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RESUMEN

El arsénico es un metaloide ampliamente distribuido en el medioambiente, del cual
existen numerosas formas quimicas con caracteristicas toxicolégicas muy diferentes. En
la actualidad, las formas inorganicas son la que mayor interés despiertan, ya que se
consideran carcinogénicas para el hombre. Se estima que alrededor de 140 millones de
personas estan afectadas por consumo de agua contaminada con niveles de arsénico que
superan los maximos recomendados por la Organizacién Mundial de la Salud (10 pg/L).
Los problemas de salud derivados de la exposicién a este contaminante alcanzan gran
magnitud en ciertas areas geogréaficas de India, Bangladesh y Argentina, donde por
caracteristicas geoldgicas de los terrenos el contenido de arsénico en los acuiferos
subterraneos es elevado. La principal forma de arsénico presente en el agua de bebida es
el As(V).

En la presente tesis se ha corroborado que previamente a la ingesta del arsénico
(procesado de los alimentos por remojo y coccion) y durante su paso a través del tracto
gastrointestinal, la matriz alimentaria modifica la forma quimica del arsénico, dando
lugar a otras especies de mayor toxicidad. Adicionalmente se ha evidenciado por
primera vez la capacidad de metabolizar el arsénico inorganico por células del epitelio
intestinal, indicando que en los estudios sobre el metabolismo presistémico del arsénico
inorganico, que hasta el momento sélo consideraban el metabolismo hepatico, habria
que incluir las transformaciones asociadas al metabolismo intestinal. La presencia de
distintos compuestos habitualmente presentes en el lumen, tales como GSH y vitamina
B12, afectan a los patrones de metabolismo.

Todas estas modificaciones en las formas quimicas del arsénico que se ingieren con
agua o alimentos contaminados amplian la complejidad en la evaluacion del riesgo
asociado al consumo de este metaloide. En esta tesis se ha evidenciado que las
transformaciones presistémicas del arsénico pueden influir en su absorcion por el
epitelio intestinal, ya que las formas trivalentes se absorben con mayor facilidad que las

pentavalentes por las células Caco-2 utilizadas como modelo in vitro. Asimismo se han
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identificado distintas vias de asimilacién, poniendo de manifiesto que la ruta paracelular
tiene una gran participacion en la absorcion intestinal de la mayoria de formas
arsenicales, con excepcion del MMA(II) y DMAC(III). A pesar de ello, la presencia
combinada de transporte transcelular y paracelular parece estar presente en la mayoria
de especies arsenicales. Por otra parte, la influencia del pH en la captacion de As(V) y

DMA(V) indica su posible absorcidn en las zonas proximales del intestino.

Se han estudiado con més detalle los mecanismos de captacion celular del arsénico
inorganico, al tratarse de la especie mayoritaria en agua de bebida, principal fuente de
exposicion a este tdxico. Se ha evidenciado la multiplicidad de transportadores
implicados en este proceso [As(lll): AQ10, OATPB, GLUT5; As(V): NaPillb]. Asi
mismo se han puesto de manifiesto modificaciones de los patrones de expresion génica
de estos y otros transportadores presentes a nivel intestinal que participan en la

absorcion de sustancias esenciales y en los procesos de detoxificacion celular.

Considerando la complejidad celular existente en el intestino, en esta tesis se ha
evaluado la influencia de modelos celulares mixtos entre células epiteliales absortivas
(Caco-2) y células secretoras de mucus (HT29-MTX) sobre la captacion y transporte de
especies arsenicales. EI cambio en la estructura de las uniones estrechas y la presencia
de mucus en la monocapa celular mixta, influyen significativamente en el transporte de
la mayoria de las especies arsenicales estudiadas, con excepciéon del As(lll). La
absorcidn de las especies pentavalentes se ve incrementada por la mayor apertura de las
uniones estrechas en este modelo. Por el contrario la permeabilidad de las formas
metiladas trivalentes se reduce debido a la presencia de mucus, aspecto que evidencia la
importancia de este mecanismo de defensa frente a especies arsenicales altamente
reactivas y tdxicas. Todo ello apunta a la importancia del modelo celular empleado en

los estudios sobre la absorcion in vitro de arsénico.

Asi mismo las distintas transformaciones descritas tienen consecuencias a nivel
toxicoldgico, ya que como se ha evidenciado en la presente tesis, la toxicidad de las
formas arsenicales es variable, siendo baja para las formas pentavalentes a los niveles
que pueden presentarse en el agua de bebida y muy superior para las formas trivalentes.

El mecanismo por el cual las distintas formas arsenicales inducen toxicidad parece tener
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un factor comin, que es la generacién de especies reactivas de oxigeno, con un
desbalance en las defensas antioxidantes celulares que depende de la especie y de la
concentracion (descenso del GSH, modificacion de la actividad de enzimas catalasa y
glutation peroxidada, cambios en la expresién génica de metalotioneinas y proteinas de
choque térmico). Sin embargo, los mecanismos de muerte celular varian entre especies,
indicando diferencias en los procesos de toxicidad. Adicionalmente, se ha puesto de
manifiesto que el arsénico inorgdnico trivalente es capaz de causar una

desestructuracion del citoesqueleto celular formado por actina filamentosa.

La estrecha relacion entre los procesos derivados del estrés oxidativo y los procesos
inflamatorios es de especial importancia a nivel entérico, donde los procesos asociados
a la inflamacion y la respuesta inmune estan en continua regulacion para mantener la
homeostasis intestinal. En esta tesis se pone de manifiesto que las formas arsenicales
trivalentes inducen la liberacién de citoquinas proinflamatorias en los sistemas in vitro
formados por monocultivos de células Caco-2 o por cocultivos de Caco-2/PBMC,
indicando que tanto el arsénico inorganico ingerido como las formas derivadas del
metabolismo o transformaciones intestinales son capaces de inducir una respuesta
proinflamatoria. La presencia adicional de un agente inmundgeno como el
lipopolisacérido de Salmonella enterica var. typhymurium, aumenta la respuesta del
arsénico, especialmente del As(lll), indicando que en lugares donde ambos factores
(arsénico + contaminacién bacteriana) coexisten en agua de bebida, pueden generarse
importantes respuestas inflamatorias a nivel intestinal, cuyas consecuencias deberian ser
estudiadas en profundidad, especialmente en nifios, cuyo sistema inmune esta en
desarrollo y por tanto la susceptibilidad y efectos de estos procesos inflamatorios
intestinales pueden ser mas graves.

La induccién de estrés oxidativo, junto con los efectos proinflamatorios y los
cambios en la estructura del citoesqueleto celular en células Caco-2 expuestas a distintas
formas arsenicales afecta a la permeabilidad paracelular del epitelio, indicando que este

téxico puede alterar la funcionalidad del epitelio como barrera frente a agentes externos.
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1. Arsénico







Introduccion

La contaminacion ambiental es un problema global que en los Gltimos afios ha ido
incrementando su prevalencia e importancia, con un aumento en el conocimiento y
concienciacion sobre el valor que tiene el medio ambiente en las posibilidades de
desarrollo humano. En este ambito, el nivel de contaminacién del agua es un reflejo
directo del grado de contaminacién medioambiental. La provision o acceso a un
adecuado suministro de agua segura y de calidad es una condicion basica para la salud
humanay el estado de bienestar.

Existen sin embargo mdltiples &reas geograficas donde este acceso no estd
garantizado. En areas rurales de paises en desarrollo, el mayor problema de salud
relacionado con la calidad del agua se debe a contaminaciones bacterioldgicas u otros
contaminantes biolégicos como protozoos o enterovirus, sin embargo también existen
problemas de salud por contaminacién quimica. En el caso del arsénico, se estima que
140 millones de personas (Ravenscroft, 2007) estan afectadas por consumo de agua
contaminada con niveles de arsénico que superan los valores maximos recomendados
por la Organizacion Mundial de la Salud (10 pg/L, OMS 2001).

En el afio 2000, la agencia de registro de sustancias tdxicas y enfermedades (ATDR)
clasificé al arsénico como una de las 20 sustancias méas peligrosas presentes en el medio
ambiente (ATRSD, 2000). En la actualidad, la forma inorganica de arsénico se
considera un agente carcinogénico para el hombre (IARC, 2004), siendo el Unico
elemento que ha sido catalogado como sustancia cancerigena por su ingesta a través del
agua de bebida.

En los udltimos afios, este metaloide y especialmente su forma inorganica, han
suscitado el interés de la comunidad cientifica y los organismos internacionales
responsables de la seguridad alimentaria y de la salud, los cuales han emitido opiniones
al respecto (EFSA, 2009; JEFCA, 2010; EPA, 2011). Estas opiniones han identificado
una serie de aspectos en los que se requiere una mayor investigacion. Entre ellos, y
segun lo apuntado por el comité JEFCA y por EFSA existe un interés por el estudio de

la exposicion de la poblacion a arsénico a través del consumo de alimentos, asi como de
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los procesos que tienen lugar tras la ingesta del mismo, incluyendo su absorcién y

toxicidad.

1.1. Caracteristicas generales y antecedentes historicos

Desde la antigiiedad el arsénico ha sido utilizado tanto con fines médicos, como
homicidas y suicidas. Hipocrates (460-377 a. J. C.) y Galeno (138-201 d. J. C))
prescribian una pasta con sulfato de arsénico para el tratamiento de las Ulceras (Graeme
y Pollack, 1998). La posterior introduccion del arsénico como agente terapéutico en la
medicina moderna se debe a Thomas Fowler, que en 1786 desarrolld una solucion
medicinal con 1% de trioxido de arsénico, llamada solucion de Fowler, que fue
empleada para el tratamiento de un gran nimero de enfermedades: cutineas
(particularmente eczemas y psoriasis), fiebres recurrentes, asma, c6lera, malaria. Otros
compuestos arsenicales fueron empleados, principalmente en la primera mitad del siglo
XX, para combatir una amplia gama de infecciones microbianas (Thorburn, 1983). El
primer farmaco organoarsenical (atoxyl) se sintetizdé por Pierre Antoine Béchamp en
1859 tras hacer reaccionar acido arsénico con anilina. En 1910, Paul Ehrlich desarroll6
el compuesto Salvarsan (arsfenamina), empleado en el tratamiento de la sifilis y la
tripanosomiasis hasta el descubrimiento de la penicilina. Durante la segunda guerra
mundial, Ernst A.H. Fiedheim mejord el tratamiento de la tripanosomiasis con
derivados arsenicales, tales como el sulfato de p-metilaminofenol (Gibaud y Jaouen,
2010). A partir de la segunda mitad del siglo XX, empieza a restringirse el uso del
arsénico inorganico como agente terapéutico al ampliarse los conocimientos sobre la

toxicidad de este elemento.

A pesar del abandono del arsénico en el tratamiento de ciertas enfermedades para
las que en la actualidad existen farmacos més efectivos y seguros, en los Gltimos afios se
han desarrollado diversos estudios sobre la utilidad y aplicacion del triéxido de arsénico
(Trisenox®) para el tratamiento de determinadas leucemias, especialmente la leucemia
promielocitica aguda o el sindrome mielodisplasico (List et al., 2003; Rousselot et al.,
2004; Mathews et al., 2010). En el afio 2000 la Agencia de Alimentos y Medicamentos
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de Estados Unidos de América aprobo el uso triéxido de arsénico para este uso (FDA,
2000).

1.2. Formas quimicas del arsénico

El arsénico esta presente en la naturaleza en numerosas formas quimicas. En 1973
el uso de la técnica de generacion de hidruros por Braman y Foreback permitié por
primera vez la diferenciacion entre especies inorganicas y especies metiladas. Desde ese
afio, los avances en quimica analitica han incrementado notablemente el nimero de
especies arsenicales identificadas en la naturaleza. En la tabla 1 se detallan las formas
arsenicales mas comunes en alimentos y algunos de los metabolitos humanos mas
relevantes (EFSA 2009; JEFCA, 2011). Actualmente, el mayor interés se centra en la
identificacion de nuevos arsenoazlcares en los alimentos, de los cuales hay descritas
méas de 20 estructuras que varian en el grupo R unido al aglicén (Francesconi y
Kuehnelt, 2004). También es creciente el interés por los arsenolipidos, de los que se han
descritas diez estructuras diferentes (Sele et al., 2012). Todos ellos contienen el grupo
[(CH3),As(0)] unido a una o varias cadenas de acidos grasos o a una larga cadena de
hidrocarburos (EFSA, 2009).
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Tabla 1. Formas arsenicales mas frecuentes en alimentos y algunos de los metabolitos humanos

mas relevantes.

Especie Formula

Inorgénicas Arsenito [As(lIl)] As(0)s

Arseniato [As(V)] 0=As(0)3

Acido monometilarsénico, MMA(V) CHsAsO(O):
Organicas 4 o monometilarsonioso, MMA(Ill) ~ CHsAS(O)z

Acido dimetilarsinico, DMA(V) (CH3)2AsO(O')

Acido dimetilarsinioso, DMA(III) (CHs)oASOr

Oxido de trimetilarsina, TMAO (CH3)3AsO

lon tetrametilarsonio, TMA* (CHa)As*

Arsenobetaina, AB (CH3)3As*CH.COO~

Trimetilarsoniopropionato, TMAP (CHs)sAs*CH.CH.COO

Arsenocolina, AC (CH3)3As*CH2CH20H

Acido  monomethilmonotioarsénico [CH3AS(0)S]

MMMTA(V) 0 MMAS

Acido dimetiltioarsinico, DMMTA(V) 0 [(CHy).AS(0)S]

DMAS

Acido dimetilditioarsinico, DMDTA(V)  [(CHs)2AsS?]

Acido dimetilditioarsinico, DMDTA(V) ~ [(CHa)2AsS?]

Arsenoazlicares dimetilados
Y= -OH
-OPO3HCH,CH(OH)CH20H
-SOsH

-0S0sH

Arsenoaztcares trimetilados
Y=-0S0z

Arsenolipidos. AsFA-B

H

Q
(CHg)2AsCHy 0 O—CHCHCH,Y

OH OH

H

%
(CHs)sAsTCHz. 0. ,O0~CHCHCHaY

OH OH

(CHs)2AsO(CH2)140COH]
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1.3. Arsénico en el medio ambiente y vias de exposicion para la poblacién

El arsénico es un elemento ampliamente distribuido en la naturaleza. Los
fenémenos naturales (emisiones volcanicas, erosion de las rocas y actividad geotermal)
y la actividad humana causan la dispersion de arsénico en el medioambiente. Las vias
de exposicion humana a arsénico se describen en la figura adjunta. Aire, agua, suelo y

alimentos contribuyen a los niveles de arsénico en el organismo humano.

./ Alre \/
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Figura 1. Vias de exposicion a arsénico en humanos.

1.3.1. Arsénico en aire

Los valores medios de arsénico total en la atmdésfera varian en un intervalo amplio,
entre 0.02 a 4 ng/m° en éreas rurales, entre 3-200 ng/m® en areas urbanas y en niveles
que pueden superar 1000 ng/m* en &reas con actividad industrial (OMS, 2001). La
inhalacién de arsénico es una via de exposicién puntual, restringida a exposiciones
ocupacionales o a individuos que viven proximas a zonas industriales donde la

concentracion de arsénico en la atmdsfera es elevada. Se ha estimado que los niveles de
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exposicién habitual en areas urbanas se encuentran entre 0.02-0.2 pg/dia en zonas
rurales y entre 0.4-0.6 pg/dia en zonas urbanas (ATSDR, 1991).

1.3.2. Arsénico en suelos

En la corteza terrestre el arsénico es el vigésimo elemento por orden de abundancia
(Cullen y Reimer, 1989), con una concentracion media que oscila entre 1.5 y 2 mg/Kg
(Matschullat, 2000). Esta presente en mas de 200 minerales, de los cuales el mas comin
es la arsenopirita (FeSAs). El suelo también presenta este metaloide en su composicion,
pudiendo variar el contenido entre 0.1 y 40 mg/Kg, con una media de 5-6 mg/Kg. Se
han hallado elevadas concentraciones en suelos cercanos a zonas mineras o en areas
donde se han aplicado pesticidas arsenicales, con intervalos que varian desde 10 a méas
de 1000 mg/Kg (Williams et al., 1998). La irrigacion con agua contaminada aumenta
los niveles de este metaloide en suelos y consecuentemente en cereales y vegetales
cultivados sobre ellos (Williams et al., 2005). En ambientes aerobicos la forma
predominante en suelos es el As(V), pudiendo existir también MMA derivado de la

metilacion por parte de microorganismos (Mandal y Suzuki, 2002).

1.3.3. Arsénico en agua

Los valores medios de arsénico en agua marina se encuentran entre 1-2 pg/L
(OMS, 2001). Existen zonas con rocas volcanicas, depdsitos minerales o actividad
geotermal donde excepcionalmente se pueden alcanzar valores de hasta 6400 pg/L
(Nakahara et al., 1978). Las distintas especies arsenicales encontradas en agua incluyen
As(111), As(V), MMA(V), MMA(1I1), DMA(V), DMA(III) y TMAO (IARC, 2004). En
aguas subterrdneas no es habitual la presencia de MMA y DMA, sin embargo estas
formas pueden encontrarse en aguas de lagos y estanques (Hasegawa et al., 1994). La
principal forma arsenical encontrada en agua subterranea es el As(V), existiendo
mayores niveles en pozos profundos (> 15 m) que superficiales (Harvey et al., 2002;
Polya et al., 2005; Agusa et al., 2009). La concentracién del arsénico presente en aguas

subterraneas varia en funcion de la geologia y climatologia de cada zona, pudiendo
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existir variaciones considerables en un mismo pozo segun la estacién anual y los niveles

de precipitaciones.

La exposicién humana a arsénico a través del agua de bebida es la principal via de
exposicion a este metaloide. En determinadas zonas del planeta, las concentraciones de
arsénico en el agua pueden alcanzar concentraciones del orden de mg/L, valores que
exceden considerablemente los niveles maximos recomendados por la Organizacion
Mundial de la Salud (10 pg/L, OMS, 2001). Los elevados contenidos son debidos a la
presencia de rocas y minerales ricos en arsénico en los acuiferos (Taiwan, Bengal,
México, Chile, Argentina, Mongolia, Finlandia, Hungria y oeste de Estados Unidos) o
bien a la contaminacién antropogénica (Reino Unido, Grecia, Tailandia y Ghana)
(Buchet y Lison, 2000). La exposicion cronica a arsénico inorganico a través del
consumo de agua contaminada constituye en la actualidad un problema grave de salud,
con una estimacion que supone mas de 140 millones de personas afectadas (Bagchi,
2007).

1.3.4. Arsénico en alimentos

Los alimentos también son una importante fuente de arsénico (JEFCA, 2011). Los
mayores contenidos de arsénico aparecen en los alimentos de origen marino, los cuales
presentan concentraciones muy variables del metaloide entre 0.9 y 68 pg/g (peso seco)
(Mufioz et al.,, 2000). Recientemente, la Autoridad Europea para la Seguridad
Alimentaria (EFSA), ha recomendado que la evaluacion de riesgo asociada al consumo
de arsénico en alimentos debe establecerse en base a los niveles de arsénico inorganico
y no a los contenidos totales (EFSA, 2009), ya que la toxicidad de las distintas especies
arsenicales es muy variable. Asi, la especiacion de arsénico en pescados y mariscos ha
puesto de manifiesto que la mayoria esta en forma organica, especialmente como AB y
en menor medida como AC, TMAO, TMA®, arsenoazlcares y arsenolipidos, siendo
minoritaria la presencia de formas inorganicas (Sufier et al., 2002). En general estos
alimentos no se consideran un riesgo para el consumidor en lo que a los contenidos de

arsénico se refiere, si bien en algunos bivalvos, mejillones y almejas principalmente, se
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han cuantificado altas concentraciones de arsénico inorganico (1.2 ug/g peso himedo)
(Mufioz et al., 2000).

Otros productos alimentarios presentan sin embargo, contenidos importantes de
arsénico inorganico, tal y como se muestra en la tabla adjunta (tabla 2). Es resefiable el
contenido de arsénico inorganico encontrado en algas, especialmente en el alga parda
Hizikia fusiforme, que actualmente es el alimento donde sistematicamente se ha
encontrado los mayores contenidos de arsénico inorganico, pudiéndose alcanzar valores
de 140 pg/g (Almela et al., 2002). Otros productos con contenidos considerables de
arsénico inorganico son los cereales, especialmente el arroz (Torres-Escribano et al.,
2008).

Debido a que el arroz es el cereal mas consumido a nivel mundial y que en muchos
paises la mayoria de la ingesta calérica diaria estd aportada por este alimento, es una
matriz que ha captado el interés de la comunidad cientifica, existiendo numerosos
trabajos que evallan sus contenidos. Las concentraciones de arsénico total pueden
variar en un amplio intervalo (30-2050 pg/kg) (Xie y Huang, 1998; Heitkemper et al.,
2001; Williams et al., 2005; Mihucz et al., 2007; Rahman et al., 2009). Las especies
detectadas son [As(l11), As(V), DMA y MMA] (Mandal y Suzuki, 2002, Williams et al.,
2005) con variaciones en los ratios de formas organicas/inorganicas segun el origen de
la muestra. Algunos estudios han descrito la existencia puntual de otras formas
arsenicales como ién tetrametilarsonio y arsenobetaina (Mandal et al., 2007; Hansen et
al., 2011). Adicionalmente, en los productos procesados del arroz tales como el miso,
amasake, leche de arroz y alimentos infantiles se ha cuantificado concentraciones

elevadas de arsénico (Signes-Pastor et al., 2009; Sun et al., 2009).
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Tabla 2. Contenidos de arsénico inorganico en alimentos (JEFCA, 2011).

Intervalo de
Productos alimenticios n n < LOD* concentraciones
(mgrkg)
Algas marinas secas 539 4 0.1-130
Arroz 837 0 0.01-0.51
Pescado y productos pesqueros 325 1 0.001-1.2
Vegetales 36 1 0.008-0.61

*NUmero de muestras en las que la concentracion de arsénico inorganico fue inferior al
limite de deteccion de la metodologia analitica utilizada.

