al. 2011). A los catabolitos bacterianos del
triptéfano también se les otorgan actividades antioxidantes y antiinflamatorias
(Roager y Licht 2018). Se ha sugerido que estos metabolitos contribuyen a la
homeostasis intestinal en gran medida a través de la activacién del receptor de
hidrocarburos de arilo (AhR), el cual modula e integra vias inmunoldgicas a
maltiples niveles. Por lo tanto, las reducciones en la liberacion de IL-8 y en la
expresion de las proteinas de estrés observado en los monocitos y las monocapas
intestinales en presencia de los medios condicionados podria deberse a la accion

conjunta de estos u otros metabolitos.
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El efecto protector de bacterias inactivadas también se ha puesto de manifiesto
en varios estudios in vitro. El uso de Lactobacillus casei ATCC393 inacivado
mostrd un efecto protector sobre la disrupcion de las proteinas de las uniones
estrechas en células Caco-2 sometidas a estrés osmotico (Samak et al. 2021). El
efecto antioxidante y antiinflamatorio de las bacterias no viables puede ser en parte
consecuencia de los elementos estructurales de su superficie. Entre los
componentes de la pared celular se encuentran los mucopéptidos derivados de los
peptidoglicanos, los exopolisacaridos (EPS), los &cidos teicoicos o lipoteicoicos y
las moléculas que sobresalen de la superficie, como las fimbrias o los flagelos
(Bourebaba et al. 2022). Wu et al. (2013) evidenciaron la capacidad
antiinflamatoria de la fraccién de peptidoglicanos aislada de L. acidophilus, la cual
reducia los niveles de 6xido nitrico sintetasa inducible (iNOS) y la ciclooxigenasa-
2 (COX-2) en macrofagos activados con LPS. Kim et al. (2012) mostraron que la
respuesta inflamatoria de HT-29 a la estimulacion con TNF-a era inhibida por el
tratamiento con el acido lipoteicoico procedente de L. plantarum. Este efecto
protector era debido a la inhibicion del NF-kB y de las MAPKs.

La reduccién del estrés y del proceso inflamatorio producida por estos
componentes o metabolitos bacterianos redunda finalmente en una menor afeccion
estructural de la monocapa intestinal. Se observa un aumento de la expresion de
la mucina mayoritaria del mucus secretado por las HT29-MTX (Tabla 15).
Ademas, morfolégicamente, las monocapas tratadas con las estrategias presentan
volumenes celulares similares a las células control y unas lineas intercelulares mas
definidas (Figura 48). La restauracion de estos componentes de la barrera debido
a la activacion de los mecanismos de proteccion por parte de las sustancias
bacterianas permite finalmente el restablecimiento de la integridad de la barrera y

la disminucién del transporte a través de la monocapa intestinal del As(lll).
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3. CONCLUSIONES

Los datos obtenidos en el presente estudio muestran que las bacterias LE1y BL23
son buenas candidatas para reducir la exposicion interna y la toxicidad intestinal
del As(I11). La accion protectora podria ser el resultado de la accion antioxidante
y antinflamatoria de componentes de la pared o de metabolitos secretados por estas
bacterias, ya que no presentan una elevada capacidad de quelar este elemento traza
toxico. Se ha evidenciado que tanto el uso de bacterias no viables como el
tratamiento con el secretoma obtenido durante su crecimiento son alternativas
igualmente eficaces. Este hecho es positivo ya que estas aproximaciones
postbioticas presentan menos problemas a la hora de emplearse en poblaciones

expuestas.

El resultado observado in vitro podria no reproducirse in vivo, ya que existen
muchas variables que no pueden introducirse en un modelo celular (algunos tipos
celulares epiteliales y del sistema inmune con sus respectivos secretomas y con
sus interacciones, sustancias presentes en el lumen procedentes de la dieta, la gran
riqueza de microrganismos que constituyen la microbiota coldnica). Es, por tanto,
necesario evaluar la eficacia de las estrategias dietéticas en modelos animales,
antes de proponer su aplicacion en poblaciones expuestas. Este va a ser el objetivo

del capitulo 4.
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Los datos del capitulo 3 muestran in vitro que es posible reducir el transporte y la
toxicidad del As(lll) empleando cepas de BAL no viables o su medio
condicionado. El hecho de que ambos tipos de tratamiento generen este efecto
protector indica que tanto los elementos estructurales como los metabolitos de las
BAL pueden activar los mecanismos responsables de esta proteccion. Por ese
motivo en el presente capitulo se ha evaluado la eficacia de las cepas BAL
empleando bacterias viables, estrategia que alna elementos estructurales y

metabolitos.

En el modelo animal entran en juego algunos tipos celulares que no se habian
contemplado en el modelo in vitro. Teniendo en cuenta que las BAL se consideran
importantes inmunomoduladores, posiblemente sea el sistema inmune asociado al
intestino el que mas peso tenga en las posibles diferencias respecto a los estudios
invitro. Por otro lado, los ratones tienen una microbiota propia con sus metabolitos
gue seguramente también influya en el efecto de los probidticos. Finalmente, los
procesos que acontecen en el tracto gastrointestinal también pueden afectar la
eficacia de las estrategias. No hay que olvidar que los procesos digestivos pueden
reducir la viabilidad de los probidticos ingeridos via oral o pueden afectar la
estructura de alguno de sus metabolitos. De ahi, la necesidad de confirmar la

eficiencia de las estrategias en este sistema dindmico de mayor complejidad.

El objetivo del presente estudio, por lo tanto, ha sido confirmar en modelos
animales el efecto protector de las cepas LE1 y BL23 frente a la toxicidad
intestinal del As(I11) y su posible papel en la reduccién de la absorcion intestinal
del metaloide. Los datos han mostrado que las dos cepas ensayadas reducen la
acumulacidn tisular del metaloide, y, por lo tanto, todo apunta a que pueden
reducir su absorcion a través de la mucosa del intestino. Ademas, también se
observa una disminucion de la respuesta prooxidante y proinflamatoria en el tejido
intestinal en relacion a los animales tratados sélo con As(l11). Este hecho conlleva

una normalizacién de la permeabilidad en los animales tratados con las bacterias.
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Los resultados obtenidos en animales corroboran los datos obtenidos in vitro en
relacion a los posibles mecanismos de proteccién de ambas cepas.

1. RESULTADOS
1.1. Estado de salud de los animales durante la exposicion

El tratamiento subcrénico con As(l11) o con As(lll) y bacterias no influyo en el
estado fisico general ni el comportamiento de los animales respecto a los no
tratados (grupo control). Durante la exposicion hubo que sacrificar un ratén del
grupo coadministrado con As(lll) y la cepa LE1 debido a la aparicién de un
absceso. Los tratamientos tampoco afectaron al aumento de peso y el consumo de
alimento. Sin embargo, supusieron una reduccion significativa del consumo de
agua respecto al grupo no expuesto [As(I11): 34%; As(ll1) + LEL: 41%; As(lll) +
BL23: 38%], tal y como se habia puesto de manifiesto previamente en los animales
tratados con As(l11) y As(V) (capitulo 1y 2, apartado 1.1). Las heces de los ratones

fueron similares en frecuencia y consistencia en todos los grupos.

1.2. Efecto protector de las cepas BAL frente a la respuesta prooxidante
causada por el As(l11)

Los datos de la oxidacion de la H.DCF (Figura 51) mostraron aumentos
estadisticamente significativos en los niveles de ROS/RNS en los animales
tratados subcrénicamente con As(l11), siendo mayores los incrementos en intestino
grueso (124%) que en intestino delgado (16%). El tratamiento con BAL mostro
un efecto protector, disminuyendo significativamente las concentraciones de
ROS/RNS en intestino grueso (LE1: 35%; BL23: 41%) e intestino delgado (LE1:

13%; BL23: 8%) en relacion con los animales tratados solo con As(111).
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Figura 51. Contenidos de ROS/RNS medidos por oxidacion de la H,DCF en
animales control, tratados con As(l11) y con As(lll) y BAL. Valores expresados
como UAF/mg de tejido (media £ SD, n=7-8). Las distintas letras (mayusculas
para intestino delgado y minusculas para intestino grueso) muestran diferencias

estadisticamente significativas entre tratamientos (p<0.05).

El establecimiento de una situacion de estrés oxidativo se confirmé a través de
los datos obtenidos con la evaluacion de la peroxidacion lipidica (Figura 52). El
tratamiento con As(lIl) produjo un aumento estadisticamente significativo en
ambas porciones del intestino, siendo mayor en intestino grueso (51%) que en
intestino delgado (15%). El tratamiento con la cepa BL23 redujo la concentracion
de perdxidos lipidicos respecto a los tratamientos s6lo con As(Ill) en intestino
delgado (BL23: 17%), mientras que en intestino grueso se observaron reducciones
en presencia de las dos cepas (LE1: 36%; BL23: 39%).
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Figura 52. Concentracion de equivalentes MDA en animales control, tratados con
As(111) y con As(111) y BAL. Valores expresados como nmol/mg tejido (media
SD, n =7-8). Las distintas letras (mayusculas para intestino delgado y minusculas
para intestino grueso) muestran diferencias estadisticamente significativas entre

tratamientos (p<0.05).

La medida de los niveles de GSH también evidencid una respuesta prooxidante
como consecuencia de la exposicién subcrénica a As(lll) (Figura 53). La
concentracién de GSH redujo significativamente en ambas porciones de intestino,
con una mayor reduccion en intestino delgado (22%) que en intestino grueso
(18%). El tratamiento con la LE1 aument6 el contenido de GSH intracelular con
respecto a los animales tratados con As(lIl) en intestino delgado (18%) y en
intestino grueso (12%). Sin embargo, la cepa BL23 no modifico los niveles de

GSH respecto a los animales tratados s6lo con As(111).
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Figura 53. Concentracion de GSH en animales control, tratados con As(l11) y con
As(l11) y BAL. Valores expresados como nmol/mg tejido (media + SD, n=7-8).
Las distintas letras (mayusculas para intestino delgado y mintsculas para grueso)

muestran diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p<0.05).