Por otro lado, para llevar a cabo una evaluacion mas adecuada de la exposicion al
metaloide a través de la dieta es importante considerar el producto tal y como se
consume, ya que se ha puesto de manifiesto que los contenidos y formas arsenicales
presentes inicialmente en los alimentos pueden cambiar como consecuencia de los
tratamientos previos a su consumo (cocinado, lavado y pelado) (Devesa et al., 2001).
Los cambios més estudiados han sido los relacionados con los procesos de cocinado,
donde se ha evidenciado que dependiendo del tipo de tratamiento culinario, los
contenidos de arsénico pueden aumentar o diminuir respecto al producto crudo. Las
pérdidas se producen por la solubilizacion del arsénico y los aumentos se deben a una
pérdida de peso del producto, principalmente por deshidratacion (Dabeka et al., 1993;
Devesa et al., 2001a). Ademas de los contenidos totales, las formas arsenicales también
pueden modificarse como consecuencia del proceso culinario, si bien en este sentido,
los estudios son escasos. En productos pesqueros se ha puesto de manifiesto una
descarboxilacion de la AB, dando lugar a otra forma organica, TMA", de mayor grado
de toxicidad (Devesa et al., 2001b; Hanaoka et al., 2001). Por otro lado, hay que
destacar que en paises con problemas de contaminacién por arsénico, el uso de agua
contaminada con As(V) para el cocinado de los alimentos incrementa de forma
considerable el arsénico inorganico en el producto que finalmente se ingiere (Bae et al.,
2002; Ackerman et al., 2005; Torres-Escribano et al., 2008).
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Estudios de dieta total realizados en diferentes paises, sin contaminacion de
arsénico en agua muestran una amplia variabilidad existente en la ingesta de arsénico,
con valores que oscilan desde trazas hasta 345 pg/dia de la poblacién japonesa (lkebe et
al., 1992). Por otro lado, se sabe que en paises con problemas de contaminacién, la
mayor parte del arsénico dietario es inorganico (Signes et al., 2008), a diferencia de lo
que ocurre en los paises sin contaminacion ambiental por este elemento, donde las
formas organicas son las mayoritarias en la dieta (Devesa et al., 2001c). Sin embargo,
tal y como indicd la EFSA en 2009, existen grupos en Europa con mayor riesgo de
exposicidn a arsénico (nifios, celiacos y diversos grupos étnicos), debido al consumo de

alimentos, especialmente arroz, con elevados contenidos de este metaloide.

1.4. Toxicidad del arsénico

La toxicidad del arsénico depende de la especie arsenical en la que se encuentre. En
la tabla adjunta (tabla 3) se muestran los valores de la dosis letal 50 (LDsp) tras
administraciones orales en roedores.

Tabla 3. Valores de LDs, en roedores dosificados oralmente (Heedegard y Sloth, 2011).

Especie arsenical LDso (Mg/kg peso corporal)
AB > 10100
TMAO 10600
AC >6500
DMA 1200-2600
MMA 700-1800
TMA® 890
As(V) 20-800
As(l11) 15-42

El arsénico inorganico [As(lll) y As(V)] es la forma toxica mas abundante

encontrada en agua y alimentos. En la actualidad, se sabe que hay formas mas tdxicas
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gue las inorganicas, como son el acido monometilarsonioso [MMA(IID] vy el acido
dimetilarsinioso [DMAC(I11)]. Su presencia en alimentos, se limita a la identificacion de
la forma monometilada en zanahorias cultivadas en un area altamente contaminada
(Yathavakilla et al., 2008), sin embargo, son especies habituales en la orina de humanos
expuestos a arsénico inorganico (Valenzuela et al., 2006), lo que indica que se trata de
metabolitos intermediarios formados durante su metabolismo. Estudios en distintos
tipos celulares, han puesto de manifiesto que son especies con un alto grado de
toxicidad (tabla 4) y con caracter genotdxico (Kligerman et al., 2003; Wnek et al.,
2011). Estudios in vivo también han demostrado la mayor toxicidad del MMA(III), con
una LDsy en hamsters, tras administracion intraperitoneal, de 29.3 pumol/kg de peso
corporal, frente a 112 pmol/kg del As(l11) (Petrick et al., 2001).

Tabla 4. Valores de I1Cs, de especies arsenicales trivalentes en cultivos celulares humanos (Styblo
et al., 2000).

1Cs (M)

Tipo celular As(l11) MMA(I11) DMA(I11)GSH
Hepatocitos >20 55 >20
Queratinocitos >20 2.6 8.5
Células bronquiales 3.2 2.7 6.8
Células vejiga urinaria 17.8 0.8 14.2

La exposicién cronica a arsénico inorganico aumenta la prevalencia de distintos
tipos de canceres (apartado 1.4.2), asi como otras patologias: diabetes tipo I, problemas
cardiovasculares  (hipertension) y cerebrovasculares (infartos), enfermedades
respiratorias obstructivas cronicas y manifestaciones dérmicas no carcinogénicas (hipo e
hiperpigmentaciones, queratosis palmar) (figura 2) (Saha et al., 1999; Yoshida et al.,
2004; Kapaj et al., 2006). En nifios, las poblaciones mas susceptibles a estas
exposiciones crdnicas, los efectos mas reportados son los relacionados con la reduccion

de las capacidades cognitivas (Wasserman et al., 2007; Parvez et al., 2011).
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Figura 2. Manifestacion de arsenicosis: queratodermia plantar y palmar. Fotografias
proporcionadas por Marcelo Biaggini.

1.4.1. Mecanismos de toxicidad del arsénico

Los mecanismos celulares y moleculares implicados en la toxicidad del arsénico
inorgénico y de las formas arsenicales metiladas son un tema en continuo debate. La
evaluacién de estos mecanismos esta parcialmente dificultada por la multitud de vias de
sefializacion que se ven afectadas y por el hecho de que los efectos observados varien en
funcién del tiempo, la dosis, la especie arsenical y la susceptibilidad individual. A pesar
de ello, en la actualidad se acepta que el estrés oxidativo es el principal mecanismo de

accion del arsénico (Flora, 2011).

La toxicidad del As(V) se produce bien por la reduccién a As(l11) (Bertolero et al.,
1987; Ferrario et al., 2008) o por interferencia directa del As(V) en distintos procesos
celulares. En general, una vez se absorbe, el As(V) se reduce a As(ll) principalmente
en sangre e higado, si bien parte de esta reduccion también pude llevarse a cabo en el
tracto gastrointestinal (Herbel et al., 2002; N"emeti y Gregus, 2005). El As(V) tiene una
gran similitud quimica con el fosfato inorgéanico (Villa Bellosta y Sorribas, 2008) y es
capaz de sustituirlo en las vias de glicdlisis y respiracion celular (Dixon, 1997). Este
desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa provoca la formacién de ADP-arsenato en
vez de ATP, reduciendo los niveles energéticos celulares y dafiando la mitocondria
(Carter et al., 2003).
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Se ha demostrado que la exposicion a As(lll) induce la formacion de especies
reactivas de oxigeno en una amplia variedad de células incluyendo células humanas de
pulmon, vejiga, higado o colon (Li et al., 2002; Nakagawa et al., 2002; Eblin et al.,
2006; Laparra et al., 2008). Los mecanismos exactos a través de los cuales se generan
distintas especies reactivas de oxigeno aln no estan completamente dilucidados
(Jomova y Valko, 2011). No obstante se han descrito distintas fuentes en la produccion

e incremento de ROS ocasionados por exposicion a arsénico:

- cambios en la integridad de la membrana y descenso en el potencial de membrana

mitocondrial

- generacién de especies intermediarias de arsénico capaces de producir radicales

libres

- liberacién de hierro de la ferritina por especies arsenicales metiladas con la

consiguiente generacion del radical *OH a partir de O, "y H,0,
- oxidacién de As(I11) a As(V)

Adicionalmente a las especies reactivas de oxigeno, la exposicion a arsénico pude
inducir la formacion de especies reactivas de nitrogeno (Germolec et al., 1996;
Barchowsky et al., 1999; Shi et al., 2004; Mishra y Flora, 2008).

En la figura 3 se representa la participacion de la mitocondria en la generacion de

especies reactivas inducidas por arsénico.
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Figura 3. Efecto del arsénico sobre el potencial de membrana mitocondrial y la generacion de
especies reactivas de oxigeno, con la consiguiente induccion de apoptosis. Imagen obtenida de
Miller et al (2002).

El As(Il) se considera un elemento inerte-redox (Jomova y Valko, 2011), cuyos
efectos incluyen la induccién de apoptosis o necrosis, inhibicién del crecimiento,
estimulacién o inhibicidn de la diferenciacion celular e inhibicién de la angiogénesis
(Miller et al., 2002). Entre los mecanismos de accion que conducen a estos eventos esta
la desnaturalizaciéon de proteinas a través de interacciones con grupos sulfhidrilo
(Winski et al., 1995; Gebel 2000), aumento de especies reactivas de oxigeno (Ding et
al., 2005; Chowdhury et al., 2010) y alteracién de regulacion génica (Rossman 2003;
Mo et al., 2011).

Se ha descrito que el As(l11) es capaz de inhibir mas de 200 enzimas (Abernathy et
al., 1999), entre las que cabe destacar la piruvato deshidrogenasa, cuya inhibicién
reduce la actividad del ciclo del acido citrico y la produccion celular de ATP (Bergquist
et al.,, 2009). Asimismo, el As(lll) es capaz de unirse directamente al receptor de
glucocorticoides (GR), inhibiendo selectivamente la transcripcién mediada por GR

(Kaltreider et al., 2001) y modificar distintas vias de sefializacion celular mediadas por
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proteina kinasas, tirosina fosfatasas o NFkB (Miller et al., 2002). También se ha
demostrado la capacidad del As(l11) de activar los receptores de estrogenos y de afectar
el citoesqueleto celular por interaccion con los grupos sulfhidrilo de la actina y tubulina
(Liy Broome, 1999; Binet et al., 2006; Izdebska et al., 2009).

En los Gltimos afios, se han incorporado a los estudios de toxicidad del arsénico
otras formas quimicas, especialmente el MMAC(III) y DMA(III), debido a su elevada
toxicidad. Se ha evidenciado su participacion en la generacion de especies reactivas de
oxigeno en diversos sistemas celulares, asi como en la induccién de transformaciones y
desarrollo de carcinogénesis (Mass et al., 2001; Nesnow et al., 2002; Kadiiska et al.,
2004, Naranmandura et al., 2011a, 2011b). Adicionalmente a las formas metiladas
trivalentes, se han identificado otros metabolitos intermediarios en los procesos de
metilacion del arsénico inorgénico (Suzuki et al., 2004), entre ellos las formas tioladas
[MMMTA(V), DMMTA(V) y DMDTA(V)]. En células humanas de vejiga urinaria se
ha evidenciado que el DMMTA(V) es especialmente tdxico, principalmente por la
generacion de estrés oxidativo (Naranmandura et al., 2011a). La reciente identificacién
de estas especies y la escasez de estudios que evallen su toxicidad en distintos sistemas
celulares asi como en modelos in vivo, abren un nuevo campo de estudio para la

toxicologia del arsénico.
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1.4.2. Arsénico y cancer

El arsénico inorganico esta considerado por la agencia internacional de investigacion
sobre el cancer (IARC) como un carcindgeno para el hombre, mientras que el DMA(V)
esta clasificado como cancerigeno en animales (tipo 2B) (IARC, 2004).

Existen numerosos estudios epidemioldgicos que han evaluado la asociacion entre
la exposicion a arsénico a través de la ingesta de agua contaminada y el desarrollo de
cancer en distintos organos, especialmente piel, pulmén, higado y vejiga urinaria,
aunque también se contempla un incremento en la prevalencia de cancer de colon y
rifién (Chen et al., 1988, 1992; IARC, 2004; EFSA, 2009). Si bien no existen muchas
referencias que reporten un aumento en la incidencia de cancer a nivel gastrointestinal
por exposicion arsénico (Chen et al., 1985; Acharya et al., 2010), se ha observado un
descenso en la mortalidad por cancer de colon tras suministrar agua no contaminada a
individuos de una zona con hidroarsenicismo cronico endémico (Yang et al., 2008). Sin
embrago, la asociacién entre exposicién a arsénico e incidencia de cancer de colon
basada en el criterio de reversibilidad, solo se ha demostrado para hombres, indicando
diferencias especificas de género en los distintos procesos relacionados con la toxicidad

del arsénico (Yang et al., 2008).

Otras formas arsenicales también tienen un efecto promotor de tumores, al menos en
modelos animales o en sistemas in vitro. Asi, DMA(V), MMA(V) y TMAO son
promotores de tumores en diversos 6rganos en roedores (Yamamoto et al., 1995; Li et
al., 1998, Wanibuchi et al., 2004). EI DMA(V) tiene, ademas, actividad carcinogénica
completa sobre la vejiga urinaria de ratas expuestas cronicamente a través de agua o
alimentos contaminados (Wei et al., 2002; Arnold et al., 2006; Cohen et al., 2006). Los
estudios a largo plazo en roedores dosificados con MMA(V) muestran toxicidad
gastrointestinal, con procesos inflamatorios, ulceraciones y metaplasias (Lu et al.,
2003), sin embargo, no han mostrado efectos cancerigenos. En cuanto a la forma
monometilada trivalente, Escudero-Lourdes et al. (2010, 2012) demostraron la
capacidad del MMAC(III) de producir transformacion maligna de células de vejiga

urinaria (UROtsa) tras exposiciones cronicas a este metabolito del arsénico inorgéanico.
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Debido a los efectos pleiotropicos del arsénico y las variaciones observadas en distintas
condiciones experimentales existe un amplio campo de estudio en el que profundizar.

A pesar de estar ampliamente reconocida esta capacidad carcinogénica,
especialmente del arsénico inorganico, los mecanismos de accién que conducen al
desarrollo del cancer en individuos expuestos a arsénico todavia no estan
completamente descritos (Rossman, 2003). Hasta el momento se sabe que la induccion
de tumores por el arsénico inorganico se produce a través de multiples efectos sobre
vias de transduccion de sefiales, activacion de factores de transcripcion y cambios en la
expresion de genes relacionados con la proliferacién y crecimiento celular (Singh et al.,
2011). Asimismo se ha descrito la capacidad de este metaloide de afectar directamente
al ADN o a los procesos de reparacion del mismo, dando lugar a deleciones, dafios
cromosémicos, aneuploidia, formacién de micronlcleos, entrecruzamientos ADN-
proteina o intercambio de cromatidas hermanas (Lage et al., 2006). La figura 4 muestra
la asociacion descrita por Clewell et al. (2007) entre arsénico inorganico, estrés

oxidativo y cancer.
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Figura 4. Asociacién entre arsénico, estrés oxidativo y cancer (Clewell et al., 2007).
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1.4.3. Muerte celular

La muerte celular se puede definir como una pérdida irreversible de la integridad de
la membrana plasmatica. Generalmente, en funcién de diferencias morfolégicas, los
tipos de muerte celular se clasifican en apoptosis o muerte celular programada
(condensacion y fragmentacion de la cromatina, disminucion del volumen celular,
condensacion y vacuolizacion del citoplasma, fragmentacion nuclear), necrosis
(dilatacion de las organelas citoplasmaticas, ruptura de la membrana celular, liberacion
de factores que generan inflamacién local) y autofagia (formacién de vesiculas
autofagicas que se degradan por la propia célula a través del sistema lisosomal). En los
Gltimos afios se han definido otros tipos de muerte celular tales como parapoptosis,
catéstrofe mitotica, muerte celular programada similar a la necrosis (necrosis-like PCD)
0 muerte celular programada similar a la apoptosis (apoptosis-like PCD). La figura 5
muestra un esquema de los cambios morfolégicos en las células durante los procesos de

apoptosis y necrosis.
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Figura 5. Representacion esquematica de las diferencias morfolégicas entre los procesos
necroticos y apoptéticos. Imagen obtenida de http://retina.umh.es.
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Entre las principales moléculas implicadas en los procesos apoptdticos estan las
caspasas, cistein proteasas que segun la especificidad de sustrato y funcién se organizan
en iniciadoras (caspasas-2, -8, -9 y -10) y de ejecucién (-3, -6, y -7) (Pulido y Parrish,
2003). Las caspasas iniciadoras presentes en forma de procaspasas, son activadas por
distintos factores externos o sefiales intracelulares (Kaufmann y Hengartner, 2001). Las
caspasas ejecutoras, también en forma de procaspasas, se activan por protedlisis de
alguna de sus subunidades y, una vez activadas, degradan especificamente componentes
vitales de la célula. Entre las caspasas ejecutoras, una de las mas importantes es la
caspasa-3 (Pulido y Parrish, 2003).

Estan descritas dos vias principales de induccion de la apoptosis, la via extrinseca y
la intrinseca. Ambas convergen en la activacion de caspasas-3 y -7 (Tait y Green, 2010).
En la via extrinseca, distintas sefiales o ligandos interactdan con receptores de muerte
celular localizados en la membrana de la célula y se produce la activacion de la caspasa-

8, que a su vez activa a las caspasas 3y 7 (figura 6).

La via intrinseca implica una disrupcidn de la homeostasis intracelular que afecta
especialmente a la mitocondria, con cambios en el potencial de membrana y liberacion
de citocromo c y factor inductor de la apoptosis (AIF). El citocromo c interactda con el
factor de activacion de apoptosis (APAF-1) para formar el apoptosoma, que activa
finalmente a la caspasa-9, que a su vez activa a las caspasas-3 y -7. El AlIF activa
enzimas que degradan el ADN y conducen a la muerte celular programada de forma

independiente a la activacion de caspasas (figura 7).

Los cambios en el potencial de membrana mitocondrial estdn controlados
principalmente por interacciones entre miembros pro-apoptoticos y anti-apoptéticos de
la familia de genes de linfoma de células B 2 (BCL2). BAX y BID, entre otros, son
factores apoptoticos, mientras que entre los factores anti-apoptoticos podemos encontrar
BCL2, BCL-XL y MCL1. Adicionalmente, BCL2 interactia con IAP (proteinas
inhibidoras de apoptosis) para regular este proceso de muerte celular (Tait y Green,
2010).
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El efecto apoptético del arsénico, especialmente del As(lll), se ha descrito en
multitud de trabajos, asociandolo principalmente al estrés oxidativo y a la regulacion de
la via mitocondrial o intrinseca de la apoptosis (Franco et al. 2009). También se ha
evidenciado la induccion de factores pro-apoptoticos de la familia BCL2, asi como la
activacion de receptores de muerte celular (via extrinseca) por el As(l11) (Franco et al.
2009). Recientemente, Naranmandura et al. (2011b), han puesto de manifiesto la
importancia de la mitocondria en el efecto toxico del MMA(IIT) y DMA(III).

A pesar de considerarse la apoptosis como uno de los principales mecanismos
efectores del arsénico, se ha descrito la induccién de necrosis (Scholz et al., 2005; Lew
et al., 1999) y autofagia (Kanzawa et al., 2003, 2005; Yang et al. 2008).
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Figura 6. Vias de activacion de la apoptosis. Imagen modificada de Andersen et al. (2005).

1.5. Arsénico y respuesta inmune

1.5.1. Una visién general de la respuesta inmune intestinal

El tejido linfoide asociado a la mucosa intestinal (GALT) supone la mayor masa de
tejido linfoide del organismo y se distribuye en tejidos linfoides agregados (foliculos

asociados a las placas de Peyer y ganglios linfaticos mesentéricos) o en tejido linfoide
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difuso distribuido en la lamina propia de la mucosa o en el epitelio intestinal (linfocitos

intraepiteliales).

Las células epiteliales intestinales, debido a su localizacién anatdmica juegan una
importante funcién en la modulacién de la respuesta inmune, ya que suponen la puerta
de entrada para los antigenos luminales, con los que estdn permanentemente en
contacto. Uno de los aspectos clave en la regulacién inmunoldgica intestinal consiste en
la adecuada interaccion entre la célula epitelial y las células del sistema inmune. La
célula epitelial procesa y transporta los antigenos hacia la [amina propia y puede actuar
también como célula presentadora de antigeno. En la figura 7 se representa el ambiente
inmune y los distintos tipos celulares presentes en el intestino que participan en la
respuesta inmune. En condiciones normales, la presentacion de antigenos luminales
normales por parte de células epiteliales provoca una supresion o inactivacion de la
respuesta inmunitaria, concepto que se ha descrito como tolerancia oral (MacDonald,
2001).
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Figura 7. Ambiente inmune intestinal y defensa intestinal contra las bacterias comensales.

Imagen obtenida de MacPherson y Harris (2004).
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1.5.2. Respuesta inmune innata y adaptativa

La respuesta frente a patdgenos o sustancias potencialmente dafiinas para el
organismo se ha dividido en respuesta inmune innata y especifica, si bien en los Gltimos
afios se ha incrementado el conocimiento sobre la complejidad de las interacciones entre

ambos procesos y su estrecha conexion.

La inmunidad innata se caracteriza por una falta de especificidad frente al patdgeno,
ausencia de memoria inmunoldgica y respuesta rapida sin necesidad de maduracion o
induccion de linfocitos. Estd formada por las barreras epiteliales (piel, membranas
mucociliares) que separan el ambiente externo del interno y que a través de distintos
mecanismos (acidificacién pH, secrecion de péptidos antimicrobianos, tasas de
renovacion celular elevadas, movimientos ciliares y peristalticos) impiden la entrada de
sustancias 0 microorganismos patogenos. Si estas barreras se dafian y los agentes
infecciosos entran en el organismo se desencadena un proceso de inflamacion aguda que

combina factores humorales y celulares.