1.3. Efecto protector de las cepas BAL frente a la respuesta proinflamatoria

causada por el As(l11)

Tras dos meses de exposicién, no se observd un aumento de las citoguinas
proinflamatorias en el intestino delgado de los animales tratados con As(111) (datos
no mostrados); sin embargo, si se puso de manifiesto un aumento de los contenidos
en el tejido colonico de los animales expuestos al metaloide (IL-1B: 139%, TNF-
a: 170%) (Figura 54). El tratamiento con BAL produjo una disminucion
estadisticamente significativa de la concentracion de la citoquina IL-1p respecto a
los animales tratados Unicamente con As(I1l) (reducciones: LE1, 33%; BL23,
45%). La liberacion de la citoquina TNF-a, aunque mostr6 una tendencia a la
reduccidn con las dos cepas de BAL (reducciones: LE1, 42%; BL23, 42%), estas
no fueron estadisticamente significativas respecto a los animales tratados

Unicamente con As(l11).
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Figura 54. Concentracién de IL-1B (A) y TNF-a (B) en colon de animales control,
tratados con As(l11) y con As(l11) y BAL. Valores expresados como pg/mg tejido
(media = SD, n = 7-8). Las distintas letras muestran diferencias estadisticamente

significativas entre tratamientos (p<0.05).
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1.4. Efecto protector de las BAL frente a las alteraciones de las uniones
intercelulares y el mucus causadas por el As(I11)

La tabla 16 muestra las expresiones relativas de las proteinas de las uniones
estrechas en los distintos tratamientos con As y bacterias respecto a los animales
no tratados. Los datos mostraron una reduccion de la expresion de Cldn3 y Ocln
en los animales tratados Unicamente con As(lI1). Los tratamientos con las cepas
aumentaron los niveles de expresién de ambas proteinas, obteniéndose

expresiones similares a las halladas en los animales del grupo control.

Tabla 16. Expresion relativa de Cldnl y Ocln en ratones expuestos crénicamente
a As(111) y As(I11) con BAL respecto a animales no tratados. Valores expresados
como cambios de expresion respecto a los animales control (media = SE, n =7-8).
Los asteriscos indican una regulacién a la baja estadisticamente significativa

respecto a los animales control (p < 0.05).

Gen As(111) As(ll) + LE1 | As(lll) +BL23
Cldn3 0.36 £ 0.23* 0.61+0.37 0.61+0.32
Ocln 0.46 £ 0.34* 0.80+£0.59 0.65+0.45

La figura 55 muestra los contenidos de MUC2 en el tejido colénico analizados
mediante ELISA. Al igual que habiamos observado previamente en los animales
tratados con As(lIl) durante 6 meses (capitulo 1, apartado 1.5), el tratamiento
subcronico disminuyd significativamente el contenido proteico de MUC2 en el
colon de los animales expuestos al metaloide respecto a los animales no tratados
(27%). La administracion de ambas cepas de BAL revertié la situacion,
observandose en estos animales contenidos de MUC2 similares a los de los

animales no tratados.
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Figura 55. Efecto de la administracion de BAL sobre los niveles de MUC2.
Valores expresados como pg de MUC2/mg de tejido (media + SD, n=7-8). Las
distintas letras muestran diferencias estadisticamente significativas entre

tratamientos (p<0.05).

1.5. Efecto protector de las cepas BAL frente a las alteraciones funcionales y

los signos de endotoxemia causados por la exposicion a As(l11)

La figura 56 muestra la concentracion de albamina fecal en los ratones tratados
con As(l11) o coexpuestos con las cepas BAL tras 2 meses de tratamiento. Los
datos mostraron un aumento estadisticamente significativo en la concentracion de
alblmina en las heces de los animales tratados con As(l11) (258%). El tratamiento
con ambas BAL redujo la concentracion fecal de este marcador de permeabilidad
intestinal respecto a los animales tratados s6lo con As(ll) (reducciones: LE1,
35%; BL23, 35%).
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Figura 56. Concentracién de albumina fecal en animales control, tratados con
As(l11) y tratados con As(l11) y BAL. Valores expresados como pg/100 mg heces
(media + SD, n=7-8). Las distintas letras muestran diferencias estadisticamente

significativas entre tratamientos (p<0.05).

Los datos de LBP (Figura 57) también mostraron un aumento estadisticamente
significativo en los animales tratados sélo con As(lll) respecto a los animales
control (14%). Nuevamente la administracion de ambas cepas redujo
significativamente este pardmetro respeto a los animales tratados Unicamente con
el metaloide (reducciones: LE1, 7%; BL23, 14%).
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Figura 57. Concentracion de LBP en suero de animales control, tratados con
As(I11) y tratados con As(l11) y BAL. Valores expresados como ng/mL (media +
SD, n=7-8). Las distintas letras muestran diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos (p<0.05).

1.6. Efecto protector de las cepas BAL frente a las alteraciones del
metabolismo de AGCC causadas por el As(l11)

La figura 58 muestra la concentracion de acido acético, propionico y butirico en
las heces de los animales control y los tratados con As(l11) o As(l1l) y BAL. En
general, el tratamiento con As(I11) produjo una disminucién en la concentracion
de todos los AGCC analizados (acético: 54%, propionico: 43%, butirico: 60%). El
tratamiento con BAL revirtio la situacion parcialmente, generando un aumento
estadisticamente significativo en la concentracion de acido acético (BL23: 40%),
acido propidnico (LE1: 29%; BL23: 39%) y acido butirico (LE1: 41%) respecto a

los animales tratados Unicamente con As(lIl).
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Figura 58. Concentraciones de AGCC en heces de animales control, tratados con
As(I11) y tratados con As(l11) y BAL. Valores expresados como g de AGCC/g de
heces (media + SD, n=7-8). Las distintas letras muestran diferencias

estadisticamente significativas entre tratamientos para cada acido graso (p<0.05).

1.7. Mecanismos de reduccion de toxicidad

1.7.1. Efecto sobre la acumulacion tisular

La figura 59 muestra las concentraciones de As total en distintos tejidos de los
animales tratados con As(l11) o con As(I11) y las cepas BAL. Los datos muestran
reducciones significativas del contenido en todos los tejidos en presencia de
alguna de las cepas BAL estudiadas. En el colon y en el rifibn, ambas cepas
redujeron la acumulacion siendo similares las reducciones observadas en el tejido
coldnico (LEL: 47%; BL23: 42%) y en el renal (LE1: 47%; BL23: 36%), En el

higado, sélo el tratamiento con LE1 disminuyd la acumulacion (29%); mientras
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que, en el intestino delgado, fue el tratamiento con BL23, el que genero la
reduccion (46%). Por lo tanto, el tratamiento con BAL reduce la cantidad de As
presente en el tejido intestinal, hecho que podria explicar la reduccion de la
respuesta al toxico observada. Por otro lado, disminuye la acumulacién en érganos
internos, lo que sugiere que las cepas de alguna forma estdn modulando la entrada

del toxico a la circulacion sistémica.
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Figura 59. Concentraciones de As en el tejido de animales tratados con As(l1)
con o sin la administracién de cepas BAL. Valores expresados como ng/g (media
+ SD, n=7-8). Las distintas letras muestran diferencias estadisticamente

significativas entre tratamientos para cada érgano (p<0.05).

1.7.2. Activacidn de rutas de sefalizacidn antiinflamatorias/antioxidantes

La figura 60 muestra un esquema de la ruta Nrf2 (factor nuclear eritroide 2)/Keapl
(proteina asociada a ECH de tipo Kelch 1)/ARE (elemento de respuesta
antioxidante), la cual permite la sintesis de una serie de moléculas, entre ellas la

hemooxigenasa 1 (HO-1). Este enzima puede ejercer su funcion antioxidante a
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distintos niveles, entre ellos, favoreciendo la sintesis de la citoquina
antiinflamatoria IL-10 y, por tanto, la activacion de la ruta de sefializacion 1L-10.
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Figura 60. Ruta Nrf2/Keapl/ARE (Ahmed et al. 2017) y ruta IL-10 (Schilke
2018).

Los datos de expresion génica relativa de algunos componentes de estas rutas
se muestran en la tabla 17. Los animales coadministrados con las dos cepas
bacterianas presentan regulaciones al alza de algunos de estos componentes
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respecto a los animales tratados unicamente con As(l11), sugiriendo que podria
haber una activacion de estas rutas en presencia de las cepas bacterianas.

Tabla 17. Expresion relativa de componentes de la ruta NRf2 e IL-10 en ratones
expuestos cronicamente a As(l11) y BAL respecto a animales tratados s6lo con
As(I11). Valores expresados como cambios de expresion (media £ SE, n = 7-8).
Los asteriscos indican una sobreexpresion estadisticamente significativa respecto

a los animales tratados unicamente con As(l1) (p < 0.05).

Gen LE1 BL23
1110 1.75 £ 0.46* 1.57 £ 0.26*
Nrf2 147 +0.18* 1.60 + 0.26*
Hmox 1.27 +£0.15 1.52 + 0.24*
IL-10R2 0.74 £0.17 0.82 +0.27
Socs-3 1.46 + 0.65 1.52 +0.58