Intimamente asociada a la inmunidad innata se desarrolla también la inmunidad
adquirida o adaptativa. En este caso se trata de una inmunidad especifica contra el
antigeno y capaz de generar memoria inmunolégica. Durante el desarrollo de la
inmunidad adquirida, a nivel intestinal, los linfocitos de las placas de Peyer tras su
activacion por contacto con antigenos proliferan con especificidad clonal y pasan a
sangre, desde donde migran de nuevo a la lamina propia. Aqui se alojan los linfocitos T
CD4+ (linfocitos T colaboradores activados) y los linfocitos B se transforman a células
plasmaticas productoras de IgA especifica contra los distintos antigenos (MacDonald,
2001). Ante un nuevo contacto con el antigeno, los linfocitos T proliferan y se
desencadena una respuesta inmunolégica celular y un estimulo para que los linfocitos B

se transformen en células plasméticas (Borruell et al., 2003).

Una de las claves fundamentales para el correcto funcionamiento del sistema inmune
consiste en la diferenciacion entre lo propio y lo extrafio (Medzhitov, 2002).
Especialmente importante en este proceso es el reconocimiento de estructuras o

productos del metabolismo microbiano. Estas estructuras, llamadas patrones
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moleculares asociados a patégenos (PAMPs) incluyen el lipopolisacarido (LPS) de la
pared celular de bacterias gram-negativas, entre otras muchas moléculas. El
reconocimiento de PAMPs se lleva a cabo a través de receptores de reconocimiento de
patrones (PRRs), presentes en macréfagos, linfocitos, células dendriticas, endoteliales y
epiteliales (Bianchi, 2007). Uno de los PRRs mas importantes en el reconocimiento de
patdgenos e iniciacion de la respuesta inmune son los toll like receptors (TLR) (Takeda
y Akira, 2004). Las células epiteliales intestinales expresan concentraciones bajas de
este tipo de receptores como mecanismo para mantener una situacion de ausencia de
respuesta o respuesta limitada frente al estimulo continuo de LPS de bacterias
comensales (Abreu, 2001, 2002).

1.5.3. Citoquinas

Las citoquinas, glicoproteinas de bajo peso molecular, agrupan interleuquinas,
quimioquinas, interferones, factores estimuladores de colonias, factores de crecimiento
y factores de necrosis tumoral. Todos estos compuestos actian de forma autocrina o
paracrina, modulando la respuesta inmune, el crecimiento y diferenciacion de las células
hematopoyéticas, la regeneracion tisular y la angiogénesis, entre otras (Lage et al.,
2006).

Funcionalmente, estas moléculas presentan retroregulaciones positivas y negativas y
actuan en general en combinacién con otras citoquinas que también modulan su accién.
Al actuar sobre diferentes tipos celulares ejercen multiples efectos (pleiotropicas) e

igualmente comparten muchos de ellos (redundantes).

La correcta regulaciéon entre las citoquinas que inducen la inflamacion o
proinflamatorias y las que reducen o bloquean el proceso inflamatorio
(antiinflamatorias) es fundamental para evitar alteraciones patolégicas asociadas con la
respuesta inmune. Las citoquinas proinflamatorias, en conjunto, son capaces de inducir
una cascada de productos génicos, tales como fosfolipasa A2 (PLA2), ciclooxigenasa-2
(COX-2) y sintasa inducible del oxido nitrico (iNOS), en respuesta a distintos

estimulos. Otros genes proinflamatorios son los que dan lugar a quimiocinas, moléculas
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gue provocan un incremento de la adhesion y/o activacién de eosindfilos, linfocitos T y
B, monocitos, macrdfagos, células dendriticas, neutréfilos. Su funcion es critica en la
iniciacion y promocion de la respuesta inflamatoria, ya que regulan la afluencia de los
leucocitos al sitio de la inflamacion. Una de las quimiocinas més estudiadas es al
quimiocina atrayente de neutrdfilos o IL8 (Dinarello, 2000). Se conoce que en respuesta
a la invasion o colonizacion del epitelio intestinal por microorganismos, las células
epiteliales secretan principalmente IL8 con el fin de reclutar de células inmunes,
especialmente neutrofilos, que traslocan a través del epitelio y realizan su actividad
antibacteriana a nivel luminal (Sansonetti 2004). Asimismo, se ha evidenciado su
importante participacion en la regulacion del microambiente tumoral, promoviendo la

angiogénesis, la proliferacion y la migracion celular (Waugh y Wilson, 2008).

Distintos factores pueden desencadenar la expresion de genes proinflamatorios,
entre ellos las endotoxinas, pero también IL1 y TNFa (Van de Walle et al., 2010). Estas
dos citoquinas, en respuesta a infeccion, trauma, isquemia, toxinas o células T
activadas, inician la cascada de mediadores de la inflamacién y son capaces de inducir
la produccion de 1L6, -8 y -12 (Sewnath et al., 2000; Sands, 1997).

Adicionalmente se ha descrito que en pacientes con enfermedad inflamatoria
intestinal (IBD) los niveles de TNFa, IL8 e IL6 en la mucosa intestinal estan elevados,
asociandose los niveles de estas citoquinas con la patogénesis y el nivel de dafio tisular
(Reimund et al., 1996a, 1996b; Atreya et al., 2000; Dube et al., 2004).

Las citoquinas antiinflamatorias bloquean o suprimen la intensidad de la cascada
inflamatoria. Asi, IL4, IL10, IL13 y TGF-p suprimen la produccion de IL1, TNFa e IL8
(Dinarello 2000). El equilibrio entre las citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias
es fundamental para el mantenimiento de la homeostasis del individuo. Se ha
demostrado que la delecién del gen de la IL10 en raton induce espontaneamente al
desarrollo de inflamacion intestinal grave, demostrando la importancia y complejidad de

la regulacion de todos los componentes que participan en la respuesta inmune.
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1.5.4. Arsénico e inmunidad.

La forma arsenical mas evaluada en este campo ha sido el arsénico inorganico. La
afectacion de la actividad de linfocitos, monocitos y macréfagos por este metaloide, con
la consiguiente inmunosupresion, se ha descrito en maltiples estudios epidemioldgicos,
in vivo o in vitro (Gonsebatt et al., 1994; Lantz et al., 1994; Duker et al., 2005; Sakurai
et al., 2004; Soto-Pefia et al., 2006, 2008; Bourdonnay et al., 2009a; Banerjee et al.,
2009). También se ha puesto de manifiesto que el arsénico inhibe la activacion y
proliferacion de células T a través del eje TNFa (Chu et al. 2010), asi como la respuesta
mediada por anticuerpos en ratones (Burns et al., 1991). Fry et al., (2007), a través de
una aproximacién transcriptomica, han evidenciado que la exposicion prenatal a
arsenico acta como un estimulo inflamatorio capaz de activar la cascada de activacion
mediada por NFk[3, mientras que Ragib et al. (2009) han observado que la exposicién
durante el periodo prenatal a arsénico reduce el desarrollo del timo y aumenta la
morbilidad debida a infecciones respiratorias. Otros estudios han propuesto la
activacion de respuestas inmunes por arsénico (Yoshida et al., 1987), no quedando clara
la relacién de dosis dependencia en la respuesta inmunotoxica de este metaloide (Lage
et al., 2006). Adicionalmente, se ha comprobado el incremento en la secrecion de
diversas citoquinas proinflamatorias tras exposicion a MMA(III) en células de vejiga
urinaria (Escudero-Lourdes, 2010; 2011).

A pesar de los numerosos estudios al respecto, los efectos del arsénico sobre el
sistema inmune todavia tienen multitud de aspectos desconocidos, especialmente
relacionados con el efecto dosis-respuesta y las consecuencias debidas a exposiciones

crénicas a bajas concentraciones del toxico.
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1.6. Toxicocinética

1.6.1 Absorcion

1.6.1.1. Concepto de biodisponibilidad oral

La biodisponibilidad oral se pude definir como la fraccion de elemento absorbida en
el tracto gastrointestinal que llega a la circulacion sistémica (Caussy, 2003). Como
primera aproximacion en el estudio de la biodisponibilidad de nutrientes, farmacos o
toxicos se evalla la bioaccesibilidad, maxima fraccidn del compuesto que es capaz de
solubilizarse desde de la matriz en el tracto gastrointestinal (fraccidn bioaccesible) y por
tanto estd disponible para su absorcion (Oomen et al., 2002). Adicionalmente, la
biodisponibilidad depende del proceso de absorcién en la mucosa gastrica y/o intestinal
y de las posibles transformaciones debidas al metabolismo intestinal o hepético, que
pueden modificar la forma quimica del compuesto absorbido antes de que este alcance
los 6rganos diana (Ruby et al., 1999). Existen numerosos factores que pueden afectar a
la biodisponibilidad, tanto intrinsecos (variabilidad interindividual, edad, estado
fisiolégico y nutricional, patologias, flora intestinal) como extrinsecos (aporte dietético,

forma quimica, solubilidad, interacciones con alimentos) (Barbera y Farré, 1992).
1.6.1.2. Distintas aproximaciones al estudio de la biodisponibilidad oral

La evaluacién de la biodisponibilidad puede llevarse a cabo mediante estudios in
vivo y/o in vitro. Los métodos in vivo consisten en la administracion oral de la sustancia
a evaluar a humanos o a modelos animales. EI analisis de la sustancia que alcanza la
circulacion sistémica mediante la extraccion de sangre a distintos tiempos y la
comparacion con el nivel en sangre tras la administracion intravenosa permite conocer

la biodisponibilidad absoluta del compuesto.

El sistema in vivo aporta la mejor estimacién de la biodisponibilidad de
micronutrientes (Van Campen y Glahn, 1999), sin embargo, debido al caracter toxico
del arsénico, los estudios realizados en humanos son escasos (Bettley y O’Shea, 1975;
Crecelius, 1977; Mappes, 1977; Hollins et al., 1979; Tam et al., 1979; Pomroy et al.,
1980; Buchet et al., 1981; Johnson y Farmer, 1991; Koch et al., 2007; He y Zheng,
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2010). Estos estudios indican una elevada absorcién del arsénico en distintas formas, en
la mayoria de casos superior al 50%. En estos estudios, la biodisponibilidad del arsénico
se calcula de forma indirecta, evaluando la tasa de excrecion de arsénico en orina y/o
heces tras la administracién de soluciones de arsénico o dietas controladas. Esta
aproximacion puede realizarse debido a que el arsénico se elimina de forma rapida de la
circulacion sanguinea y se excreta principalmente por orina (He y Zheng 2010). El
balance de masas puede subestimar la biodisponibilidad ya que parte del arsénico
absorbido se elimina por heces (Tam et al., 1979) y se acumula en ufias (Karagas et al.,
2000, 2001), pelo y piel (Koch et al., 2007), asi como en distintos 6rganos.

Como alternativa a los estudios en humanos se han empleado animales de
experimentacion para estudiar la biodisponibilidad del arsénico, si bien hay que tener en
cuenta las diferencias entre el metabolismo animal y humano (Wienk et al., 1999),
factor que pude afectar significativamente a los resultados obtenidos y a la posibilidad
de interpolar datos entre especies. A este respecto se ha demostrado que los monos titi y
los chimpancés no son capaces de metilar el arsénico inorganico (Vahter, 1999),
mientras que Drobna et al. (2010a) observaron distintos patrones de metilacién en
hepatocitos de perros, macacos y ratas frente a hepatocitos de conejos, ratones y

humanos.

Diversos estudios han evaluado la biodisponibilidad de arsénico en modelos
animales (primates, cerdos, perros, conejos y roedores). Algunos de los resultados
obtenidos se resumen en la tabla 5. Los primates se consideran el modelo mas cercano a
los humanos, si bien las consideraciones éticas y el elevado coste que implica su
mantenimiento han hecho que los estudios en esta especie sean escasos (Roberts et al.,
2002; Freeman et al., 1995). Con modelos porcinos se ha evaluado la biodisponibilidad
de arsénico desde suelos, matriz sobre la que se han realizado el mayor nimero de

estudios de biodisponibilidad de arsénico, asi como desde distintos alimentos.
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Tabla 5. Estudios de biodisponibilidad de arsénico realizados in vivo mediante el uso de modelos animales.

Referencia

Especie animal

Exposicion realizada

% arsénico biodisponible

SUELQOS

Conejo blanco de Nueva

Suelo (3900)

Freeman et al., 1993 48
Zelanda
Groen et al., 1994 Perros Suelo (339) 8.3
Freeman et al., 1995 Macacos Suelo (410) 13.8
Ng et al., 1998 Ratas Wistar macho Media de 16 suelos (1136) 27.5+13.2
Casteel et al., 2001 Cerdos Suelos 18-45

SOLUCIONES ACUOSAS

Fullmer y Wasserman,
1985

Pollos White Leghorn

Soluciones de As(V) (1 mM; 75 ppm)

59.7+2.1 (% en sangre)
y 31+1 (% en mucosa intestinal)

Gonzalez, Aguilar y
Martinez, 1995

Ratas Wistar macho

Soluciones de As(V) (3-240 pg/mL)

4-93.7 (% en sangre)
68.5-82.6 (% excrecidn)

Juhasz et al., 2006

Cerdos

Soluciones de MMA, DMA, As(111) y As(V) (20

Biodisponibilidad absoluta para
MMA, DMA, As(l11) y As(V):

ug As/kg) 16.7+5, 33.3+1.7, 103.9+25.8,
92.5+22.3
ALIMENTOS
Acelga (dosis: 2.2-2.3 g As/kg) BIOdISpOI’IIbI'hdad absoluta
, Acelga: 52 + 18
Cerdos Rébano (38.8-72.2 pug As/kg) , .
Juhasz et al., 2008 Rébano: 77 + 20
Lechuga (1.9-4 ug As/kg) .
Judias (9.0-19.9 pg As/kg) Lechuga: 50 + 13
' ' Judias: 98 + 23
Juhasz et al., 2006 Cerdos Arroz (3.3-20.2 ug As/kg) Biodisponibilidad absoluta

33-89%
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Debido a los inconvenientes que presentan los estudios in vivo, tales como el
elevado coste, dificultades técnicas, reducido nimero de datos y controversia ética, se
han desarrollado métodos in vitro como alternativa al empleo de animales de
experimentacion. En 1996, Ruby et al., desarrollaron un sistema para determinar la
bioaccesibilidad oral del arsénico y plomo en suelos. La biodisponibilidad oral in vivo
de estas mismas muestras se habia testado previamente en conejos (Freeman y col,
1993) y macacos (Freeman y col, 1995), observandose una buena correlacién de los
estudios in vivo con los in vitro. El sistema in vitro desarrollado se denoming test de
extraccion fisioldgico o physiologically based extraction test (PBET) (Ruby et. al.,
1996) y simulaba parametros fisiolégicos tales como pH gastrico e intestinal, masa de

muestra, volumen de fluido, tasa de vaciado estomacal y tiempo de transito intestinal.

Desde entonces se han desarrollado nuevos métodos basados en modificaciones de
PBET, consistentes en tratamientos secuenciales enzimaticos en dos etapas, gastrica con
pepsina a pH 1.8-2.5, e intestinal con pancreatina y sales biliares a pH 5-6.5 y posterior
estimacién de la fraccion soluble del componente estudiado (fraccion bioaccesible) o
dializable a través de una membrana de determinado tamafio de poro. Los distintos
modelos in vitro (SBET, DIN, RIVM, SHIME, TIM, IVG, Artificial Biofluid, GFE)
modifican pardmetros como cantidad de muestra, adicion de componentes alimentarios,
presencia 0 no de saliva 0 microorganismos, enzimas empleadas en la etapa gastrica e

intestinal, volumen y tiempos de ensayo.

Terminado el proceso de digestion gastrointestinal in vitro se estima la fraccion
soluble del componente estudiado o la fraccion dializable a través de una membrana con
un determinado tamafio de poro. Estas aproximaciones basadas en la solubilidad miden
la cantidad de componente en el sobrenadante obtenido por centrifugacion (Crews et al.,
1983) o filtracion (Narasingarao y Prabhavathi, 1978) y representa la fraccion maxima
del compuesto disponible para ser absorbido (Versantvoort et al., 2005). La
incorporacion de esta fraccion soluble a células del epitelio intestinal crecidas sobre
soportes microporosos s6lidos y la determinacion de la retencidn o transporte a través
de esta monocapa celular proporciona una aproximacion a la biodisponibilidad oral
(Moreda-Pifieiro et al., 2011).
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El empleo de estos modelos ha sido propiciado por su rapidez, relativo bajo coste,
sencillez, posibilidad de un gran nimero de réplicas y mejor control de las variables
experimentales. Estos métodos proporcionan estimaciones relativas de la
biodisponibilidad (tabla 6), ya que no tienen en cuenta determinados factores
fisioldgicos intrinsecos del organismo (estado nutricional, secrecidn gastrointestinal,
flora intestinal, transporte activo, interacciones con la mucosa, cinética del transito
intestinal) (Van Campen y Glahn, 1999; Wienk et al., 1999).
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Tabla 6. Estudios de bioaccesibilidad/biodisponibilidad in vitro de distintas formas arsenicales desde alimentos. Tabla modificada de Moreda-Pifieiro et al.

(2011).
Referencia Especies arsenicales Muestra Resultados
. Bioaccesibilidad As total y iAs: 32-77.2% y se incrementa tras el
Laparrazeéozﬂ., 2003; As total, iAs [As(111) y As(V)] con'?;gt?f)les cocinado (65.7-87.9%)
Bioaccesibilidad: As(I11): 36-94%, As(V): 5-51%
1 1 i . -Q70, -
Glicerol ribosa, ribosa fosfato, As total bioaccesible en algas crud_as y cocinadas: 38-87% y 57
. . Algas 106% respectivamente.
Almela et al., 2005 ribosa sulfonato y ribosa - . - .
comestibles Glicerol, fosfato, sulfonato y sulfato ribosa en algas crudas: 80-
sulfato
124%
Bioaccesibilidad: iAs en arroz cocinado (63-100%), As(l11): 3-20%,
iAs [As(l1l) y As(V)] Arroz As(V): 60-90%

Laparra et al., 2005b

% de retencion y transporte en células Caco-2 (3.9-71.8%)

Koch et al., 2007

iAs, MA, DMA, formas
organicas

Algas y almejas

Bioaccesibilidad del As total (44+7% y 78+15%) y iAs (86+42% y
45+7%) en almejas y algas, respectivamente.

Laparra et al., 2007

MMA, DMA, AB, TMAO,
TETRA

Pescados (lenguado,
halibut y DORM-2)

Bioaccesibilidad del As total (79.2-102%). Bioaccesibilidad de AB
(68-124%)
Bioaccesibilidad de DMA (32%) y TMAO (80%)
Transporte de AB en células Caco-2: 12%

Dufailly et al., 2008

As(111), As(V), MMA, DMA,
AB, AC, TMAO

Muestras de referencia
de pescado y marisco

Arsénico total bioaccesible en el método de liberacién continuo en
linea: 42-59% y en el método estatico: 52-69%

Williams et al., 2009

As(111) y As(V)

Cangrejo

Bioaccesibilidad del arsénico > 69%

Torres-Escribano et
al., 2011

Arsénico total

Muestra de referencia de
alga y pescado

Bioaccesibilidad del arsénico total el alga y pescado,
respectivamente, en método estatico (SM) (72% y 71%) y dindmico
(TIM-1) (47-67%)
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Ademas de los procesos de absorcién, durante el transito a lo largo del tracto
intestinal pueden producirse transformaciones de las especies arsenicales. Varios
trabajos han puesto de manifiesto que el contenido del ciego intestinal de roedores o la
flora aislada de heces de animales, reducen el As(V) a As(l11) y/o modifican el arsénico
inorganico dando lugar a especies de mayor grado de metilacion (Hall et al., 1997).
Sélo recientemente se ha reportado resultados del efecto de la flora intestinal humana
sobre las formas quimicas de arsénico a nivel intestinal. Van de Wiele et al. (2010)
observaron una elevada capacidad de metilacion del arsénico inorganico por parte de
microflora col6nica, con la consiguiente formacion de distintos metabolitos
monometilados [MMA(V), MMA(II) y (MMATA(V)], siendo la forma tiolada la
mayoritaria. EI mismo grupo ha demostrado la presencia de MMAC(III), DMA(II) y
MMMTA(V) tras incubar arroz contaminado con arsénico con microorganismos cecales
humanos, demostrando la importancia de las biotransformaciones a este nivel y la
necesidad de estudiar los procesos de absorcidn y toxicidad de formas arsenicales hasta
el momento no evaluadas (Alava et al., 2012). Estas transformaciones de la flora
bacteriana entérica pueden conllevar a su vez cambios importantes en la absorcion y en
el efecto que el arsénico puede ejercer en el organismo y en el propio sistema

gastrointestinal.

1.6.2. Distribucién y excrecion

La distribucion del arsénico en sangre es la principal forma de transporte a los
distintos 6rganos y su eliminacion de la misma es un proceso relativamente rapido. En
sangre, las especies inorganicas de arsénico se encuentran unidas a grupos sulfhidrilo de
proteinas y moléculas de bajo peso molecular como el GSH (NRC, 1999). En humanos,
los muasculos, huesos, rifiones y pulmones presentan los mayores contenidos de
arsénico, junto con las ufias, pelo y piel, debido a su acumulacion en estos tejidos ricos
en proteinas con grupos SH. El mayor tiempo de retencién del arsénico inorganico se ha
evidenciado en piel (Marafante et al., 1987), pelo, epitelio escamoso del tracto
gastrointestinal superior, epidermis, tiroides, esqueleto (Lindgren et al., 1982). El

As(Il) y As(V), asi como sus derivados
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metilados son capaces de atravesar la placenta en distintos modelos animales (EPA,
2009). Los niveles de arsénico en cordén umbilical de neonatos son similares a los de la
madre en sangre, indicando que la transferencia transplacentaria de arsénico también se
produce en humanos (Concha et al., 1998; Hall et al., 2007). Los niveles de retencion
en rifiones, higado, bilis, cerebro, huesos, piel y sangre son 2-25 veces superiores tras
exposicion a la forma trivalente frente a la pentavalente (EPA, 2009). La eliminacion
del arsénico inorgdnico en humanos presenta un comportamiento trifasico, con la
principal via de excrecion por orina y con una excrecion minoritaria a través de heces y
sudor. Estudios llevados a cabo en humanos indican que aproximadamente un 66% del
arsénico administrado se excreta renalmente con una vida media de 2.1 dias, el 30% con
una vida media de 9.4 dias y el 4% restante con una vida media de 38.4 dias (Pomroy et
al., 1980).