1.7.3. Diminucién  de la  activacion de rutas de  sefalizacién

proinflamatorias/prooxidantes

La figura 61 muestra la expresion proteica de la forma activada de la ruta
proinflamatoria/prooxidante p38 MAPK. Al igual que ocurria en la exposicion
cronica a As(I11) (capitulo 1, apartado 1.5), los ratones expuestos durante 2 meses
presentaron un aumento de la forma fosforilada de esta quinasa, indicando una
activacion de la ruta (aumento: p38 MAPK, 82%). La administracion de las cepas
redujo significativamente los contenidos de esta forma fosforilada respecto a los

animales tratados unicamente con As(l11) (reducciones: LE1, 38%; BL23, 33%).
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Figura 61. Efecto de las cepas BAL sobre la via de sefializacion p38 MAPK
activada por la exposicion a As(l11). (A) Western blot de fosfo-p38. Se muestran
solo tres muestras representativas de cada tratamiento. Se utiliz6 HPRT1 como
control de carga para la normalizacion. (B) Niveles proteicos cuantificados por
densitometria, normalizados y expresados como unidades estandar (UA, media +
SD, n = 6). Los asteriscos indican aumentos estadisticamente significativos con

respecto al control (p < 0.05).

1.8. Estudio de la relacion entre las variables y los tratamientos

La variabilidad global de los pardmetros de toxicidad intestinal se analizd
mediante el andlisis de componentes principales (PCA). Un grafico bidimensional
explico el 97.5 % de la varianza total (Figura 62). La primera dimension (78.3 %
de la variabilidad) se relaciond positivamente con los mediadores de inflamacion
(TNF-a, IL-1B) y de estrés (ROS/RNS, MDA), con la acumulacion de As a nivel
colénico y con los marcadores de permeabilidad (albimina) y endotoxemia (LBP)
y negativamente con la concentracion de los AGCC y el contenido de GSH

coldnico. Esta dimension permitio la division de los tratamientos en dos bloques,
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uno formado por los animales tratados con As(l1l) y otro donde se incluian los
animales control y los tratados con As(l11) y las cepas BAL. Este analisis muestra
el efecto protector de las bacterias ensayadas y los factores que influyen en este

efecto.

Biplot (ejes F1y F2: 97.47 %)

8 —_

6 « MUC

¢ TNF-u

) « BL23

e As tisular
® AlbUumina

°*LEl

F2 (19.19 %)

PropiéniCO L d ROS/RNS

_ZControI,_. | : °As
Aceético °® IL-1p
Butirico e LBP

o MDA colon

GSH colon ©

F1 (78.28 %)

® Variables ® Tratamiento

Figura 62. Diagrama PCA bidimensional de las variaciones de algunos de los
parametros analizados en el presente estudio entre los diferentes tratamientos
[Control, As(l1), As(lI1) + LE1 y As(lIl) + BL23].
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2. DISCUSION

Los datos obtenidos en este capitulo corroboran la toxicidad de As inorganico a
nivel intestinal observada en los capitulos anteriores. La exposicion subcronica (2
meses) a As(lll) a través del agua de bebida genera una respuesta similar a la
observada en la exposicion cronica (6 meses, capitulo 1). La proteccion
evidenciada in vivo tras la administracion de las cepas de BAL es un resultado
prometedor, ya que demuestra que puede reducirse la toxicidad intestinal de una
exposicion crénica a As(l11) a través del agua de bebida mediante una intervencién
dietaria. El tratamiento también produce una disminucion de los niveles séricos
del marcador de endotoxemia LBP (Figura 57), ademas de producir una reduccién
relevante de los niveles del metaloide en 6rganos diana internos (Figura 59), lo
gue apunta a la posibilidad de que también haya un efecto protector a nivel

sistémico.

El uso de bacterias lacticas como elementos funcionales dentro de una dieta
estd ampliamente extendido. Numerosos miembros de la familia Lactobacillaceae
estan reconocidos como microorganismos GRAS (Generally Recognized As Safe)
por la FDA (Food and Drug Administration) y QPS (Qualified Presumption of
Safety) por EFSA. Hay que destacar, ademas, que una de las cepas empleadas en
este estudio, la cepa L. casei BL23, es de origen humano. Cepas de esta especie se
emplean en la fabricacion de productos alimentarios y suplementos dietéticos
(Sanchez et al. 2019); de hecho, algunas de estas cepas se consideran probi6ticos
(Hill et al. 2018). Esto hace méas viable su aplicacion como estrategia de

intervencion poblacional.

Los mecanismos de proteccidn que inducen estas bacterias pueden ser variados,
pero en ambos casos convergen hacia una reduccion significativa de la
permeabilidad intestinal (Figura 56), modo de accion evidenciado previamente en
el modelo celular (capitulo 3, apartado 1.2.5). Esta restauracion de la barrera puede
ser el resultado de la reduccion de los niveles de mediadores de inflamacion

(Figura 54) y de estrés oxidativo (Figuras 53) en los animales administrados con
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las cepas BAL respecto a los animales tratados s6lo con As(l11), hecho ya puesto
de manifiesto in vitro (capitulo 3, apartado 1.2.2 y 1.2.3). En esta reduccion
pueden intervenir dos mecanismos de accion que no pueden considerarse
independientes: a) una menor internalizacion del As inorgénico en los tejidos
intestinales, tal y como se ha evidenciado en este estudio (Figura 59) y/o, b) una
actividad antioxidante y antiinflamatoria propia de las cepas bacterianas generada
a través de la activacién de determinadas rutas de sefializacién (Tabla 17). Todo
ello conlleva a una restauracion de los distintos componentes que influyen en la
integridad de la barrera (mucus, uniones intercelulares del epitelio, metabolismo
bacteriano), hecho que permite el restablecimiento de una barrera intestinal dafiada

por la exposicion subcronica a As(l11).

Se ha demostrado en el capitulo 3 que las cepas bacterianas ensayadas son
capaces de retener un porcentaje de As(lll) de alrededor del 5% en unas
condiciones de ensayo que posiblemente no son las mas favorables para el
metabolismo bacteriano (medios de incubacion con una reduccion importante de
nutrientes basicos, condiciones de aerobiosis) (capitulo 3, apartado 1.1). Es
posible que esta captacion de As por parte de las bacterias se produzca en el lumen
y que esto contribuya, aunque sea de forma minoritaria, a una menor acumulacion

en el tejido intestinal.

Por otro lado, el restablecimiento de algunos componentes de la barrera
también puede favorecer la reduccion de la acumulacion intestinal del metaloide.
En este estudio, se ha puesto de manifiesto que la administracion de las cepas BAL
aumenta significativamente el contenido tisular de MUC2 (Figura 55),
componente mayoritario de la capa de mucus intestinal. La normalizacion de la
expresion de la mucina por las BAL ya se habia puesto de manifiesto en el modelo
in vitro (capitulo 3, apartado 1.2.4). Estudios previos han mostrado que la forma
trivalente inorganica tiende a acumularse en la capa de mucus (Calatayud et al.
2012c), lo que impide que se internalice en la monocapa de células epiteliales. La
mayoria de mucinas formadoras de gel, como la MUC2, tienen varios dominios

ricos en Cys, aminoécido que presenta una alta afinidad por el As(l11) (Shen et al.
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2013). Por tanto, una capa de mucus mas densa podria evitar o reducir la llegada
de As(l1) a la mucosa.

La regeneracion del mucus puede ser consecuencia del aumento de los AGCC
en el lumen, observado en los animales administrados con las bacterias (Figura
58). Varios estudios muestran que hay una conexidn entre la produccién de mucus
y los contenidos de AGCC. Shimotoyodome et al. (2000) pusieron de manifiesto
que la perfusién de una mezcla de AGCC (75 mM acetato, 35 mM propionato y
20 mM butirato) o de los AGCC individuales (130 mM) a nivel coldnico
aumentaba la liberacion de mucus en ratones. Burger-van Paassen et al. (2009)
investigaron los mecanismos por los cuales el butirato podia regular la expresion
de MUC2 empleando el modelo de células caliciformes LS174T, y concluyeron
que el efecto del butirato estaba mediado por el factor de transcripcion AP-1y la
acetilacion/metilacién de histonas en el promotor de MUC2. Asi pues, la captacién
del As(lI1) por las bacterias en el espacio luminal y su unién a las mucinas del
mucus podria disminuir la llegada del metaloide al epitelio y al sistema inmune

reduciendo en parte la respuesta al toxico.

Por otro lado, la sobreexpresion de algunos componentes de las rutas
Nrf2/Keapl/ARE e IL10 en animales tratados con LE1y BL23 (Tabla 17) muestra
que tal wvez, las cepas puedan directamente tener una actividad
antioxidante/antiinflamatoria. Una mayor produccién de IL-10 supone la
supresion de la secrecion de numerosas citoquinas proinflamatorias. La citoquina
IL-10 activa una ruta de sefializacion que conlleva la fosforilacion del factor de
transcripcion STAT3, que a su vez, induce la expresion del supresor de la
sefializacién de citoquinas 3 (SOCS-3) y el antagonista del receptor de la IL-1 (IL-
1RN) (Schiilke 2018). SOCS-3 inhibe la activacion de las MAPKs, la
translocacion del factor NF-kB al nucleo y la subsiguiente induccion de la
expresion de genes proinflamatorios (Hovsepian et al. 2013), mientras que la
proteina IL-1RN suprime la sefalizacion proinflamatoria iniciada por la union de
IL-1pB a su receptor (Arend 1991). En el presente estudio se observan parte de estos

efectos, ya que los niveles tisulares de las citoquinas estan reducidos (Figura 54)
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y hay una menor activacion de la ruta p38 MAPK (Figura 61) en los animales
tratados con las cepas BAL, por lo tanto, esta ruta podria ser un mecanismo de
defensa activado en presencia de estas bacterias.