1.6.3. Metabolismo

El estudio del metabolismo de las formas arsenicales presentes en agua y alimentos
se ha centrado en el arsénico inorganico, debido a su elevada toxicidad. En la
actualidad, existen dos vias propuestas de metabolismo del arsénico inorganico (Figura
8, Drobna et al., 2009). En ambos casos, se forman intermediarios mono [MMA(III),
MMA(GS), 0 MMA(V)] y dimetilados [DMA(lIl), MMA(GS) o DMA(V)]. Los
procesos de metilacion, comunes en ambas vias (A y B), requieren la S-
adenosilmetionina (SAM) como dador de grupos metilo.

En la primera via (A), propuesta en la década de los 30 por Challenger, hay una
reduccion previa a la metilacién que requiere de un dador de electrones. Waters et al.
(2004a) pusieron de manifiesto en un estudio in vitro la posible participacion en el
proceso de reduccion de distintos sistemas endégenos (Trx/TR/NADPH,
Grx/GR/NADPH y DHLA/TR/NADPH) y de sustancias reductoras de origen exdgeno
[ditiotreitol y tris(2-carboxietil)fosfina]. En la segunda via (B), las formas arsenicales
forman complejos con GSH previo a su metilacién, sin necesidad de que tengan lugar

procesos de reduccion (Hayakawa et al., 2005).



Introduccion

A

ias!! ﬁ» 7» MAs!" ﬁ» DMA5V7> DMAs!! ﬁ» TMAsY

AdoMet  AdoHcy 2e AdoMet  AdoHcy AdoMet  AdoHcy

GSH GSH GSH

ias!! L» |As”'[GS) MAs'" GS}2 DMAs"(GS)

AdoMet AdOHcy Ad DMBI AdoHcy

MAs”' DMAs“'

MAs" DMAsY

Figura 8. Posibles rutas metabdlicas de las formas inorgéanicas del As (Drobna et al., 2009).
AdoMet, S-adenosilmetionina; AdoHcy, S-adenosilhomocisteina.

Durante muchos afios ha existido debate sobre los enzimas responsables de llevar a
cabo este proceso metabdlico. En la actualidad, se acepta que la arsénico-3
metiltransferasa (AS3MT), caracterizada por Lin et al. (2002), es el principal enzima en
el proceso de metilacion del arsénico inorganico. Estudios posteriores (Waters et al.,
2003, Thomas et al., 2007) han mostrado que este enzima es la responsable de las
transformaciones desde el As(lll) hasta las formas dimetiladas o trimetiladas. En
algunos sistemas celulares, se ha podido constatar que el silenciamiento génico de este
enzima reduce de forma considerable la metilacion del arsénico inorganico (Drobna et
al., 2006), aunque no de forma completa. También Drobna et al. (2009), tras silenciar el
gen de la As3mt en ratén no observaron una completa inhibicién de la metilacién,
sugiriendo vias alternativas que participan en este proceso. A este respecto, un estudio
reciente ha demostrado la capacidad de transformar MMA(III) a DMA por parte de la
enzima DNA metiltransferasa-1 (N6AMT1) (Ren et al., 2011). También se ha descrito
in vitro la capacidad de metilacién no enzimatica del arsénico inorgénico (Buchet y
Lauwers, 1985; Zakharyan y Aposhian 1999) en presencia de un ambiente reductor y

metilvitamina B12.
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Adicionalmente, existen evidencias que los procesos de reduccion del arsénico
pentavalente a formas trivalentes se llevan a cabo por multiples vias. Por ejemplo, la
GSH transferasa omega (GSTO) cataliza in vitro la reduccion del MMA(V) a MMAC(III)
(Zakharyan et al., 2001), a pesar que este proceso no se ha podido corroborar en
estudios in vivo con ratones (Chowdhury et al., 2006). Otro ejemplo es la purina
nucletsido fosforilasa (PNP), enzima que pude catalizar la reaccion de reduccion del
As(V) a As(111) por tioles (Nemeti et al., 2010). Estos datos apuntan a la multiplicidad y
redundancia de vias en los procesos de reduccidn y metabolismo del arsénico y como
ambos procesos requieren todavia de profundizacién para poder entender

completamente las bases moleculares del metabolismo de este metaloide.

Debido al papel fundamental en el proceso de metilacién de S-adenosilmetionina
(SAM) como dador de grupos metilo se ha sugerido la interaccion entre el metabolismo
del arsénico y compuestos como el acido folico, metionina, colina, vitamina B6 y
vitamina B12, sustancias necesarias para restaurar y mantener los niveles de SAM. En
la figura 9 se representan las interacciones entre compuestos asociados al metabolismo
del folato y la colina y la metilacion del arsénico inorganico. Spiegelstein et al. (2003)
observaron en modelos animales que la ingesta insuficiente de folato provocaba una
disminucion en la biotransformacién y excrecion del arsénico inorganico, aumentando
con ello su retencion a nivel tisular y por tanto su toxicidad. Estos datos se corroboran
con estudios poblacionales (Gamble et al., 2006), que correlacionan los niveles de
folato en plasma con incrementos en el porcentaje de DMA urinario. Los niveles de
metionina o colina, asi como la ingesta proteica (Steinmaus et al., 2005; Smith et al.
2012) o la vitamina B12 (Heck et al., 2007), también son capaces de modificar el perfil

metabolico del arsénico inorgénico en orina.
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Figura 9. Metilacion del arsénico y asociacion con el metabolismo del folato y colina. AS3MT,
As(lll) metiltransferasa; PEMT, fosfatidiletanolamina N-metiltransferasa, CHDH; colina
deshidrogenasa; BHMT, betaina homocisteina metiltransferasa; THF, tetrahidrofolato; MTHFR,
metil tetrahidrofolato reductasa; CH3-B-12, metilcobalamina; GSH, glutatién reducido. Imagen
obtenida de Vather 2007.

Inicialmente se crey6 que el metabolismo del arsénico inorganico era una ruta de
detoxificacion, ya que los metabolitos aislados de orina de animales expuestos eran las
especies mono y dimetiladas pentavalentes [MMA(V) y DMA(V)], formas menos
toxicas que el arsénico inorganico ingerido. Con el desarrollo de técnicas analiticas méas
sensibles y métodos de extraccion menos agresivos, que permitian conservar los estados
de oxidacidn, se puso de manifiesto que las formas trivalentes [MMA(II1) y DMA(1I1)]
eran intermediarios estables, ya que aparecian en orina de poblaciones expuestas
(Valenzuela et al., 2006), y que por tanto podian ejercer su efecto téxico en el
organismo. Diversos estudios epidemioldgicos han puesto de manifiesto que individuos
expuestos crénicamente a arsénico inorganico, la mayor prevalencia de determinadas
patologias estd correlacionada con un mayor porcentaje de MMAC(III) en la orina
(Valenzuela et al., 2006). Adicionalmente, un trabajo reciente de Kojima et al. (2009)

muestra como la capacidad de metilar As(lll) de determinadas células favorece la

40



induccion al dafio oxidativo del ADN vy acelera la transicién celular hacia un fenotipo
canceroso. Estos estudios han abierto el debate de si los efectos toxicos observados en
poblaciones expuestas son debidos al arsénico inorgdnico que ingiere la poblacién o a

los metabolitos generados tras la ingesta, que dependen del propio individuo.

A pesar que el proceso de metilacion del arsénico inorganico conlleva la formacion
de especies mas toxicas que las de partida, se ha demostrado que en organismos con una
elevada capacidad de metabolismo, la eliminacién del arsénico en forma de MMA y
DMA a través de la orina es mayor que en especies que no metilan (Drobna et al.,
2010a). Asimismo, las células capaces de metilar acumulan menos arsénico que las que
no tienen esta capacidad (Dopp et al., 2010; Drobna et al.,, 2005). La mayor
permanencia del arsénico en organismos que no metilan conlleva una mayor toxicidad

debido a un mayor tiempo de contacto de las células con el toxico.

Teniendo en cuenta la elevada toxicidad de los metabolitos intermediarios en la ruta
de transformacion del arsénico inorganico y sus contenidos elevados en muestras
biolodgicas, el concepto que se tenia de la ruta metabolica del arsénico inorganico se ha
modificado y en la actualidad, se considera tanto un proceso de detoxificacion como de
activacion de la toxicidad.

Los procesos de metabolismo del arsénico estan condicionados por la especie
animal considerada. Asi se sabe que determinadas especies no son capaces de metilar el
arsénico inorganico (Pan troglodites y Callithrix jacchus), mientras que otras (Rattus
spp.), aun presentando una eficiente metilacion, acumulan el DMA formado en los
eritrocitos, con la consecuente disminucién en la excrecion de arsénico a través de la
orina (Vahter, 1999). Por otra parte, en humanos, se han observado diferencias en los
ratios de metilacion de arsénico en funcion de la edad, sexo y estado fisiolégico (Vahter
etal., 1999).

Los estudios in vitro de metabolismo de arsénico inorganico se han centrado en
organos diana, especialmente células de la vejiga urinaria (Drobna et al., 2005) y células
hepéticas o preparados citosolicos de higado de roedores (Buchet y Lauwerys, 1985;
Drobna et al., 2004, 2010a). Sin embargo, se desconoce qué ocurre en el epitelio

intestinal. El metabolismo de primer pasotiene lugar a lo largo del tracto
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gastrointestinal y el higado, y supone que parte del compuesto ingerido llegue a la
circulacién sistémica modificado, variando el efecto beneficioso o toxico que pueda
ejercer. Aunque el metabolismo hepatico se considera mas relevante, en la pared
intestinal también se producen numerosas reacciones metabdlicas (Lin et al., 1999).
Muchos enzimas presentes en el higado también se encuentran en el intestino delgado,
aunque los niveles entéricos de estos enzimas son inferiores a los hepaticos (Lin et al.,
1999). Una transformacion del arsénico inorganico a nivel entérico podria afectar a los

procesos de absorcion y a sus efectos toxicos a nivel local y sistémico.
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El intestino es una estructura tubular que se extiende desde el piloro gastrico hasta el
ano, localizada en la cavidad abdominal y rodeada de peritoneo. Longitudinalmente, el
intestino se divide en intestino delgado (duodeno, yeyuno e ileon) e intestino grueso
(ciego, colon y recto). En su organizacion transversal (figura 10) presenta 5 capas que
son, empezando por la mas préxima al lumen:

- Capa mucosa, formada por un epitelio columnar que la lamina propia (matriz de
coladgeno que contiene vasos linfaticos y sanguineos) y una capa muscular
(muscularis mucosae).

- Capa submucosa, formada por un tejido conjuntivo denso atravesado por
capilares y vasos sanguineos y linfaticos que drenan y dan alimento a la mucosa
y muscular externa.

- Capa muscular externa, compuesta por 2 bandas de musculatura lisa.

- Capa conjuntiva externa, formada por la serosa peritoneal o adventicia, segun el

tramo intestinal.

SEeross
muscular longitudinal
muscular circular

submucosa

muscular de la mucosa
mucosa

epitelio

tejido linfoide

mesenterio

Figura 10. Representacion esquematica de una seccion transversal de intestino. Fuente:
http://www.virtualmedicalcentre.com/anatomy/gastrointestinal-system/7.
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Asi, cualquier sustancia que llega al intestino y se absorbe hasta la circulacion
sanguinea, debe atravesar el epitelio, parte de la lamina propia y la pared del capilar
sanguineo, siendo la capa epitelial la limitante en el proceso de absorcion intestinal
(Pitman y Blumberg, 2000). La superficie intestinal en contacto con el lumen esta
plegada en vellosidades que aumentan significativamente la superficie intestinal,
facilitando con ello los procesos de absorcion (Langerholc et al., 2011). Entre cada
vellosidad se encuentran las criptas de Lieberkihn, invaginaciones de forma tubular del
epitelio intestinal donde se sittan las células madre que dan lugar a la mayoria de tipos
celulares que componen el intestino (Porter et al., 2002). En las criptas se producen
enzimas digestivas, sustancias bactericidas y péptidos reguladores. Respecto a los
enterocitos, sufren un periodo de diferenciacion conforme van ascendiendo hacia el
extremo de la vellosidad (migracion en eje basal-apical o migracion cripta-villi).
Durante esta migracion se produce una salida del ciclo celular y la activacion de
programas de expresion génica caracteristicos. En el extremo de la vellosidad
finalmente, las células mueren por apoptosis y/o desprendimiento hacia el lumen (Hall
et al., 1994).

2.1. Tipos celulares intestinales

Los enterocitos o células absortivas, son junto con las caliciformes, los tipos
celulares mas abundantes en el epitelio intestinal. Aproximadamente, un 90% de la
poblacion celular del intestino estd compuesta por enterocitos (Hermiston et al., 1995),
mientras que las células mucosecretoras suponen entre un 10 y 25% (Hilgendorf et al.,
2000).

Estos dos tipos celulares estan polarizados, con el dominio apical en contacto con el
lumen intestinal y el dominio basal conectado con la ldmina propia y la circulacién
sanguinea. Otros tipos celulares intercalados en el epitelio intestinal (células
enteroendocrinas, células de Paneth) son especialmente importantes en funciones no

absortivas, tales como la regulacién endocrina y de la respuesta inmune.
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La membrana apical del enterocito presenta microvellosidades que forman un borde
en cepillo y que contiene la mayoria de enzimas (glicosidasas, peptidasas y lipasas) y
transportadores esenciales para la digestion y absorcién de nutrientes. Muchas de estas
enzimas, tales como la sucrasa-isomaltasa, la lactasa, la aminopeptidasa, la
dipeptidilpeptidasa 1V y la fosfatasa alcalina se emplean como marcadores de
diferenciacion celular (Pinto et al., 1983; Darmoul et al., 1991a, 1991b; Wang y Evers,
1999). La polarizacion de estas células se mantiene por una estructura compleja de
uniones intercelulares formadas por uniones estrechas, uniones adherentes y
desmosomas.

Las células mucosecretoras o células caliciformes se caracterizan por la secrecion
del moco que recubre la superficie del epitelio intestinal. Este moco esta compuesto
fundamentalmente por mucinas. Las mucinas son glicoproteinas de elevado peso
molecular, formadas por un centro proteico (apomucina) con numerosas cadenas
laterales de carbohidratos unidos por enlaces O-glucosidicos, con gran cantidad de
residuos de serina, treonina, prolina y cisteina. Segun su estructura y funcion, las
mucinas pueden clasificarse como mucinas transmembrana (MUC1, MUC3A, MUC3B,
MUC4, MUC12, MUC17) y mucinas de secrecion formadoras de geles extracelulares
(MUC2, MUC5AC, MUC5B, MUCS6) (Leteurtre et al., 2004; Lesuffleur et al., 1993).
Los patrones de expresion de las distintas mucinas varian en funcién del tejido y en
muchas ocasiones se encuentra alterado en procesos neoplésicos. La mucina MUC2 se
expresa mayoritariamente en células caliciformes de colon e intestino delgado (Allen et
al., 1998). En numerosos adenocarcinomas colorectales se ha observado una reduccion
en su expresion, junto con la sintesis de MUC5AC, mucina gastrica que no se expresa
normalmente en el colon (Sylvester et al., 2001, Myerscough et al., 2001; Byrd y
Bresalier, 2004). Otras mucinas presentes en el epitelio colénico normal son MUCA4,
MUC3 y MUCL.

El tejido linfoide asociado al intestino (GALT) consiste en células inmunes aisladas
o formando foliculos linfoides (linfocitos B, T, macréfagos) y supone el mayor 6rgano
linfoide del cuerpo humano, con méas del 70% de las células del sistema inmune del
organismo (Jung et al., 1995).
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En las placas de Peyer, foliculos linfoides rodeados por epitelio asociado al foliculo,
se encuentran las células M o microfold, especializadas en la transcitosis de sustancias
luminales tales como proteinas, antigenos, bacterias y virus para que sean procesados y
puestos en contacto con células presentadoras de antigenos localizadas en el GALT
(Nagler-Anderson, 2001, Makala et al., 2004). Los macrofagos a nivel intestinal se
localizan predominantemente en la lamina propia y placas de Peyer (Hume et al., 1987;
Smith et al., 2005) y actian como células fagociticas, presentadoras de antigenos y
secretoras de citoquinas. Los linfocitos intestinales que se encuentran entre las células
epiteliales, en la ldmina y en las placas de Peyer actian como centinelas frente a

posibles agresiones procedentes de la luz intestinal (Kato y Owen, 2005).

2.2. Funciones del intestino

Entre las funciones principales del intestino se encuentra continuar con la digestion
de alimentos que se ha iniciado en la boca y estomago y absorber los nutrientes
derivados, procesos que se producen especialmente en el intestino delgado (Vanbeers et
al., 1995). En el intestino grueso se produce mayoritariamente la absorcion de agua y
electrolitos (Kunzelmann y Mall, 2002), provocando la compactacién de las heces y su
almacenamiento. EI epitelio intestinal estd continuamente en contacto con
microorganismos, sustancias derivadas de la digestién de los alimentos y téxicos, por lo
gque actia como una barrera selectiva que protege de la entrada de elementos

perjudiciales para el organismo.

La absorcion intestinal se lleva a cabo principalmente por los enterocitos, existiendo
diversas rutas implicadas en este proceso (Shimizu, 2010), tal y como muestra la figura
11.
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Figura 11 Mecanismos de transporte a través de la barrera intestinal (de Buckley et al., 2012;
imagen procedente de Dr. Roy Lysaa). (A) Difusion pasiva paracelular; (B) difusiéon pasiva
transcelular; (C-F) transporte facilitado (activo primario o secundario) por proteinas de

membrana (entrada/salida); (G) transcitosis y (H) endocitosis.

En funcidn de los requerimientos energéticos del proceso de absorcin de nutrientes,
farmacos o toxicos, el transporte puede clasificarse en activo o pasivo. El transporte
pasivo se produce por difusion, proceso caracterizado por realizarse siempre a favor de
gradiente de concentracién y sin consumo de energia. Las moléculas que se transportan
de este modo siguen la ley de Fick, que define la tasa de transporte de una sustancia a
través de una membrana como proporcional al gradiente de concentracion de esa
sustancia a través de dicha membrana. Adicionalmente, las sustancias con carga
dependen no so6lo del gradiente de concentracién sino también del gradiente eléctrico
definido por el potencial de membrana. Este transporte pasivo pude producirse a través
de la membrana de las células epiteliales (transporte transcelular) o a través de los

espacios intercelulares (transporte paracelular). El transporte transcelular pasivo, a su
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vez, puede llevarse a cabo mediante difusion simple [moléculas no polares (oxigeno,
hormonas esteroideas) o polares sin carga de pequefio tamafio (agua, CO,, urea)] o
difusion facilitada a través de proteinas transmembrana (canales idnicos o permeasas).
Adicionalmente a los procesos pasivos, existen mecanismos activos que participan en la
absorcion de distintos compuestos a nivel intestinal. El transporte activo se caracteriza
por realizarse en contra de gradiente quimico o electroquimico y requerir energia, bien
por empleo directo de ATP por el transportador (transporte activo primario) o por el
empleo de la energia generada por el gradiente de concentracion de iones a ambos lados
de la membrana (transporte activo secundario). Otros procesos tales como la endocitosis
son empleados por las células para captar macromoléculas, fluidos y particulas que
pasan a formar parte del interior celular en forma de pequefias vesiculas o vacuolas que

generalmente se unen a los lisosomas para degradar el contenido captado.

La ruta paracelular es especialmente importante para sustancias de pequefio tamafio
e hidrofilicas, mientras que el transporte transcelular a través de la bicapa lipidica es el
que se produce para la mayoria de moléculas, como consecuencia de la extensiva
superficie de las células comparada con los espacios intercelulares (Artursson et al.,
1996).

Los procesos de difusion pasiva a nivel intestinal se consideran mayoritarios en los
procesos de absorcion, sin embargo la coexistencia con otros mecanismos y
complejidad del proceso de absorcién de distintos compuestos tiene cada vez més
relevancia (Sugano et al., 2010). Los distintos mecanismos de transporte implicados en
la permeabilidad de sustancias dependen de sus caracteristicas fisicoquimicas, tales
como estereoquimica, coeficiente de particion, peso y radio molecular, volumen, pK,,
solubilidad, estabilidad quimica y distribucion de cargas. Las caracteristicas de las
membranas bioldgicas también son relevantes en el proceso absortivo, asi como los
factores fisiolégicos (pH intestinal, motilidad intestinal, presencia de alimento,

interacciones entre sustancias, presencia de mucus) (Le Ferrec et al. 2001)
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Modelos celulares in vitro de epitelio intestinal
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El desarrollo de lineas celulares estables ha proporcionado una herramienta muy Util
para la evaluacién de distintos procesos relacionados con la funcién barrera del
intestino. Se han utilizado distintos tipos celulares para la evaluacién de los mecanismos
de transporte de diversos compuestos. Entre los modelos celulares mas empleados se
encuentran las células derivadas de adenocarcinoma humano Caco-2 y HT29
(Artursson, 1990, Lesuffleur et al., 1991; Sambuy et al. 2005). El uso mayoritario de
estos tipos celulares se debe, en parte a su capacidad de formacion de monocapas de
células polarizadas que se diferencian tras confluencia y que expresan la mayoria de
genes presentes en el epitelio intestinal o colénico, dando lugar a células semejantes a
enterocitos (Caco-2) o a células caliciformes (HT29). Hay que tener en cuenta, sin
embargo, que el empleo de células transformadas puede afectar al modelo empleado, ya
que estas células pueden presentar patrones de glicosilacion alterados, falta de respuesta
a hormonas o citoquinas o modificaciones en la expresion de proteinas. Las ventajas
econémicas y éticas de los sistemas in vitro frente al empleo de animales de

experimentacion superan en muchos casos las limitaciones de estos modelos.