La mayor produccion de 1L-10 observada tras la administracion de las cepas
podria tener su origen en la activacion de la ruta de sefalizacion Nrf2. La
participacion de Nrf2 en la activacion de las defensas celulares antioxidantes por
los probi6ticos se ha demostrado en modelos celulares y animales (Feng y Wang
2020). En el presente estudio se observa en los tejidos de los animales tratados con
las cepas, un aumento de la expresion génica de este factor y de la proteinas HO-
1, regulada por el factor Nrf2 como respuesta a distintos tipos de estimulos
(Ahmed et al. 2017). Varios estudios han demostrado que HO-1 tienen efectos
antiinflamatorios significativos. La elevacion de la expresion de HO-1 conduce a
la inhibicion de la sefializacion de NF-xB y a un aumento de la produccion de IL-
10 (Ahmed et al. 2017).

A la vista de los resultados, podriamos decir que una serie de mecanismos
activados por las cepas de BAL ensayadas, podrian contribuir a la restauracion de
las uniones intercelulares, tal y como se pone de manifiesto en este estudio (Tabla
16) y por tanto a una recuperacion del paso selectivo del intestino. La recuperacion
de la integridad de la barrera, ademas de reducir la entrada de toxinas y antigenos
no deseados al torrente sanguineo, lo que podria suponer una menor probabilidad
de la instauracion de una endotoxemia (Figura 57), también podria ser la
responsable de la reduccion de los contenidos tisulares de As en los érganos
internos (Figura 59). En el estudio in vitro ya se habia evidenciado como la
reduccion de la permeabilidad paracelular debido a la coexposicion con las BAL
0 su medio condicionado. suponia un menor transporte del As al lado basolateral
(capitulo 3, apartado 1.2.6). Por lo tanto, la restauracion de la funcionalidad de la
barrera intestinal tiene en este caso una ventaja adicional, una menor entrada del
metaloide al torrente sanguineo y consiguientemente, una menor acumulacién

tisular.
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3. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente capitulo muestran que las cepas BAL
ensayadas podrian reducir los efectos de una exposicion cronica a As inorganico
a través del agua de bebida. Es interesante volver a recalcar que la cepa de
Lactobacillus casei ensayada es un aislado procedente de heces humanas y que
esta especie esté considerada un probiotico, cuyo uso en poblaciones expuestas es
mas viable. ElI hecho de que las cepas reduzcan la disrupcion de la barrera
intestinal es posiblemente la causa de que exista una menor acumulacion del
metaloide en los 6rganos internos. Esto, junto con la reduccion de los marcadores
de endotoxemia metabdlica, apunta a un posible efecto protector de las bacterias

no solo a nivel intestinal, sino también a nivel sistémico.

Esta tesis ha permitido identificar estrategias dietéticas para reducir los efectos
deletéreos de la exposicion a As inorgénico a través del agua de bebida, situacién
que tal y como hemos comentado previamente afecta a millones de personas, las
cuales desarrollan a lo largo de su vida una serie de enfermedades con un alto
indice de mortalidad. Son necesarios mas estudios para confirmar estos resultados
y para determinar si esta proteccion se extiende también cuando el As inorganico
se vehicula a través de los alimentos, ya que en las poblaciones expuestas los
alimentos cocinados con agua contaminada también contribuyen a la exposicion

cronica.

Ademas, hay que sefialar que la eficacia de estas bacterias observada en los
modelos murinos coincide con lo evidenciado in vitro en el capitulo 3, lo que
apunta a que el modelo celular empleado puede ser una buena herramienta para
continuar identificando estrategias de reduccion del dafio causado por el As

inorgénico en exposiciones cronicas.
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Los resultados obtenidos en la presente tesis han dado lugar a las siguientes
conclusiones para cada uno de los objetivos planteados.

1. Evaluacion in vivo de la toxicidad del As(l111) en la mucosa intestinal

- La exposicion crénica a través del agua de bebida genera un proceso
prooxidante en el tejido intestinal con un aumento de las especies reactivas
ROS/RNS, los peroxidos lipidicos y una reduccion del antioxidante GSH.

- La respuesta prooxidante va acompafiada de una respuesta proinflamatoria,
evidenciada por un aumento tisular de determinadas citoguinas Thl y una
mayor infiltracion de neutrdfilos segn indican los analisis histologicos y los
niveles de lactoferrina fecal y MPO tisular.

- Esta respuesta puede deberse a la activacion de distintas rutas de sefializacién
como la p38 MAPK, JNK, NF-kB y el inflamasoma NRLP3.

- Las moléculas mediadoras de inflamacién y estrés generadas en estas rutas
son posiblemente las causantes de las alteraciones de los distintos
componentes que forman la barrera intestinal.

- Se observa una reduccion de la MUC?2 tisular, indicativo de una alteracion de
la capa de mucus. Este efecto deletéreo va acompafiado de una disminucién
de las células mucosecretoras. Los ensayos empleando organoides murinos
de origen intestinal muestran que la exposicién a As(Ill) genera una
alteracion de los patrones de diferenciacion, con un aumento de la
proliferacion y una reduccion de la diferenciacion hacia el linaje secretor, lo
que explicaria, al menos en parte, la reduccion de las células productoras de
mucus.

- Las proteinas de las uniones estrechas (CLDN-1, CLDN-3 y OCLN) que
mantienen la integridad del epitelio estan reguladas a la baja en los animales
tratados con As(III).