3.1. Linea celular Caco-2

La linea celular Caco-2 fue establecida por Fogh (1977) a partir de adenocarcinoma
de colon humano. Estas células crecen en cultivo adheridas a un sustrato formando
monocapa. Cuando alcanzan la confluencia se diferencian espontaneamente, formando
una monocapa polarizada que presenta muchas de las caracteristicas morfoldgicas y
funcionales de los enterocitos humanos maduros: polarizacion celular, formacion de
domas, uniones intercelulares estrechas, microvellosidades en el lado apical,
transportadores de membrana tipicos del intestino (Figura 12), enzimas metabolicas
(figura 13) y de secrecion propias de la membrana del borde en cepillo (fosfatasa
alcalina, sucrasa-isomaltasa, aminopeptidasa) (Zweibaum et al., 1983; Pinto et al.,
1983; Jalal et al., 1992; Englund et al., 2006; Hilgendorf et al., 2007; Cui et al., 2009;
Lee et al., 2009; Schnabl et al., 2009; Visco et al., 2009).
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Figura 12. Representacion esquematica de las vias de transporte, transportadores y enzimas
metabdlicas en enterocitos.

De acuerdo con el grado de diferenciacion de las células Caco-2 en cultivo se
pueden observar varias poblaciones celulares: células homogéneamente no
diferenciadas  (poblacién subconfluente en fase de crecimiento); células
heterogéneamente diferenciadas y polarizadas (fase intermedia) y células
homogéneamente diferenciadas y polarizadas (poblacion diferenciada en fase
estacionaria) (Delie y Rubas, 1997). La figura 13 muestra una imagen de microscopia
Optica del cultivo celular formado por Caco-2 tras distintos tiempos postsiembra. Si bien
el programa de diferenciacion de Caco-2 se activa tras confluencia, siempre existe en el
cultivo heterogeneidad en la composicién, siendo muy importante el mantenimiento de
las condiciones de ensayo que afectan al proceso de diferenciacion para reducir la
variabilidad experimental (densidad inicial de siembra, nimero de pase, composicion

del medio, tiempo tras la siembra hasta la realizacion del ensayo).
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Figura 13. Caco-2 no diferenciadas (2 dias post siembra) (A) y diferenciadas (21 dias post
siembra) (B) con tincion de hematoxilina eosina. Imagen obtenida de Biasi et al. (2009).

Se han llevado a cabo multitud de estudios empleando este tipo celular con el fin de
evaluar la tasa y procesos de absorcion intestinal de distintas sustancias, especialmente
farmacos (Artursson et al., 2001; Sun et al., 2002; Ueno et al., 2012) pero también
nutrientes (Mahler et al., 2009, Rubio et al., 2009) o téxicos (Aspenstrém-Fagerlund et
al.,, 2009; Vasiluk et al., 2011). En estos estudios, para reproducir las condiciones
existentes en el intestino, las células Caco-2 se siembran sobre soportes permeables que
permiten el acceso a iones y nutrientes por ambos lados de la monocapa celular. Una de
las ventajas que presenta el cultivo celular sobre soporte permeable es la facilidad de
cultivo y la posibilidad de aplicacion de HTS (high-throughput screening), permitiendo

de forma reproducible realizar un gran nimero de ensayos de forma simultanea.

Existen diversos trabajos que han demostrado una buena correlacién entre la
fraccion absorbida de distintos farmacos en humanos y los valores de permeabilidad
aparente o efectiva calculada mediante el empleo de células Caco-2 diferenciadas
(Bailey et al., 1996; Artursson y Karlsson., 1991; Rubas et al., 1993; Pade y
Stavchansky, 1998; Yamashita et al., 2000). A grandes rasgos, esta aproximacion es
adecuada para compuestos con determinadas caracteristicas (elevada solubilidad,
transporte rapido y pasivo), sin embargo, los compuestos hidrofilicos y con una
absorcion més lenta o aquellos que requieren transportadores 0 permeasas se transportan
més lentamente y/o en menor medida en el modelo Caco-2 que en el intestino humano

(Lennernas et al., 1996). Asi las limitaciones del modelo in vitro empleado deben
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tenerse en cuanta en la interpretacion de los resultados. En primer lugar, el origen
colonico de la linea celular Caco-2 hace que las uniones intercelulares sean mas
estrechas que en el intestino delgado (Artursson et al., 2001). En segundo lugar, a pesar
que la expresion de transportadores es semejante a la observada en el intestino delgado,
los patrones de distribucion y niveles de determinados transportadores pueden variar
significativamente, tal y como es el caso de la glicoproteina P, mucho méas abundante en
el cultivo Caco-2 que en el intestino (Sun et al., 2002). En tercer lugar, las diferencias
inter o intralaboratorio pueden influir notablemente en los resultados obtenidos,

especialmente en el caso de sustancias que se transportan via paracelular.

En el caso del arsénico, existen referencias bibliograficas previas que describen el
empleo de este modelo celular para estudios de absorcion intestinal, tanto de patrones
acuosos como de fracciones bioaccesibles de distintos alimentos obtenidas tras una
digestion gastrointestinal in vitro y para estudios de toxicidad (Davis et al., 2000;
Hershko et al., 2002; Laparra et al., 2005a, 2005b, 2006, 2007, 2008).

3.2. Linea celular HT-29

La linea celular HT-29 se aisl6 de un adenocarcinoma de colon humano en 1964
(Cencic y Langerholc, 2010). A nivel morfoldgico, los cultivos de esta linea celular son
heterogéneos y contienen subpoblaciones de células con diversa capacidad de
diferenciacion. La poblacion original de HT29 contiene solamente una pequefia
proporcion de células mucosecretoras (< 0.5%) (Augeron y Laboisse, 1984; Lesuffleur
et al., 1990), sin embargo, bajo condiciones de crecimiento que someten a las células a
una presion selectiva, se han aislado clones de células capaces de producir diferentes
tipos de mucinas a partir de esta poblacion original (Louvard et al., 1984). El
tratamiento prolongado de HT-29 con 107" M de MTX mas el tratamiento con 10° M de
la poblacion resistente obtenida permitié la seleccion de una poblacién con capacidad de
diferenciacion hacia un fenotipo mucosecretor, a la cual se le llamé HT-29 M6 o HT29-
MTX (Lesuffleur et al., 1990).
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Estas células forman una monocapa homogénea de células caliciformes polarizadas
con un ndcleo basal, numerosas vacuolas de moco acumuladas en el citoplasma de la
regién apical de las células y algunas microvellosidades apicales que no llegan a formar
un borde en cepillo maduro (Lesuffleur et al., 1993). A diferencia de lo que ocurre en el
colon normal, la principal mucina secretada que se expresa en estas células es la mucina
gastrica MUCS5AC, aunque también es posible detectar MUC1, MUC5B y MUC2
(Lesuffleur et al., 1993, 1995). A nivel de las microvellosidades, las HT-29 M6
presentan, ademads, hidrolasas tipicas del borde en cepillo de epitelio adulto
(dipeptidilpeptidasa, aminopeptidasa N), si bien la principal caracteristica de la
diferenciacién de este tipo celular es la produccién de mucina. A este nivel, en la
superficie apical de la célula, la mucina mayoritaria es MUC1, mientras que el resto de
mucinas se encuentran en vesiculas intracelulares que aumentan conforme avanza el
estado de diferenciacion del cultivo (Lesuffleur et al., 1993). Otros clones derivados de
HT29 se obtuvieron tras el tratamiento con concentraciones mayores de MTX, sin
embargo, los niveles de expresion de mucinas como MUC2 y MUC5AC, son mucho
mas bajos que en HT-29 M6 y no se producen vesiculas de moco (Lesuffleur et al.,
1991; 1998).

Se han empleado distintos clones de HT29 para la evaluacidn in vitro del efecto del
mucus sobre la absorcion de distintas sustancias (Karlsson et al. 1993; Carriere et al.,
1994; Behrens et al., 2001; Maher et al., 2007), si bien el monocultivo de este tipo
celular no refleja la proporcion de células caliciformes presentes en el intestino delgado
(10-25%) o colon (25-55%) (Wickman-Lahred y Artursson, 1995).

3.3. Cocultivos

El empleo de cocultivos con distintos tipos celulares se ha propuesto como una
aproximacion a la heterogeneidad celular existente en el epitelio intestinal (Nollevaux et
al., 2006).
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3.3.1 Cocultivos Caco-2/HT29 mucosecretoras

El empleo de este modelo in vitro ofrece la posibilidad de estudiar la influencia de
las células caliciformes en los procesos de absorcion, asi como el efecto de la presencia
de la capa de mucus. Las células caliciformes, después de los enterocitos, son las células
mas abundantes del epitelio intestinal, por lo que el modelo de cocultivo entre
enterocitos y células mucosecretoras permite una aproximacion mas adecuada a la
situacion in vivo. Se ha descrito que las uniones estrechas formadas entre Caco-2/HT29
son mas laxas que las formadas por el monocultivo Caco-2, tal y como ponen de
manifiesto los valores de resistencia eléctrica transepitelial y transporte de marcadores
paracelulares (Pontier et al., 2001; Karlsson et al., 1993; Wikman-Larhed y Artursson,
1995; Hilgendorf et al., 2000). Asimismo, el mucus secretado por diversos clones de
células HT29 forma una capa glicoproteica sobre la monocapa celular que actla como
barrera frente a distintas moléculas (Karlsson et al., 1993).

La permeabilidad de distintos compuestos empleando el cocultivo Caco-2/HT29-H
se ha correlacionado con la fraccion absorbida en humanos, demostrando que la
permeabilidad paracelular de este modelo es mas semejante a la situacion humana in
vivo (Wickman-Lared y Artursson 1995).

Al igual que en el modelo formado solamente por Caco-2 existe una elevada
variabilidad interlaboratorios en los valores de resistencia transepitelial y permeabilidad
de moléculas paracelulares, debido a que la formacion de las uniones estrechas, tanto en
monocultivos como en cocultivos, se encuentra influenciada por las condiciones de
cultivo (medio, nimero de pase, tiempo de cultivo) asi como por la composicion de las
subpoblaciones celulares (Balimane y Chong, 2005; Chen et al., 2010; Wood et al.,
2010). Por otra parte, la presencia de mucinas gastricas mayoritariamente en el
cocultivo Caco-2/HT29-MTX, puede afectar especificamente a la permeabilidad de
ciertas sustancias, ya que la reactividad de las distintas mucinas y los patrones de

glicosilacién son diferentes.
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3.3.2. Cocultivos Caco-2/células mononucleares de sangre periférica

La barrera intestinal conforma, ademas de una barrera fisica, una barrera de
inmunidad innata y adaptativa (Sansonetti, 2004). Tal y como se ha descrito en los
apartados 1.5 y 2.1 existe una importante interaccion entre los enterocitos y las células

del sistema inmune.

Con el fin de mejorar las caracteristicas funcionales de los sistemas in vitro que
emulan el epitelio intestinal, diversos estudios han cultivado células epiteliales
intestinales sobre membranas microporosas y han cocultivado en el compartimento
basal distintos tipos celulares o células inmunes, tales como monocitos, macréfagos o
células T. Entre los distintos modelos desarrollados se puede diferenciar los que
emplean lineas celulares del sistema inmune y los que emplean células mononucleares
primarias aisladas de sangre. Como ejemplos, Satsu y Simizu (2006) aplicaron un
cocultivo Caco-2/células similares a macrdfagos humanos (THP-1) para evaluar el
efecto de distintos factores presentes en los alimentos sobre la inflamacion intestinal.
Con el propésito de evaluar la absorcion de moléculas de gran tamafio y nanoparticulas,
otros estudios han empleado el cocultivo Caco-2/linfocitos Raji B (des Rieux et al.,
2005, 2007; Gullberg et al., 2000).

A pesar que la composicidn celular de aislados sanguineos no representa con
exactitud las células inmunes presentes en la mucosa intestinal, tales como los linfocitos
de la lamina propia o intraepiteliales, las células T de la lamina propia tienen un ratio
CD4:CD8 similar al encontrado en sangre. Los cimulos de diferenciacion o moléculas
CD se encuentran en la superficie celular y se han empleado para la identificacion y
clasificacion de las células del sistema inmune. La molécula CD4 se expresa en células
T colaboradores y en células dendriticas, mientras que la CD8 esta presente en células T
citotoxicas. Adicionalmente, a nivel de ARNm de IL8, se ha observado que la respuesta
de las células epiteliales intestinales en contacto con linfocitos de la l[&mina propia o
PBMC no difiere significativamente (Haller et al., 2004). Asi, los PBMC obtenidos de
muestras sanguineas se pueden considerar como parcialmente representativos de

linfocitos de la lamina propia y se han empleado previamente en otros estudios en
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cocultivo con células intestinales. Asi, McKay y Perdue. (1993), Haller et al. (2000) y
Parlesak et al. (2004) caracterizaron las interacciones entre células del sistema inmune y
células epiteliales de intestino capaces de modular la inflamacién en este modelo in
vitro, especialmente tras el contacto de las células epiteliales, inmunes o ambas a

estimulos bacterianos.

Existen trabajos previos que emplean células inmunes primarias para evaluar
distintos efectos del arsénico (Bourdonnay et al., 2009; Banjeree et al., 2009; Kozul et
al., 2009; Morzadec et al., 2012a, 2012b), si bien no existen antecedentes bibliogréficos
que empleen el sistema de cocultivo descrito para evaluar los procesos inflamatorios

que pueden desencadenarse tras la exposicion a arsénico a nivel intestinal.
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Obijetivos

La presente tesis tiene como objetivo general evaluar mediante sistemas in vitro las

transformaciones a nivel intestinal de distintas formas arsenicales, asi como su

absorcion y efectos toxicos a nivel entérico.

Para la realizacion de este objetivo general se plantean los siguientes objetivos

especificos:

¢ Biotransformaciones de distintas especies arsenicales durante su paso a través

del tracto gastrointestinal.

Transformaciones de las especies arsenicales durante los procesos de
digestion gastrointestinal in vitro en presencia de distintas matrices
alimentarias.

Procesos de metabolismo del arsénico inorganico por las células del

epitelio intestinal.

e Caracterizacion in vitro del transporte intestinal de especies arsenicales.

Estudios in vitro de los coeficientes de permeabilidad aparente de las
especies arsenicales mas toxicas en alimentos o de las especies
derivadas de su metabolismo, en distintos modelos celulares
(monocultivo Caco-2 y cocultivo Caco-2/HT29-MTX).

Evaluacion de posibles mecanismos y transportadores implicados en
los procesos de absorcion del arsénico inorgénico. Efectos del
arsénico inorgdnico sobre la expresién génica de distintos

transportadores intestinales.

o Efectos toxicos de las distintas especies arsenicales a nivel intestinal.

Estudios de viabilidad y mecanismos de toxicidad en células Caco-2.
Cambios en la expresion génica de proteinas de estrés térmico y

metalotioneinas tras exposiciones a distintas formas arsenciales.
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Evaluacion de los efectos del arsénico sobre los niveles proteicos de
citoquinas proinflamatorias secretados al medio y cambios en la
expresion de ARNm de diversas citoquinas, mediante el empleo de
diversos modelos celulares in vitro (monocultivo Caco-2 y cocultivo
Caco-2/PBMC).
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1. Especies arsenicales

El patrén de As(V) (1000 mg/L, As,Os) fue adquirido a Merck. El patron de As(l11)
(1000 mg/L) se prepar6 por disolucion de 1.320 g de As,0; (Riedel de Haén) en 25 mL
de 20% (m/v) KOH (Panreac), neutralizado con 20% (v/v) H,SO,4 (Merck) y diluyendo
a 1 litro con 1% (v/v) H,SO,. Las disoluciones patron de MMA(V) y DMA(V) se
prepararon disolviendo en agua la cantidad necesaria de CH3AsO(ONa),-6H,0 (Carlo
Erba) y (CH3),AsNaO,-3H,0 (Fluka), respectivamente. Las disoluciones patrén de
MMA(II) y DMAC(III), se prepararon a partir de patrones de CHsAsl, y (CHs),Asl

respectivamente (Argus Chemicals).

Para las especies pentavalentes y el As(lll) se prepararon patrones intermedios (100
mg/L) que se almacenaron a 4 °C durante un maximo de 2 meses. Los patrones de
menor concentracion se prepararon diariamente a partir de los patrones intermedios. Las
especies MMA(II) y DMA(III) son muy inestables y répidamente se oxidan a su
analogo pentavalente, por lo cual los patrones de estas especies utilizados en los ensayos

se prepararon a partir de las sales comerciales el mismo dia de la experiencia.

2. Mantenimiento de los cultivos celulares de Caco-2 y HT29-MTX

Las células Caco-2 se obtuvieron de la Coleccion Europea de Cultivos Celulares
(ECACC; numero 86010202, Reino Unido). ElI mantenimiento de estas células se llevd
a cabo en frascos de 75 cm® a los que se adicionaron 10 mL de medio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) con L-glutamina (0.6 g/L) y un alto contenido de
glucosa (4.5 g/L) a pH 7.4. EIl DMEM se suplement6 con 10% (v/v) de suero fetal
bovino (FBS), 1% (v/v) de aminodcidos no esenciales, 100 U/mL de penicilina, 0.1
mg/mL de estreptomicina, 0.0025 mg/mL de anfotericina B, 1 mM de piruvato de sodio,
10 mM de HEPES (&cido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfénico) (DMEMCc).

Todos los ensayos se realizaron con células entre los pases 5y 45.

Las células HT29-MTX fueron donadas por la Dra. Thécla Lesuffleur (Institute
National de la Santé et de la Recherche Médicale, INSERM UMR S938, Francia) en el

pase 15 y se emplearon entre los pases 16 y 25. El mantenimiento rutinario de las
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células se llevé a cabo en frascos de 25 cm?, a los que se adicionaron 5 mL de medio
DMEM con L-glutamina (0.6 g/L) y un alto contenido de glucosa (4.5 g/L) a pH 7.4,
suplementado con un 10% (v/v) de FBS, 100 U/mL de penicilina, 0.1 mg/mL de
estreptomicina, 0.0025 mg/mL de anfotericina B y 1 mM de piruvato de sodio para
obtener HT-DMEM completo (HT-DMEMCc). Los reactivos utilizados para el
mantenimiento de los cultivos fueron adquiridos a PAA Laboratories GMBH y a Gibco
BRL Life Technologies.

Ambas lineas celulares se incubaron a 37 °C, en atmosfera controlada con una
humedad relativa del 95% y un flujo de CO, del 5%. ElI medio de cultivo se cambid
cada 2-3 dias. Cuando la monocapa celular alcanz6 el 80% de confluencia, las células se

tripsinizaron y se resembraron en frascos a una densidad de 5 x 10* células/cm?.

Para la tripsinizacion de las células, se retird el medio de cultivo y se lavo la
monocapa celular tres veces con tampén fosfato (PBS, PAA). A continuacidn se
adiciond una disolucién de tripsina (PAA) y &cido etilendiamino tetracético (EDTA,
PAA) (0.5 mg/L-0.22 g/L) que se mantuvo en contacto con las células durante 10
minutos a 37 °C. Posteriormente se inactivd la tripsina con medio DMEMc vy tras
centrifugacion a 1500 rpm durante 10 minutos, se recuperaron las células. Este
procedimiento es comin a todos los tratamientos de tripsinizacion aplicados en la

presente tesis doctoral.

3. Cultivo celular sobre sistema Transwell®

El sistema Transwell® posibilita el crecimiento del cultivo celular sobre una
membrana semipermeable de poliéster que separa en dos compartimentos el pocillo, el
compartimento superior o apical, que simularia el lumen intestinal y el inferior o basal,
que emularia los vasos linfaticos-circulacion sanguinea (figura 14). En la presente tesis
se han empleado insertos Transwell® de 24 mm didmetro y un tamafio de poro de 0.4

pm (Costar Corporation, EEUU).
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Inserto Transwell®

. Medio

Cultivo

Membrana Medio basal

Figura 14. Representacion esquemética del sistema Transwell®. Imagen modificada de Saunders
(2009).

Durante el tiempo de crecimiento y diferenciacién celular en el sistema Transwell®,
se monitored la confluencia y desarrollo de la monocapa celular mediante la medida de
la resistencia eléctrica transepitelial (RET) cada 2 dias, empleando para ello un

voltimetro Millicell®-ERS (Millipore Corporation, figura 15).

Figura 15. Voltimetro Millicell®-ERS y aplicacién sobre un sistema Transwell® para la
determinacion de la RET.

Debido a que los valores de RET son altamente dependientes de la temperatura, este
parametro se midié inmediatamente después de sacar las células del incubador. En esta
tesis, todos los valores de RET estan reportados por diametro efectivo de membrana y
han sido corregidos por la resistencia del filtro (80 + 20 Ohms cm?). En las células
Caco-2 se considerd que la monocapa estaba formada cuando los valores de RET fueron
estables y superiores a 200 Ohms cm?.
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4. Evaluacién de cambios en la forma quimica de especies arsenicales durante la

digestion gastrointestinal

Se han evaluado los cambios en la forma quimica de As(V), MMA(V) y DMA(V)
como consecuencia del proceso de digestion gastrointestinal en presencia de distintas

matrices vegetales.

Se han utilizado muestras de ajo (Allium sativum), brécoli (Brassica oleracea
italica), esparrago (Asparagus officinalis) y espinacas (Spinacia oleracea), adquiridas
en comercios de la ciudad de Valencia (Espafia). Para el estudio con MMA(V) y
DMA(V) se utilizaron dos muestras (lotes de comercializacion diferentes) de ajo,
brécoli, y esparrago. En el estudio con As(V) se utilizaron, ademas, muestras de
espinacas, y el nimero de muestras de cada producto ascendié a tres. Las muestras se
trocearon, se homogenizaron y cada una de ellas se separd en varias submuestras

destinadas a los posteriores andlisis.

- Submuestra A. Alimento crudo. Destinado al analisis de los contenidos basales de

arsénico y especies arsenicales.

- Submuestra B. Alimento en remojo. La muestra se puso en contacto con una
disolucién acuosa de las especies pentavalentes As(V), MMA(V) o DMA(V) (1
mg/L, 24 horas, temperatura ambiente). Cada especie de adicion6 de forma

independiente.

- Submuestra C. Alimento cocinado. La muestra se cocind por ebullicion en una
disolucion acuosa de As(V), MMA(V) o DMA(V), todas ellas a una concentracion
de 1 mg/L. La relacion muestra-agua adicionada (g-mL) fue 1-3. Tras la coccion se
eliminé el exceso de liquido por centrifugacion (10000 rpm, 10 min). Cada especie

se adicion6 de forma independiente.

A las submuestras B (remojo) y C (coccion) obtenidas tras el tratamiento con todas
las especies arsenicales se les aplicd posteriormente un proceso de digestion
gastrointestinal simulada. Unicamente en las submuestras B y C obtenidas del

tratamiento con As(V) se realizd una extraccién con acido ortofosférico del alimento
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resultante del remojo y la coccién. En la figura 16 se muestra un esquema de los

tratamientos aplicados.

También se ha evaluado el efecto de la digestion gastrointestinal y de la extraccion

con acido ortofosforico sobre patrones acuosos de las distintas formas arsenicales.
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Figura 16. Esquema de los tratamientos aplicados durante los ensayos de las transformaciones del arsénico durante la digestion gastrointestinal.
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4.1. Digestion gastrointestinal de alimentos

El modelo in vitro empleado es un modelo estatico descrito previamente por Laparra
el al. (2004) con ciertas modificaciones. Las muestras frescas (10 g) o el patrén acuoso
se pesaron en un matraz erlenmeyer y se adiciondé agua (B Braun Medical) hasta un
peso aproximado de 90 g. Tras homogenizar la muestra, se ajusto el pH a 2 con HCI 6
mol/L (Merck). Posteriormente se adicion6 una disolucién de pepsina (1 g de pepsina
en 10 mL de HCI 0.1 mol/L, Sigma), en cantidad suficiente para proporcionar 0.002 g
de pepsina/g muestra, y se completd el volumen de la mezcla hasta 100 g con agua de
MilliQ. Los matraces se cubrieron con parafilm y se llevaron a 37 °C durante 2 horas
con agitacion de 60 rpm/min (Jenway 1000 calefactor). Transcurrido este tiempo se

sumergieron en un bafio de hielo para detener la digestion gastrica.

Tras 10 minutos se ajustd el pH a 6.5 mediante la adicién de NaHCO; 1 mol/L
(Panreac) y se adicion6 una disolucién de pancreatina-extracto biliar (Sigma) (0.2 g de
pancreatina y 1.25 g de extracto biliar en 50 mL de NaHCO; 0.1 mol/L) en cantidad
suficiente para proporcionar 0.0005 g de pancreatina/g muestra y 0.003 g de extracto
biliar/g muestra. La mezcla se mantuvo a 37 °C durante 2 horas con agitacion (60
rpm/min). Transcurrido este tiempo, la digestion se detuvo sumergiendo los matraces en

un bafio de hielo durante 10 minutos.

Una vez finalizada la etapa intestinal el pH de la mezcla se ajust6 a 7.2 con NaOH
0.5 mol/L y se centrifug6 a 10000 rpm (Sorvall Pont) durante 30 minutos a 4 °C, con el
objetivo de separar la fraccion soluble (fraccion bioaccesible) del residuo sélido. La
bioaccesibilidad, porcentaje de solubilizacion del analito respecto a su contenido en la

muestra, se calcul6 utilizando la siguiente expresion:
Bioaccesibilidad = [S/C] x 100
Donde:
S es el contenido de arsénico o especie arsenical solubilizada

C es el contenido arsenico o especie arsenical existente en la muestra.
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En la fraccién soluble se analizé el contenido de arsénico total y de especies
generadoras de hidruros siguiendo las metodologias descritas el apartado 14. Se analizé

también el contenido de arsénico total en el residuo de la digestion gastrointestinal.
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!

DIGESTION GASTRICA

*—— pH 2 (HCL6 maliL)

— )
Fepsina

4 Incubacidn en bafio de agua con
agitacidn (37 * C/d k)
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—— pH 65 (NaHCO; 1 moliL)
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- y o
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L J
pH 72 (NaOH 0.5 mol/L)

Centrifiygacidn
10.000 rpmdd *CA30 mitmatos

Fraccidn soluhle
(BIOACCESIBLE)

Figura 17. Esquema del protocolo de digestién gastrointestinal
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4.2. Determinacion de la capacidad antioxidante de la fraccion bioaccesible

La determinacion de la capacidad antioxidante de la fraccién bioaccesible se llevé a
cabo empleando el método de la capacidad reductora de hierro férrico (FRAP) con
ligeras modificaciones (Benzie y Strain, 1996). Este método colorimétrico se basa en la
reduccidn de un complejo de hierro y tripiridil-s-triazina. A bajo pH y en presencia de
antioxidantes (reductores), la forma férrica del complejo hierro-tripiridiltriazina (Felll-
TPTZ), se reduce a su forma ferrosa (FellTPTZ). El complejo reducido posee una
coloracién azul intensa que presenta su méaxima absorcién a 593 nm. La aparicion del
color indica la capacidad reductora de la muestra, proporcional a la concentracion de

antioxidantes en la misma.

El reactivo de FRAP se prepar0 diariamente a partir de 25 mL de tampdn acetato 0.3
M (Panreac) a pH 3.6, 2.5 mL de disolucion de 2,4,6-tripiridil-s-triazina 10 mM
(Panreac) en HCI 40 mM (Merck) y 2.5 mL de cloruro férrico 20 mM (Panreac). La

disolucién se mantuvo a 37 °C durante su uso.

Para el analisis se utilizaron microplacas de 96 pocillos. Se adicionaron 180 pL de
reactivo de FRAP a 20 pL de muestra o de patron (FeSO, 7H,O, Prolabo). Se
cuantificaron blancos tanto del medio de digestidn gastrointestinal como del reactivo de
FRAP. Transcurridos 4 min y 30 min desde el inicio de la reaccién se procedi6 a la
lectura de la absorbancia a 593 nm mediante un lector de microplacas (PolarSTAR
OPTIMA, BMG-Labtech). Las concentraciones se calcularon por interpolacion frente a
una curva de calibrado en el intervalo 100 - 2000 uM. Los resultados se expresan como

concentracion equivalente de FeSO, 7H,0 (mM)/100 g muestra.

4.3. Determinacion de los niveles GSH/GSSG en la fraccién bioacesible

Los niveles de GSH y GSSG se determinaron aplicando el método descrito por
Hissin y Hilf (1976). Para la cuantificacion de GSH, se incubaron 10 pL de la fraccion
soluble con 10 pL de tampon formaldehido [formaldehido 37-40%; 0.1 M Na,HPOQ,,
(Sigma)] en proporcién 1:4 v/v; pH 8], 170 mL de 0.1 M Na,HPO4-5 mM EDTA y 10

pL de solucién 1 mg/mL de o-ftaldialdehido (OPT, Fluka). Tras mezclar e incubar a
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temperatura ambiente durante 45 min, se midié la intensidad de fluorescencia a
longitudes de onda de excitacion/emision de 355/460 nm en un lector de microplacas
(PolarSTAR OPTIMA).

Para la cuantificacion de GSSG, la fraccion soluble (10 pL) se incubé a temperatura
ambiente con 10 pL de tampdn formaldehido y 4 pL de 40 mM N-etilmaleimida
(Sigma) durante 30 min. Transcurrido este tiempo, se afiadié 0.1 M NaOH (176 pL) y
OPT (10 pL) y tras mezclar e incubar 45 min a temperatura ambiente se procedio a la
lectura de fluorescencia en las condiciones descritas anteriormente. Las concentraciones
de GSH y GSSG se calcularon mediante interpolacién en curvas de calibrado
independientes (0, 5, 10, 25, 50, 100, 150 y 200 pg/mL; Sigma).

4.4. Extraccion con acido ortofosférico de alimentos tratados con As(V)

Los alimentos que se trataron con As(V) mediante un proceso de remojo o de
coccidn fueron posteriormente extraidos con acido ortofosfdrico para la evaluacion de
las especies arsenicales que contienen. Se adicion6 a la muestra (1 g), 4 mL de acido
ortofosforico 3 mol/L (Panreac) y se calentd a 90 °C durante 4 horas. Posteriormente se
centrifugd la muestra (4000 rpm; 10 min) y el sobrenadante se llevo a pH 6 mediante la
adicién de NaOH 8 mol/L (Panreac). Las formas arsenicales generadoras de hidruros
existentes en el sobrenadante se cuantificaron mediante espectrofotometria de absorcion
atébmica acoplada a la generacion selectiva de hidruros mediante trampa criogénica

siguiendo el protocolo descrito en el apartado 14.4.

5. Evaluacién del metabolismo del arsénico inorganico en las células epiteliales del

intestino

El estudio de las posibles transformaciones de las formas arsenicales inorganicas
[As(lIl) y As(V)] durante su contacto con el epitelio intestinal se llevé a cabo
empleando células Caco-2 y HT29-MTX. El metabolismo se evalu6 en funcién del tipo
celular, el estadio de diferenciacién, el tiempo de exposicién, el soporte empleado para

el crecimiento celular y la presencia de componentes dietéticos. Adicionalmente se
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evalud la expresion diferencial de ARNm de la arsénico-3-metiltransferasa (AS3MT),
enzima responsable del metabolismo del arsénico inorganico, y la expresion génica de

los marcadores de diferenciacion celular de ambas lineas celulares.

La densidad de siembra en todos los casos, salvo que se indique lo contrario, fue de

5 x 10* células/cm?.

5.1. Expresion relativa de ARNm de marcadores de diferenciacion celular en Caco-2 y
HT29-MTX

Los estudios se realizaron en células Caco-2 y HT29-MTX tras 5, 15 y 21 dias
postsiembra sembradas en placas de 12 pocillos. En células Caco-2 se evallo la
expresion de fosfatasa alcalina intestinal (ALPI), sucrosa isomaltasa (SI) y dipeptidil
peptidasa IV (DDP4) y en células HT29-MTX se evalud la expresion de mucina
MUCBSAC. Tras los distintos tiempos en cultivo, las células se lavaron 3 veces con PBS
y se recuperaron por rascado para la extraccion del ARN total y posterior obtencién del
ADNCc. Los protocolos de extraccion de ARN, transcripciéon reversa (RT) y PCR
cuantitativa (qQPCR) se detallan en el apartado 12. Los datos obtenidos se normalizaron
empleando el gen de referencia 18S ribosomal (RN18S) y se analizaron mediante el
software relative expression software tool, version 2006 (REST, 2006; Pfaffl, 2002).
Los valores de expresion obtenidos a los 15 y 21 dias postsiembra se relativizaron
respecto a los valores hallados a los 5 dias postsiembra. Los oligonucleodtidos empleados

y sus eficacias se describen en la tabla 7.
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Tabla 7. Oligonucle6tidos empleados para gPCR en los estudios de metabolismo del arsénico inorgéanico.

Tamafio
Gen GenBank Secuencias 5-3’ Eficacia del amplicon Referencia
(bp)
F:CGTCTATACGAGCCTTGAAC )
AS3MT NM_020682.3 1.81+0.3 200 Drobné el al., 2004
- R: CATGTGCAAGGCCGGCTTCG
ALPI NM_001631 F: GTGCGACCAGACGTGAATGA 188+ 021 175 http://pga.mgh.harvard.ed
R: CCATGACATGCGCTACGAA u/primerbank
F: GTGGCGTGTTCAAGTGTGG
DPP4 NM_001935 2.01+0.32 111 Varona el al., 2010
R:CAAGGTTGTCTTCTGGAGTTGG
S| NM_001041 F:AAATCAGACACCCAATCGTTTCC 212 +017 134 http://pga.mgh.harvard.ed
R: GGGCAACCTTCACATCATACAA u/primerbank
XM_0011303 F: CCTTCGACGGACAGAGCTAC
MUCS5AC 1.84+£0.25 111 Ohuchida el al., 2006
82 R: TCTCGGTGACAACACGAAAG
F: CCATCCAATCGGTAGTAGCG hitp://pga.mgh.harvard.ed
RN18S1 | NR 0032862 | . GRAACCCGTTGAACCCCATT 151 1.94+0.08 wiprimerbank
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5.2. Evaluacién de factores que pueden afectar al metabolismo en células intestinales
diferenciadas (15 dias postsiembra)

5.2.1. Influencia del tiempo de exposicion

Los estudios se realizaron en células Caco-2 y HT29-MTX sembradas en placas de 6
pocillos con su medio correspondiente (DMEMc para Caco-2 y HT-DMEMc para
HT29-MTX). Transcurrido el tiempo postsiembra estipulado, las células se expusieron a
10 puM de As(V) o 1 uM de As(l11) durante 4, 6, 24, 48 y 72 horas en Medio Esencial
Minimo con sales de Earle (MEM, PAA).

Se evaluaron los ratios de metabolismo:

MMA (células+medi
Primer ratio de metabolismo (MMA/Asi) = (células+medio)

As inorganico (células+medio)

) ) DMA (células+medio)
Segundo ratio de metabolismo (DMA/MMA) =

MMA (células+medio)

5.2.2. Efecto del soporte de cultivo

Se evalud la influencia del soporte empleado durante el crecimiento y diferenciacién
celular. EI metabolismo en células diferenciadas en placas de 6 pocillos se compar6 con
el obtenido en sistemas Transwell®. Estos ensayos se llevaron a cabo en células Caco-2

diferenciadas tras 15 dias postsiembra y expuestas a As(l11) 1 UM durante 48 horas.

5.2.3. Efecto de componentes dietéticos

El estudio del efecto la vitamina B12 y del GSH sobre el metabolismo de As(lll) y
As(V) se llevo a cabo adicionando estos compuestos (100 pug/mL vitamina B12 0 1 mM
GSH) junto al arsénico [As(l111) 1 uM o As(V) 10 uM] durante 48 horas a células Caco-
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2 mantenidas 15 dias postsiembra en placas 6 pocillos. Se evaluaron los ratios de

metabolismo.

5.3. Influencia del estadio de diferenciacion

Los estudios se realizaron en células Caco-2 y HT29-MTX con 5, 15 y 21 dias
postsiembra. El estudio en 5 dias postsiembra se llevé a cabo en frascos de 75 cm?,
mientras que el estudio a 15 y 21 dias postsiembra se realiz6 en placas de 6 pocillos.
Cada linea celular se sembrd en su medio correspondiente (DMEMCc para Caco-2 y HT-
DMEMc para HT29-MTX). Transcurridos los tiempos postsiembra estipulados, las
células se expusieron a 10 uM de As(V) o 1 uM de As(l11) durante 24, 48 y 72 horas en
Medio Esencial Minimo con sales de Earle (MEM, PAA).

5.4. Expresion relativa de ARNm de As-3-metiltransferasa (AS3MT)

Se evalud la expresion diferencial de la AS3MT en células Caco-2 y HT29-MTX
tratadas con el toxico. A los 5, 15 o 21 dias postsiembra, las células se expusieron a 10
uM de As(V) 0 1 uM de As(l11) en MEM durante 24, 48 y 72 horas. Se utilizaron como
control las células no tratadas con arsénico mantenidas en cultivo los mismos tiempos
de tratamiento. Las secuencias de los oligonucleétidos empleados se muestran en la
tabla 7.

5.5. Efecto del mucus en el metabolismo y retencién celular de HT29-MTX.

Con el fin de evaluar la influencia de la capa de mucus secretada por las HT29-MTX
(15 dias postsiembra) en la captacion y metabolismo de especies arsenicales
inorganicas, las células se sembraron en placas de 6 pocillos y transcurridos 15 dias se
expusieron durante 24 horas a As(I11) 1 uM y As(V) 10 pM en medio MEM. Tras la
exposicion, se recuperd el medio y el mucus fue separado de la monocapa celular
siguiendo el método descrito por Mahler el al. (2008) con modificaciones. Brevemente,
la monocapa celular se mantuvo en contacto durante 1 hora con 1.5 mL de 10 mM N-
acetilcisteina (NAC, Sigma) preparada en HBSS a 37 °C y con agitacion (135 rpm).

Transcurrido este tiempo, el medio (HBSS+NAC) se recuperd por aspiracion.
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Tras aplicar cada uno de los tratamientos que se describen en este apartado, se
recuperd el medio de cultivo y las células se lavaron 3 veces con PBS, se rascaron y
lisaron con Triton X-100 0.1% (m/v) (Merck). En el medio de cultivo se determing el
contenido total de arsénico mediante espectrometria de absorcion atdmica con cdmara
de grafito (apartado 14.1). La metodologia de espectrometria de absorcion atémica con
generacion selectiva de hidruros mediante trampa criogénica (apartado 14.4) se utilizé a
pH 1 para el analisis de metabolitos en las células y en los medios de todos los ensayos,
asi como para la cuantificacion de arsénico en mucus (pH 1). Adicionalmente, esta
metodologia se utilizé a pH 6 para el analisis de especies trivalentes o tioladas
pentavalentes, Unicamente en células Caco-2 con 15 dias postsiembra expuestas a 1 pM
de As(l11) 0 10 uM de As(V) 48 horas.

6. Evaluacién de la permeabilidad aparente, transporte y retencion celular de

especies arsenicales por la linea celular Caco-2

Se ha estudiado la retencion celular, transporte y permeabilidad aparente (P,p,) de
especies arsenicales a través de la monocapa formada por las células Caco-2
diferenciadas. Esta investigacion se aplico a las formas inorganicas [As(V) y As(l11)],
monometiladas [MMA(V) y MMAC(II)] y dimetiladas [MMA(V) y DMA(ID],
utilizando el sistema Transwell® para el cultivo. A continuacién se describen los
protocolos de trabajo para la realizacién de estos estudios tanto en las condiciones
estandar de trabajo (pH 7.2, 37 °C), como en las condiciones especificas aplicadas para
evaluar los posibles mecanismos implicados en el transporte intestinal (apertura de las
uniones intercelulares, pH, temperatura). Los medios de cultivo, las concentraciones de
especies arsenicales y los tiempos de exposicion utilizados varian entre los estudios
realizados. Por este motivo, y con el objeto de facilitar la interpretacion de los
resultados obtenidos, las condiciones particulares de cada ensayo se detallan en el

correspondiente apartado de resultados.
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6.1. Ensayos de transporte, acumulacién celular y permeabilidad en condiciones

estandar

Los ensayos se llevaron a cabo en direccion apical-basolateral (sentido absortivo) y
en direccion basolateral-apical (sentido secretorio) del sistema Transwell® (Figura 18).
Se emple6 como medio de cultivo la solucién salina de Hanks con NaCO; (Sigma)
(HBSS), suplementada con 10 mM HEPES (pH 7.2). Para las especies arsenicales
pentavalentes [As(V), MMA(V) y DMA(V)], se realizaron también ensayos en medio
DMEMc.

Adicién A

Compartimento
apical

Tansporte apical-basolateral
[eoide-jelare|oseq ayodsue |

Monocapa
celular
Compartimento Soporte
basal permeable
(PET)

Adicién

Figura 18. Disefio de los estudios de transporte realizados en el sistema Transwell®.

Antes de iniciar las experiencias, las células diferenciadas en Transwell® se
acondicionaron durante 15 minutos con el medio de ensayo, HBSS o DMEMc.
Posteriormente, se retird el medio y se adicionaron 1.5 mL (apical) o 2 mL (basal) de
los patrones de especies arsenicales preparados en HBSS o DMEMCc al compartimento
dador (apical, para el transporte apical-basolateral o basal para el transporte basolateral-
apical) y 1.5 o0 2 mL de medio HBSS o DMEMc al compartimento aceptor. Los
Transwell® se introdujeron en el incubador (37 °C, 95% de humedad relativa, 5% de

CO,). A los tiempos que se detallan en el correspondiente apartado de resultados, las
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células se sacaron del incubador y se procedid a retirar del compartimento aceptor una
alicuota del medio (300-400 pL), que se sustituyd por el mismo volumen de medio sin
adicion de arsénico. En las alicuotas obtenidas se procedié a la cuantificacion de
arsenico total por espectrometria de absorcion atomica con camara de grafito, tal y

como se describe en el apartado 14.1.

Los coeficientes de permeabilidad aparente se calcularon utilizando la siguiente
ecuacion:
Papp = (dC/dt) (V/AC,)
Donde:
dC/dt es el flujo (uUM/s) determinado por la pendiente lineal de la ecuacion
que rige la variacion de las concentraciones de arsénico, corregidas con la
dilucion, frente al tiempo.
V, es el volumen del compartimento aceptor (apical: 1.5 mL, basal: 2 mL).
A es la superficie ocupada por la monocapa celular (4.67 cm?).

C, es la concentracion inicial de arsénico en el compartimento dador.

Se calculé el ratio de eliminacion (E,) mediante la siguiente ecuacion:

Papp (basal-apical)

E = -
Papp (apical-basal)

Para el transporte de MMA(V) en DMEMc se calcul la constante de Michaelis-
Menten (K.,) y la velocidad maxima (Vmax). Se utilizé para ello el programa GraphPad

Prism 5.