- Aunque no se observan cambios significativos en la composicion global de

la microbiota, si existen alteraciones del metabolismo microbiano de los
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AGCC, con reducciones de los niveles luminales de acido acético, butirico y
propidnico.

Las alteraciones de todos estos componentes de la barrera son posiblemente
la causa del aumento de la permeabilidad. La exposicion cronica a As(lll) a
concentraciones iguales o superiores a 15 mg/L a través del agua de bebida
supone, por lo tanto, una disrupcidn de la barrera intestinal.

Esta disrupcién puede ser la responsable del aumento de los marcadores
séricos de endotoxemia (LBP y TNF-a) en animales expuestos; hecho que
sugiere el establecimiento de una inflamacion crénica a niveles bajos en la

circulacién sistémica.

Evaluacion in vivo de la toxicidad del As(V) en la mucosa intestinal

La exposicion cronica a As(V) a través del agua de bebida genera una
respuesta similar a la de As(lll). Se establece una respuesta prooxidante y
proinflamatoria, si bien en este caso se observa que el proceso inflamatorio
no afecta por igual a todo el tejido colénico, si no que existe una especie de
parcheado inflamatorio. Ademas, para el As(V) también se evidencia la
induccién de una respuesta inflamatoria tipo Th17.

Las alteraciones de los componentes son similares, a excepcion de los efectos
sobre la composicion de la microbiota. El As(V) induce una menor expresion
de MUC2 y de las proteinas que forman las uniones y una alteracion del
metabolismo microbiano de los AGCC, pero, ademas, en los animales
expuestos se produce una disbiosis de la microbiota intestinal.

La disrupcion de la barrera también se produce, aunque a concentraciones
mas elevadas que para As(Ill) (= 30 mg/L), acompafiada de signos de

endotoxemia metabdlica.
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Analisis in vitro de la capacidad de bacterias acido-lacticas para reducir
la toxicidad generada por el As(111) en el epitelio intestinal

El modelo celular empleado refleja con bastante exactitud lo observado en
las exposiciones in vivo (respuesta prooxidante y proinflamatoria,
alteraciones de la estructura intercelular, reducciones de la mucina
constituyente de la capa de mucus y aumento de la permeabilidad).

La administracion de las bacterias LE1 y BL23 tratadas térmicamente o sus
medios condicionados (con los metabolitos secretados durante su
crecimiento) reduce significativamente el estrés oxidativo y los signos de
inflamacion y disminuye las alteraciones de expresion de la proteina
constituyente del mucus y las alteraciones relacionadas con las uniones y el
volumen celular. Todo esto redunda en el restablecimiento de la
permeabilidad paracelular.

La reduccion del paso paracelular también conlleva un menor transporte de
As(l11) a través de la monocapa intestinal.

Los resultados muestran que tanto los elementos estructurales de las bacterias
como sus metabolitos pueden participar en este efecto protector, en el cual
interviene de forma minoritaria la capacidad de quelacién de As por las

bacterias.

Anadlisis in vivo del efecto protector de bacterias acido-lacticas a nivel
intestinal y sistémico

La administracion de las cepas LE1 y BL23 viables a los animales tratados
con As(l11) supone una reduccion de los efectos toxicos causados por este
metaloide a nivel intestinal.

Se observa una menor respuesta proinflamatoria y prooxidante, con una
reduccion tisular de los mediadores de estrés (ROS/RNS y peroxidos
lipidicos) y de inflamacion (citoquinas proinflamatorias), que puede deberse

en parte a una menor activacion de rutas como la p38 MAPK.
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Se restauran parcialmente los niveles de expresion de las proteinas de las
uniones intercelulares CLDN-3 y OCLN, y se observa una mayor produccion
de MUC2 y por tanto de mucus, respecto a los animales tratados sélo con
As(l11).

El metabolismo microbiano de los AGCC también experimenta una
recuperacion, aunque no se alcanzan los niveles de acidos grasos existentes
en el lumen de los animales no tratados

Todos estos efectos positivos conllevan a un restablecimiento de la
permeabilidad de la mucosa, y una reduccion de los marcadores de
endotoxemia.

Los datos apuntan a que este efecto protector puede deberse a una menor
internalizacion del As(lll) en los tejidos intestinales y a una actividad
antioxidante y antinflamatoria de las bacterias. El analisis transcriptémico de
los tejidos de los animales tratados con ambas cepas sugieren la activacion de
las rutas Nrf2 e IL-10.

El tratamiento con las bacterias ademas tiene una repercusion directa sobre la
absorcidn intestinal debida posiblemente a la reduccion de la permeabilidad
paracelular. Esto conlleva a que se reduzca la acumulacion de As en los
drganos internos.

Los datos obtenidos en este estudio in vivo coinciden con lo observado in
vitro, lo que apunta a que el modelo celular empleado puede ser una buena
herramienta para continuar identificando estrategias de reduccion del dafio

causado por el As inorganico en exposiciones cronicas.
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