Finalizados los ensayos de permeabilidad y transporte, se cuantifico el contenido de
arsénico y/o especies arsenicales en las células. Los datos de transporte se expresaron
como cantidad de arsénico total (ng) normalizado por el nimero total de células o por el

contenido total de proteina determinado por el método Bradford (apartado 13).
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6.2. Estudio del transporte paracelular

La participacion de la via paracelular en la absorcion de las formas arsenicales se
estudié mediante la modulacion de las uniones intercelulares. Para ello, se adicion6 una
disolucion 5 mM de EDTA preparada en PBS libre de Ca** y Mg a los
compartimentos apical y basal del sistema Transwell®, y se mantuvo en contacto
durante 5 minutos. Posteriormente, se retird el EDTA, se lavd la monocapa con HBSS y
se afadieron al lado apical 1.5 mL de las disoluciones patrén de especies arsenicales
preparadas en medio HBSS libre de Ca®* y Mg?, y al lado basolateral 2 mL de HBSS
libre de Ca®* y Mg?*. La evaluacion de la acumulacion celular y de la Papp €n direccion
apical-basal se realiz6 tal y como se describe en el apartado 6.1. Los resultados

obtenidos se compararon con los hallados en células no tratadas con EDTA.

6.3. Efecto del pH

Se evalud el efecto de la diferencia de pH entre el compartimento apical y basal
(5.5/7.2) sobre la absorcion de las formas arsenicales. Este estudio se llevo a cabo en
direccion apical-basal empleando medio HBSS ajustado a pH 5.5 mediante la adicion de
5 mM de acido 2-o0-(N-morpholino) etanesulfénico (MES, Sigma) en el compartimento
apical, y HBSS-HEPES a pH 7.2 en el compartimento basal. El calculo de la P,y y de la
retencion celular de las distintas especies arsenicales se realiz6 segln lo descrito en el
apartado 6.1. Los resultados obtenidos se compararon con los valores hallados en

condiciones de igualdad de pH en ambos compartimentos (7.2/7.2).

6.4. Efecto de la temperatura

Se evaluaron los pardmetros de transporte y acumulacién celular a 4 y 15 °C en
direccion apical-basal para patrones de especies arsenicales preparados en medio HBSS
a pH 7.2. Los Transwell® se mantuvieron en cémaras con temperatura controlada

durante el tiempo de ensayo.

El calculo de la acumulacion celular y de la P4y, se realiz6 segin lo descrito en el

apartado 6.1. Los resultados obtenidos se compararon con los valores de P, hallados a
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37 °C. Adicionalmente se calcul6 la energia de activacion de las especies arsenicales
para lo cual se aplico la ecuacion de Arrhenius a los datos de P,p, obtenidos:
Papp = Po € -Ep/RT
donde:
Papp € el coeficiente de permeabilidad aparente
Py es un factor pre exponencial
R es la constante de los gases

T es la temperatura absoluta en grados Kelvin

6.5. Integridad de la monocapa celular

La integridad de la monocapa celular Caco-2 en el transcurso de los ensayos se
evalué mediante: a) la determinacion de la RET, b) la determinacion de la P,y 0 del
transporte del marcador de transporte paracelular lucifer yellow (LY, Sigma) y c) la

evaluacion de la viabilidad celular.

Se fijaron los siguientes criterios para considerar la monocapa celular de Caco-2
integra:

- Valores de RET con variaciones menores al 20% respecto al valor inicial y al

control.

- Papp del LY < 0.5 x 10 cm/s y transporte de LY < 2%.

- Viabilidad celular > 80% de la viabilidad existente en el control.

En los ensayos de transporte y retencién celular, la RET se midié al inicio y final del
ensayo. En los experimentos de permeabilidad, la RET se midio, ademas, en todos los

tiempos de toma de muestra estipulados.

Respecto a la utilizacion de LY para evaluar la integridad de la monocapa, este
compuesto se adicion6 a una concentracion de 100 uM al compartimento dador tanto de
los pocillos control como de los pocillos tratados con arsénico. En los ensayos de
permeabilidad, se calculo la Py, del LY en base a la concentracion hallada a los

distintos tiempos de toma de muestra. En los ensayos de transporte y retencion celular,
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se calculd el transporte de LY a tiempo final. Con el fin de evaluar posibles
interacciones del LY sobre la captacion de las especies arsenicales se realizaron
experiencias paralelas con y sin marcador paracelular, que demostraron la ausencia de
interferencias debidas a la presencia de LY en el medio. La cuantificacion de LY se
evalud tras el andlisis de la fluorescencia del LY transportado (Aemision = 485 nm;
Aexcitacion = 535 nm; PolarSTAR OPTIMA) e interpolacion frente a una curva de
calibrado de LY (0-100 uM) preparada en HBSS.

Al finalizar los ensayos, la viabilidad celular se evalu6 mediante una tincion de

exclusion con azul tripan 0.4% v/v.

7. Estudio de los transportadores implicados en la absorcidn intestinal de As(V) y
As(l)

Para las formas inorganicas [As(lIl) y As(V)] se han investigado posibles proteinas
implicadas en el transporte transcelular en células Caco-2. Con este objetivo se han
realizado estudios de expresion diferencial, inhibicién quimica y silenciamiento génico
de transportadores presentes en el intestino y que pertenecen a familias que en otras

lineas celulares se han relacionado con el transporte de estas formas arsenicales.

Como en apartados anteriores, se describen a continuacion los protocolos generales
de trabajo para la realizacion de estos estudios, mientras que las condiciones
particulares de cada ensayo (especies, concentraciones y tiempos) se detallan en el

correspondiente apartado de resultados.

7.1. Expresion diferencial de transportadores en células expuestas a As(V) y As(l11).

La densidad de siembra fue de 5 x 10* células/cm? en placas de 6 pocillos en medio
DMEMc. Tras 13-15 dias de diferenciacién, se expusieron a patrones de As(V) y
As(I11) preparados en MEM durante 24, 48 y 72 horas. Transcurrido estos tiempos, las
celulas se lavaron tres veces con PBS y se recuperaron para la extraccion de ARN vy

posterior obtencion de ADNCc segun el protocolo descrito en el apartado 12.
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La evaluacién de la expresion diferencial se realiz6 mediante gPCR, tal y como se
describe en el apartado 12.4. Los transportadores evaluados en las células expuestas
tanto a As(I11) y As(V) fueron:

- Transportadores de glucosa: dependientes de sodio (SGLT1) o permeasas
(GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUT5).

- Polipéptidos transportadores de aniones orgéanicos (OATP): OATPB, OATPE.

- Agquaporinas (AQP): AQP1, AQP3, AQP4, AQP10.

- Proteinas de resistencia a maltiples drogas (MDR, MRP): P-gp, MRP2 y MRP3.

- Proteina de resistencia al cancer de mama: BCRP.

Adicionalmente, en las células expuestas a As(V) se evaluaron los siguientes
transportadores de fosfato: PiT1, PiT2, NaPilla, NaPillb.

Las secuencias de los oligonucle6tidos empleados se muestran en la tabla 8. Los
datos obtenidos para los distintos genes se normalizaron empleando como gen de

referencia el RN18S y se analizaron mediante el programa REST 2006.
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Tabla 8. Oligonucledtidos de transportadores empleadas en gPCR.

Gen GenBank Secuencia de primers 5’-3’ al;:])gﬁ::tgjnd(%?) Eficacia Referencia
OATPB F: TCAAGCTGTTCGTTCTGTGC .
(sLcozpy) | NM_001145211.1 iaacsd S il 154 1.89+0.08 Sai el al., 2006
OATPE F: CTGCCAGCCAGAACACTACA
(sLcosp1) | NM_016354.3 R: AGAAGGAGGGGCTTTCTCTG 216 195201
GLUTL F: CCAGCTGCCATTGCCGTT
(sLc2a1y | NM_006516.2 R:GACGTAGGGACCACACAGTTGC %9 189£0.05
GLUT?2 M 000340.1 F:CACACAAGACCTGGAATTGACA 198 > 40,05 hittp:// an}meﬁg':r:‘éard'e‘j“/
(SLC2A2) - : R: CGGTCATCCAGTGGAAGAC 0. P
GLUT3 F:CAATGCTCCTGAGAAGATCATAA
(SLC2A3) | NM_006931.2 R: AAAGCGGTTGACGAAGAGT 172 19401
GLUTS F: CATCACTGTTGGCATCCTTGTG
(sLcoasy | NM_003039.2 R: AGGATCGGCCAGCCATCTAC 8 2£01
SGLTL F: TCGGACTGTGGGCTATGTTTT
(sLcsary | NM_0003433 R: GCCACTTCCAATGTTACTAGCA 122 187+01
AQPL NM_198098.2 F: TGGCTGTGGGATTAACCCTG 65 L6 +0.06 hitp:// pqa}mehrg‘:r:‘éard'ed“’
(tr.1) R: GGTTGCTGAAGTTGTGTGTGATC 8£0. P
F: GGAATAGTTTTTGGGCTGTA
AQP3 NM_004925.3 b eaaliadlLELLgqlbd 159 1.85+0.07



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/28231
http://pga.mgh.harvard.edu/
http://pga.mgh.harvard.edu/

Tabla 8. Oligonucledtidos de transportadores empleadas en gPCR. Continuacion.

Gen GenBank Secuencia de primers 5’-3’ a'a?;ﬁ?;f(%ﬂ) Eficacia Referencia

AQP4 NM_001650.4 FE igﬁéﬁgg%%%gg%@ 226 1.83+0.05
( AE'ngl) NM_000927.3 F;{:ASSAAAACGAATCCAGTTGGACCA%AAGT%TAAATA%C 184 1.78 + 0.03 Nishimura el al., 2002
( AthéFzzzz) NM_000392.3 R:F(; :Acgggggigxﬁ%ﬁﬁggggfé A 100 1.85+0.05 Pfrunder el al., 2003
( A'\g%g) NM_001144070.1 E:%%’“A%%’fgfggggggé% 68 1.79+0.02 Steinbach el al., 2003
( ABB%Rgz) NM_004827.2 'E:(:TAC%GATT(;TT%TGTT%%%AGTCCTTS:XGA 77 1.84+0.06 Gutman el al., 2005
(SLI:é:i;()l A1) NM_005415.3 FRCE'QAr?rE%-;g%??ggﬁgéETATA 92 1.78 £0.08 | http://primerdepot.nci.nih.gov
oy | s | ASSTSTSOMEHTET | 1y | amson
S s | RSKCTOCETTINCIE | o | imsor | Mol
S e | GASATOSTAMCTATET | | sesom



http://pga.mgh.harvard.edu/
http://pga.mgh.harvard.edu/
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7.2. Inhibicién quimica del transporte de As(V)

Se evalud el efecto del fosfato sobre la permeabilidad y retencion celular de As(V).
El estudio en ausencia de fosfato se llevé a cabo en un medio salino a pH 7.2 elaborado
con las siguientes sales: 130 mM de NaCl (Scharlau), 10 mM de KCI (Panreac), 1 mM
de CaCl, (Scharlau), 1 mM de MgCl, 6H,0 (Scharlau), 4 mM de NaHCO; (Scharlau),
5.5 mM de D-glucosa (Scharlau) y 20 mM de HEPES (PAA). Los medios con fosfato
(1.1 mM y 10 mM) se prepararon adicionando NaH,PO, (Merck) al medio salino
descrito anteriormente.

Para el estudio de permeabilidad, las células Caco-2 se sembraron en Transwell®
utilizando medio DMEMCc y se incubaron hasta su diferenciacion. Para el ensayo en
ausencia de fosfato, el medio salino se adicion6 al compartimento apical y basal, y tras
15 minutos de acondicionamiento se procedié a la adicion de As(V). Para el ensayo en
presencia de fosfato, tras 15 minutos de acondicionamiento en medio salino con fosfato
en el medio apical y medio salino sin fosfato en el compartimento basal, se adicion6
As(V) al lado apical. En ambos ensayos el calculo de la P, se realizd segun el

procedimiento descrito en el apartado 6.1.

Para el estudio de retencion celular se utilizaron células Caco-2 diferenciadas
sembradas en placas de 6 pocillos. Se adicioné el patron de As(V) preparado en medio
salino sin fosfato o en medio con 1.1 mM o 10 mM de fosfato inorgénico. Tras 24 horas
de exposicion, el medio se retird y las células se tripsinizaron. Se determiné el nimero
de células, la proteina total y se procedié a la cuantificacion de arsénico mediante
espectrometria de absorcion atdmica con generacion selectiva de hidruros mediante

trampa criogénica (apartado 14.4).

7.3. Inhibicién quimica de los transportadores de As(l11)

Se estudié el efecto de la inhibicién de determinados transportadores sobre la
permeabilidad aparente y la retencion celular de As(Il) por las células Caco-2. Los

inhibidores ensayados fueron:
- rifamicina SV (sal sodica, Fluka Chemika)
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- phloridzin (Phloretin 2'-B-D-glucopiranésido, Sigma)
- phloretin (B-2',4',6'-trihidroxi-3-(4-hidroxifenil)propiofenona, Sigma)
- sulfato de cobre (Cu,SO,, Panreac)

Para el estudio de permeabilidad, las células se sembraron en Transwell® y se
cultivaron hasta alcanzar la diferenciacion celular. Posteriormente se adiciond al
compartimento apical el inhibidor preparado a una concentracion 100 uM en medio
HBSS con piruvato de sodio (1 mM) y HEPES (1 mM). Todos los inhibidores se
mantuvieron en contacto con las células durante 15 minutos. Adicionalmente, para la
rifamicina SV y el phloridzin se ensayé un tiempo de preincubacién superior (60
minutos). Transcurrido este tiempo se retiré el inhibidor y se adiciond el patron de
As(Il) preparado en medio HBSS. Posteriormente se llevd a cabo el ensayo de
permeabilidad segin lo descrito en el apartado 6.1. Los resultados obtenidos se

compararon con los valores de Py, hallados en ausencia de inhibidores.

Los ensayos de retencion celular se llevaron a cabo en células Caco-2 sembradas en
placas de 12 pocillos. Transcurrido el tiempo de diferenciacion, las células se
sometieron a los tratamientos con inhibidores y As(l11) descritos con anterioridad. Una
vez transcurridos los tiempos estipulados, las monocapas celulares se tripsinizaron y se
determind el numero de células y la proteina total. Se procedi6 también a la
cuantificacién de arsénico mediante espectrometria de absorcién atomica con
generacion selectiva de hidruros mediante trampa criogénica, segun se describe en el

apartado 14.4.

7.4. Silenciamiento del ARNm de transportadores especificos mediante la técnica de

siARN (ARN pequefio de interferencia)

La transfeccion se realizé empleando siARN y reactivo de transfeccion de Qiagen
(lzasa, Espafa), siguiendo las recomendaciones descritas en Qiagen’s HiPerFect
Transfection Reagent Handbook, con modificaciones. Los genes seleccionados fueron
OATPB, AQP10, GLUT5 y NaPillb.
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Los ensayos de silenciamiento génico con siARN se llevaron a cabo inicialmente en
células Caco-2 diferenciadas (13-14 dias postsiembra), con el fin trabajar con células en
las mismas condiciones que las empleadas en el resto de estudios de transporte
realizados en la tesis. Tras varias pruebas se evidencié que las células Caco-2
diferenciadas son poco sensibles a la transfeccion. Un incremento de la concentracién
del reactivo de transfeccion o del siARN no mejoré la eficacia del proceso y produjo
efectos toxicos sobre el cultivo celular. Se ensay6 como posible alternativa el uso de
transfecciones secuenciales. Para ello se sembraron las células y tras 24 horas en cultivo
se realizaron transfecciones consecutivas cada 48 horas. Tras la segunda transfeccion se

observaron efectos tdxicos que no permitieron mantener el cultivo en estas condiciones.

Dado que la transfeccién s6lo pudo llevarse a cabo en células no diferenciadas (24
horas postsiembra), fue necesario evaluar la expresion de los transportadores de interés
a los tiempos de aplicacion de la transfeccion. Asi, las células Caco-2 se sembraron a
una densidad de 7.5 x 10° células/cm? en placas de 12 pocillos utilizando DMEMc
como medio de cultivo. Transcurridas 24 horas desde la siembra, se llevd a cabo un
estudio de expresion génica en el que se evalud la posibilidad de detectar GLUTS5,
AQP10, OATPB y NaPillb bajo estas condiciones. Tras este primer ensayo, en el que
confirmo la expresion de los genes a estudiar, se llevo a cabo la transfeccién con los
distintos siARN (Tabla 9).

Para la transfeccion, las células se tripsinizaron, contaron y diluyeron en DMEMc
sin antibidticos ni antifungicos. Se sembraron en placas de 24 pocillos a una densidad
de 7.5 x 10° células/cm? y se incubaron 24 horas en las condiciones estandar de cultivo.
Posteriormente se procedio al silenciamiento. Para ello, se diluy6 el correspondiente
SiARN a una concentracion final de 50 nM en 100 pL de DMEM sin ningdn
suplemento, se adicioné el reactivo de transfeccion (10 pL) y se agitd en un vortex
durante 1 minuto. La mezcla se incub6 durante 15 minutos para permitir la formacion
de complejos de transfeccion y transcurrido este tiempo se adiciond al cultivo celular. El
silenciamiento se evalud a las 24 horas para GLUT5 y NaPillb, y a las 48 horas para
OATPB y AQP10. Los tiempos de transfeccion se seleccionaron en base a los datos de

viabilidad. Se utilizé gPCR cuantitativa en las condiciones descritas en el apartado 12.4.
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El silenciamiento se monitored adicionalmente mediante la observacion en el
microscopio optico del cultivo celular transfectado con un control de muerte celular (All
Start HS Cell Death Control siARN, Qiagen). La observacion se realiz6 a las 2, 4, 6, 24
y 48 horas. En todos los ensayos se sembraron en paralelo controles con reactivos de
transfeccion, controles siARN sin reactivo de transfeccion y controles de células
cultivadas en medio DMEMCc sin reactivo de transfeccion ni siARN. En ellos se evalu6

la expresion de los distintos transportadores por gPCR.

En las células transfectadas y en los controles se llevaron a cabo estudios de
captacion celular de arsénico a las 48 horas postransfeccion para OATPB y AQP10, y a
las 24 horas postransfeccién para GLUT5 y NaPillb. Para ello, tras retirar el medio y
lavar las células con HBSS se adiciond al cultivo As(l1l) o As(V) durante 2 horas,
tiempo tras el cual se lavé la monocapa tres veces con PBS. Las células se recuperaron
y se lisaron con Triton X-100 (0.1%, m/v). La retencién celular de arsénico se

cuantificé mediante la metodologia descrita en el apartado 14.4 (CT-HT-AAS).
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Tabla 9. Secuencia de los ARN de interferencia empleados en los ensayos de transfeccion transitoria.

Hs_SLC2A5 3

NM_001135585

(GLUTS)

SiARN GenBank Gen Secuencia 5°-3
SLCO2B1 F: GGAGCAAGAGGGUCUUCUUTT
Hs SLCO2B1 7 NM_001145211
(OATPB) R: AAGAAGACCCUCUUGCUCCAG
SLCO2B1 F: CAGGUAUGCUUGUCAUCCATT
Hs_SLCO2B1_10 NM_001145211
(OATPB) R: UGGAUGACAAGCAUACCUGGG
F: GUUGGCACAGCCACUUATT
Hs_AQP10 4 NM_080429 AQP10
R: UAAGUGGCUGUGCCAACGGTG
SLC34A2 F: CAUGACCUUCAUCGUACATT
Hs SLC34A2 5 NM_001177998 .
(NaPillb) R: UGUACGAUGAAGGUCAUGCCT
SLC2A5 F: GAAUCUCCUUGCAAACGUATT

R: UACGUUUGCAAGGAGAUUCCG
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8. Factores que afectan el transporte intestinal de arsénico inorganico

En este apartado, y siguiendo con los estudios sobre el transporte intestinal, se ha
evaluado el efecto de algunos compuestos sobre la Py, y la retencion celular de As(l11)
y As(V) por células Caco-2 diferenciadas en sistemas Transwell®. Como en apartados
anteriores, se describen a continuacion los protocolos generales de trabajo mientras que
las condiciones particulares de cada ensayo se detallan en el correspondiente apartado
de resultados. En todos los ensayos, la integridad de la membrana se monitoreé como se

describe en el apartado 6.5.

8.1. Efecto del GSH

Se evalud la Pqp, v la retencion celular de As(V) y As(l11) en presencia de GSH. Los
patrones se prepararon en medio HBSS con 5 mM de GSH, ajustando el pH a 7.2 con 1
M de NaHCO; (PAA). Los estudios se llevaron a cabo en direccidn apical-basal y basal-
apical con un tiempo de exposicién de 120 min. El célculo de la P,y y de la retencion
celular se realiz6 segln lo descrito en el apartado 6.1. Los resultados obtenidos se

compararon con los valores de P4y, hallados en ausencia de GSH.

8.2. Efecto de sales biliares.

Se evalu6 la influencia de las sales biliares (25 mg/mL, Sigma), en la P4y, y en la
retencion celular de As(lll) y As(V). Las sales biliares se diluyeron en HBSS vy se
adicionaron al compartimento apical durante 15 minutos para acondicionar la monocapa
celular. Posteriormente se adiciond la cantidad de As(V) o As(lll) necesaria para
alcanzar la concentracién deseada y se llevé a cabo el estudio de permeabilidad en
direccion apical-basal durante 120 min de exposicion. El calculo de la P,y y de la
retencién celular se realizé segin lo descrito en el apartado 6.1. Los resultados

obtenidos se compararon con los valores de Py, hallados en ausencia de sales biliares.
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8.3. Efecto del extracto de té verde

El efecto del extracto de té verde (ETV, Plantextrakt, Alemania) sobre el transporte
y la retencién celular de As(l1l) y As(V) fue ensayado en direccién apical-basal. Para
ello se prepar6 una disolucién de 10 pug/mL de ETV en HBSS-HEPES a pH 7.2. Este
medio se adiciond sobre la monocapa celular y se mantuvo en contacto durante 15
minutos. Transcurrido este tiempo se adiciono al medio apical la disolucion de As(ll1) o
As(V) preparada en HBSS-HEPES apH 7.2 y ETV (10 pg/mL) y se procedi6 al estudio
del transporte durante 240 minutos de exposicion. El calculo de la P,y y de la retencion
celular se realiz6 segin lo descrito en el apartado 6.1. Los resultados obtenidos se

compararon con los valores de P,,, hallados en ausencia del extracto de té verde.

9. Evaluacion de la influencia del modelo in vitro de epitelio intestinal sobre la

permeabilidad de las formas arsenicales

En este apartado se ha evaluado la influencia del modelo in vitro de epitelio
intestinal (Caco-2 y cocultivos Caco-2/HT29-MTX) sobre el coeficiente de
permeabilidad aparente, la tasa de transporte y la retencion celular de las especies

arsenicales pentavalentes y trivalentes.

9.1. Estudio de permeabilidad y acumulacion celular en cocultivos Caco-2/HT29-MTX

La siembra de los cocultivos Caco-2/HT29-MTX se realiz6 a una densidad de 6.5 x
10* células/cm?, ensayéandose distintas proporciones de ambas lineas celulares (90/10,
50/50 y 30/70). Se utilizé6 medio HT-DMEMc, adicionando 1.5 mL al compartimento
apical y 2 mL al compartimento basal. Las células se mantuvieron en Transwell® hasta
alcanzar la diferenciacion (12-14 dias postsiembra). Posteriormente se acondicionaron
durante 15 minutos con HBSS suplementado con 10 mM de HEPES y durante 120
minutos se expusieron de forma independiente a las distintas especies arsenicales
[As(V), MMA(V), DMA(V), As(lI1), MMA(IIT) y DMA(IIN]. El célculo de la Py v la
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retencién celular se realiz6 segin lo descrito en el apartado 6.1. Los resultados

obtenidos se compararon con los valores hallados para el monocultivo Caco-2.

En todos los ensayos se evalud la integridad de la monocapa celular mediante la
medida de la RET, el calculo del coeficiente de permeabilidad aparente o transporte del
LY, y la viabilidad celular, tal y como se describe en el apartado 6.5. Se fijaron los
siguientes criterios para considerar la membrana integra:

- Valores de RET vy transporte de LY con variaciones inferiores al 20% respecto

al valor inicial y al control, para cada una de las proporciones de Caco-2/HT29-
MTX.

- Valores de viabilidad celular al finalizar el ensayo > 80% respecto al control.

En los cocultivos y en el monocultivo Caco-2 se estimé el radio de poro de las

uniones estrechas mediante la ecuacion
R =2.96 x 10°x Py + 4.94 (Saitoh el al., 2004)

Donde: R es el radio de poro de la unién estrecha

PLy es el coeficiente de permeabilidad aparente del LY

9.2. Efecto del mucus sobre la retencion celular de MMA(II) y DMA(IIl) en HT29-
MTX

La influencia de la presencia de la capa de mucus secretada por las HT29-MTX en la
captacion de especies arsenicales metiladas trivalentes se llevo a cabo en células
sembradas en placas de 6 pocillos y mantenidas 13-14 dias. Transcurrido este tiempo se
expusieron a MMA(II) y DMA(II) 1 uM en medio MEM. Tras la exposicién, se
recuperd el medio y el mucus fue separado de la monocapa celular siguiendo el método
descrito por Mahler el al. (2008) con modificaciones, tal y como se describe en el
apartado 5.3.3.
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9.3. Estudio del transporte del arsénico presente en alimentos por distintos modelos

celulares de epitelio intestinal

El estudio se realizd empleando muestras de arroz (Oryza sativa), ajo (Allium
sativum) y alga parda (Hizikia fusiforme). Las muestras de arroz y alga se cocinaron en
agua Mili-Q (18.2 MQ cm), mientras que el ajo se cocind con un patréon acuoso de
As(V) (1 mg/L).

Tras el cocinado, los alimentos se sometieron a una proceso de digestion
gastrointestinal in vitro tal y como se describe en el apartado 4.1. La fraccion soluble
obtenida tras la digestion gastrointestinal se emple6 para el estudio del transporte y
retencion de arsénico en las monocapas celulares formadas por distintas proporciones
Caco-2/HT29-MTX.

La fraccién soluble no puede adicionarse directamente al cultivo celular.
Previamente es necesario inactivar los enzimas proteoliticos utilizados en el proceso y
ajustar el pH y la osmolalidad de las fracciones solubles a valores fisiologicos que
permitan conservar la integridad de la monocapa celular. Para inactivar las proteasas, la
fraccion soluble se sometié a un tratamiento térmico a 100 °C durante 4 minutos y
posteriormente se sumergié en un bafio de hielo durante 10 minutos. A la fraccion
soluble inactivada, se le adicion6 glucosa (5 mM concentracion final; Sigma) y HEPES
(50 mM concentracion final), componentes necesarios para mantener la viabilidad y
actividad celular durante los ensayos, ajustando el pH entre 7.2-7.5 mediante la adicion
de HCI 3 mol/L (Merck) o NaOH 0.5 mol/L (Panreac). Finalmente la osmolaridad se
ajusto a valores entre 300-310 osmol/Kg, mediante la adicion de NaCl (Panreac) o agua
desionizada. Se utiliz6 para la determinacién de la osmolaridad un osmdmetro

crioscopico (Osmomat 030-D, Alemania).

Una vez tratadas las fracciones bioaccesibles de ajo, arroz y alga segin se ha
descrito, se adicioné 1.5 mL de cada una de ellas al cultivo Caco-2 y a los cocultivos
Caco-2/HT29-MTX en las proporciones 90/10 y 50/50. Se evalto la captacion celular y
el transporte al lado basal a los 120 min de exposicion. Durante los ensayos de

transporte se evalud la integridad de la monocapa mediante la determinacion de la RET
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a tiempo inicial y final de ensayo, y mediante la determinacién del transporte de LY a
los 120 min (apartado 6.5).

10. Estudios de toxicidad en células Caco-2

Los ensayos de toxicidad en células Caco-2 se llevaron a cabo en distintas
condiciones. Con el objeto de facilitar la interpretacion posterior de los resultados
obtenidos, las concentraciones y tiempos utilizados en cada uno de los ensayos se han
detallado en el correspondiente apartado de resultados. Las células se sembraron a una
densidad de 7.5 x 10* células/cm? en DMEM.c, y tras su diferenciacion celular se llevé a
cabo la exposicion a especies arsenicales para valorar los siguientes parametros:
actividad mitocondrial, generacion de especies reactivas de oxigeno, tasa de
peroxidacion lipidica, niveles de glutation oxidado/reducido, actividades enzimaticas
relacionadas con la maquinaria antioxidante, viabilidad celular, tipo de muerte celular,
actividad caspasa-3 y expresion diferencial de metaloteoneinas (MT) y proteinas de

choque térmico (HSP).

10.1. Evaluacién de la actividad mitocondrial

Para los ensayos se empled resazurina sodica (10-6xido de 7-hidroxi-3hidro-
fenoxacin-3-ona sal sddica, Sigma). Las células diferenciadas durante 11-12 dias
postsiembra en placas 96 pocillos, se expusieron a las especies arsenicales pentavalentes
[As(V), MMA(V) y DMA(V)] y trivalentes [As(l11), MMA(111) y DMA(III)] preparadas
en medio MEM. Tras la exposicion, se retird el medio y el cultivo se lavé con PBS.
Posteriormente, se afiadieron 500 pL de disolucion de resazurina (10 pg/mL en MEM) y
se incubd durante 4 horas a 37 °C, 95% humedad relativa y flujo de CO, del 5%. La
reduccion de la resazurina se determiné por espectrofotometria con lecturas a longitudes
de onda de 570 y 600 nm (lector de microplacas PowerWave HT, Bio-Tek). Los
resultados se expresaron como porcentajes respecto a la absorbancia de las células no

tratadas con arsénico.
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10.2. Determinacion de especies reactivas de oxigeno

Se evalué la generacion de especies reactivas producida por las células Caco-2
crecidas en placas de 96 pocillos (11-12 dias), expuestas a especies pentavalentes
[As(V), MMA(V) y DMA(V)] y trivalentes [As(111), MMA(I11) y DMA(I1I)] preparadas
en MEM, durante 24 horas. Como control positivo se emplearon células tratadas con 2
mM de H,0, (Prolabo).

Tras los tratamientos, el medio fue eliminado y las células se lavaron con PBS. Se
adicionaron 100 pL de 2', 7'- diclorofluoresceina diacetato 100 uM (DCFDA, Sigma)
preparada en PBS y se incub6 durante 30 minutos a 37 °C. Tras este tiempo, el medio se
eliming, las células se lavaron con PBS, se lisaron utilizando Triton X-100 (0.1% m/v
en PBS, 150 L) y determiné la fluorescencia (Aexcitacion = 488 NM; Aemision = 530 nm)
utilizando un lector de microplacas PolarSTAR OPTIMA. Los valores de fluorescencia
obtenidos se normalizaron por mg de proteina cuantificada por el método Bradford

(apartado 13) y se expresaron como porcentajes frente al control no tratado.

10.3. Determinacion de sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS)

El método colorimétrico empleado para la determinacion de TBARS en células
Caco-2 se bas6 en el protocolo descrito por Aviello el al. (2011), con ligeras
modificaciones. Brevemente, las células Caco-2 se sembraron en placas de 6 pocillos y
tras un periodo de diferenciacion de 14-15 dias las células se trataron con As(lll),
MMAC(I) y DMA(II) en MEM durante 24 horas. Tras este tiempo, las células se
lavaron con PBS y se recuperaron en Tritén X-100 (0.1% m/v, 0.5 uL) en PBS. Sobre el
lisado celular se adicion6 0.5 mL de acido tricloroacético (TCA, 10% m/v, Merck). Tras
centrifugacion a 11000 rpm durante 10 min, se afiadieron 0.5 mL de &cido tiobarbitdrico
0.67% m/v (Fluka). La mezcla se calentd a 80 °C durante 30 minutos y posteriormente
se enfrié en hielo. Los equivalentes de malondialdehido (MDA) se midieron a una
longitud de onda de 532 nm, mediante un lector de microplacas PolarSTAR OPTIMA.
La cuantificacion se realizo frente a una curva de calibracion de malondialdehido, MDA
(0, 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10, 25 y 50 uM; Sigma). Los resultados se expresaron como

porcentaje de equivalentes de MDA respecto al control.
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10.4. Cuantificacion de los niveles de glutatién oxidado (GSSG) y reducido (GSH)

Los niveles de GSH y GSSG se determinaron aplicando el método descrito por
Hissin y Hilf (1976). Las células Caco-2 se sembraron en placas de 96 pocillos y se
mantuvieron durante 11-12 dias, hasta su diferenciacién. Posteriormente se trataron 24
horas con As(V), MMA(V), DMA(V), As(l11), MMAC(IIT) y DMA(IIT) en MEM. Como
control positivo se emplearon células tratadas con 1 mM de H,0,. Tras los distintos
tiempos de exposicion se retiraron los tratamientos y se lavo la monocapa con PBS. Se
lisaron las células con 0.1 mL de Tritdn X-100 (0.1% m/v) en tamp6n Tris 20 mM pH
7.2 (Sigma). Para la cuantificacién de GSH y GSSG se utilizaron 10 pL de lisado
celular y se aplico el protocolo descrito en el apartado 4.3. Las concentraciones de GSH
y GSSG se calcularon mediante interpolacién en curvas de calibrado independientes (0,
5, 10, 25, 50, 100, 150 y 200 pg/mL; Sigma). Los valores obtenidos se normalizaron por

mg de proteina.

10.5. Determinacion de la actividad de enzimas antioxidantes

Las células Caco-2 se sembraron en placas de 6 pocillos y tras su diferenciacion (14-
15 dias) se trataron 24 horas con especies arsenicales trivalentes [As(I11), MMA(III) y
DMAC(II]. Tras el tratamiento las células se recuperaron y se incubaron en hielo
durante 30 minutos en tampoén de lisis [1 mM EDTA, 1 mM fluoruro de fenil metil
sulfonilo (PMSF, Sigma), Tritén X-100 (0.1% m/v) y 1 mM ditiotreitol (DTT, Sigma)].
Tras la centrifugacion a 11000 rpm durante 4 minutos, se separo el sobrenadante y se
determind la actividad glutation peroxidada (GPX) y catalasa (CAT). Como control
positivo se emplearon células tratadas con 2 mM de H,O,. Los datos obtenidos en los

distintos ensayos se normalizaron por mg de proteina.

La actividad de la enzima GPX se evalud siguiendo el protocolo descrito por
Esworthy el al. (2001) con ligeras modificaciones. Brevemente, en placas de 96 pocillos
se afiadieron 20 pL de lisado celular, 5 pL de glutation reductasa 46 U/mL (Sigma), 20
ML de nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (NADPH) 2 mM (Sigma), 20 pL de
GSH 10 mM y 5 pL azida sodica 2.25 mM (Panreac), completando hasta 200 pL con
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tampdn fosfato (NaH,PO, 0.05 M, pH 7.0). Se cuantificd la absorbancia de esta mezcla
(340 nm durante 5 minutos) utilizando un lector de placas PolarSTAR OPTIMA.
Posteriormente se afiadieron 10 pL de H,O, 10 mM a cada uno de los pocillos y se
realiz6 una nueva lectura a 340 nm durante 30 minutos. Los cambios en la absorbancia a
340 nm se determinaron mediante la representacion de los valores de absorbancia en

funcion del tiempo. La actividad enzimética se calculé mediante la siguiente ecuacion:
Actividad Gpx (nmol/min/mL) = [AA340/min/0.00373 uM-1] x [0.2 mL/0.02 mL]

El coeficiente de extincion molar del NADPH a 340 nM (0.00622 pM-1 cm-1) se

ajusto a la longitud del paso del pocillo (0.6 cm).

La actividad de la enzima CAT se determind segin el método descrito por Li y
Schellhorn (2007) con ligeras modificaciones. Brevemente, en un volumen de reaccion
de 250 pL se afiadieron 230 uL de tampon fosfato (NaH,PO,4 0.05 M, pH 7.0), 10 pL de
lisado celular y 10 pL de H,0, para una concentracién final de 10 mM. Inmediatamente
se realiz6 una lectura espectrofotométrica a 240 nm cada 10 segundos durante 3 minutos
(25 °C) (lector de placas PolarSTAR OPTIMA). Adicionalmente, se realizaron lecturas
de enzima purificada (Sigma, 0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 unidades) y de H,0, en
un intervalo entre 5-50 mM. Las muestras se diluyeron con tampén fosfato en caso de
ser necesario. La actividad de la catalasa se calculé en base a la tasa de descomposicion
del H,O,, proporcional a la reduccion en la absorbancia a 240 nm, mediante la siguiente

ecuacion:

Actividad catalasa (nmol/min/mL) = [AAss/min/ 0.000028 uM™] x [0.25 mL/0.01

mL] x dilucion de la muestra.

El coeficiente de extincién molar del H,0, a 240 nM (0.00004 uM™ cm™) se ajusté a
la longitud del paso del pocillo (0.7 cm).

10.6. Evaluacion de viabilidad, apoptosis y necrosis mediante citometria de flujo

Los niveles de células apoptdticas, necréticas y viables se midieron por citometria
de flujo, empleando una doble tincién de anexina conjugada con fluoresceina

isotiocianato (anexina V-FITC) y yoduro de propidio (IP).

102



Metodologia

Tras 14-15 dias de diferenciacion en placas de 24 pocillos, las monocapas celulares
se trataron durante 2 y 24 horas con disoluciones de As(l11), MMA(III) y DMAC(III)
preparadas en medio MEM. Se realizaron tratamientos con estaurosporina 2 puM
(Sigma) como control positivo de apoptosis. Transcurridos los tiempos estipulados, las
células se trataron con tripsina-EDTA y se centrifugaron (2000 rpm; 5 minutos). A
continuacion se elimind el sobrenadante, las células se lavaron con PBS y se
resuspendieron en 200 pL de tamp6n de unién de anexina [10 mM HEPES pH 7.4; 140
mM NaCl (Panreac); 2.5 mM CacCl, (Panreac)]. Posteriormente se adicionaron 5 pL de
anexina V-FITC (Gibco, Invitrogen, Espafia) y 10 uL IP (1 pg/mL, Sigma) a 100 pL de
esta suspensidn. Las células se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente en
oscuridad. Posteriormente se adicion6 tampon de union a anexina hasta completar el
volumen a 400 pL y las muestras se analizaron por citometria de flujo (Beckman
Coulter Epics XL-MCL). Todos los ensayos se realizaron por triplicado dos dias

independientes y se analizaron en cada lectura 10000 eventos.

En la figura 19 se presenta una imagen de citometria de flujo con la distribucion de
las poblaciones celulares tras la doble tincion IP/Anexina-FITC. Las células del
cuadrante inferior izquierdo [(FITC (-), IP (-)] representan las células viables. Las
células necréticas [FITC (-), (IP(+)] se localizan en el cuadrante superior izquierdo,
mientras que células en estadio temprano [(FITC (+), IP (-)] y avanzado [(FITC (+), IP
(-)] de apoptosis se localizan en los cuadrantes derechos y se cuantifican sin distincion

en células apoptoticas.
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Figura 19. Distribucién de Caco-2 en citometria de flujo tras tincion con ioduro de propidio y
anexina V-FITC.

10.7. Determinacion de la actividad caspasa-3

La determinacion se basé en la deteccion del compuesto coloreado p-nitroanilina
(pNA) formado tras la ruptura de un substrato cromogénico de esta enzima, Ac-DEVD-

PNA (Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanilina, Sigma).

Las células Caco-2 sembradas en placas de 6 pocillos se diferenciaron durante 14-15
dias y transcurrido este tiempo se expusieron 24 horas a As(I11), MMA(I11) y DMA(III)
en MEM. Se realizaron tratamientos con estaurosporina 2 uM (Sigma) como control
positivo de apoptosis. Tras los tratamientos, las células se tripsinizaron y se lavaron tres
veces con PBS. Al residuo celular se le adicioné tampdn de lisis [50 mM HEPES, 5 mM
3-[(3-Colamidopropil)- dimetilamonio]-propano sulfonato (CHAPS, Sigma), 5 mM
DTT] y se incubd 20 minutos en hielo. La mezcla se centrifugé a 11000 rpm durante 4
minutos y el sobrenadante (5 pL) se incub6 con 85 pL del tampdn de ensayo [20 mM
HEPES, 0.1% CHAPS, 2 mM EDTA, 5 mM DTT, pH 7.4] y 10 pL del sustrato de la
caspasa (2 mM). Las placas se incubaron a 37 °C y se procedio a la lectura a 405 nm
durante 180 minutos (PolarSTAR OPTIMA) cada 5 minutos durante la primera hora, y

a intervalos de 15 minutos el tiempo restante. Los valores se interpolaron frente a una
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curva de p-nitroanilina (0, 10, 20, 50, 100 y 200 uM; Sigma). Los valores obtenidos se

normalizaron por mg de proteina.

10.8. Expresion diferencial de metalotioneinas y proteinas de choque térmico

Las células Caco-2 sembradas en placas de 6 pocillos se diferenciaron durante 14-15
dias y transcurrido este tiempo se expusieron a As(l11), MMA(II1) y DMA(III) en MEM
durante 2, 4, 6, 24 y 48 horas. Posteriormente, las células se lavaron tres veces con PBS
y se recuperaron para la extraccion de ARN y posterior obtencidn de ADNCc siguiendo el

protocolo descrito en el apartado 12.

La evaluacién de la expresion diferencial se realizd6 mediante gPCR tal y como se
describe en el apartado 12.4. La secuencia de los oligonucleétidos empleados para la
amplificacion de estos genes se muestra en la tabla 10. Los genes evaluados fueron los

siguientes:

- Metalotioneinas (MT): MT1A, MT1B y MT2A.
- Proteinas de choque térmico (HSP): HSP27, HSP70 y HSP9O0.
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Tabla 10. Oligonucledtidos utilizada para la amplificacién de metalotioneinas y proteinas de estrés térmico.

Gen GenBank Secuencia 5’-3’ Longitud del Eficacia Referencia
amplicén (bp)

MT1A NM_005946.2 RFAgL%%ﬁégigéggggéﬁg$c 219 1.85+0.21 Yamasaki el al., 2007

MT1B NM_005947.2 ; gggizgrﬁglg_?giﬁgﬁgcczﬁg 224 1.94 +0.32 Oppermann el al., 2001

MT2A NM_005953.3 RF: fﬁégfﬁfgfg&%&%ﬁ%ﬁg 126 1.88 +0.22 Song and Freedman, 2005
(HEEE% NM_001540.3 RFA?Z;%%CG;AE;CC? ;ggggi%?lggG 81 1.81+0.15 Hu el al., 2008
HSPAA |\ oosass | | FOGAACCACCOAGETETTCTOO0 136 2012019 Alrd el al. 2009

HSP90AB1 NM_007355.2 F:GGCAGTCAAGCACTTTTCTGTAG 199 1.97 +0.37 Yaoel al.,, 2010

(HSP90)

R: GTCAACCACACCACGGATAA
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10.9. Evaluacion de la morfologia nuclear y del citoesqueleto mediante microscopia de

fluorescencia

Las células Caco-2 se sembraron en DMEMCc sobre cubreobjetos redondos (20 mm
de diametro) colocados sobre placas de plastico de 6 pocillos. Los cubreobjetos se
esterilizaron previamente mediante inmersién en etanol. La densidad de siembra fue de
5 x 10* células/cm? y se mantuvieron en cultivo durante 8-9 dias, cambiando el medio
cada 2-3 dias. Transcurrido este tiempo se retird el medio DMEMc y la monocapa se
lavé con MEM.

Para la evaluacién de la morfologia nuclear, las células se trataron con As(l1l) 10
UM, MMAC(II) 1 uM y DMA(II) 5 uM durante 24 horas en MEM. Se realizaron
preparaciones por triplicado y en todos los ensayos se incluyeron células control sin
ningun tratamiento con arsénico pero mantenidas el mismo tiempo en cultivo.
Transcurrido el tiempo de tratamiento las células se lavaron con PBS y se fijaron con
paraformaldehido (4% m/v) en PBS durante 15 minutos. Posteriormente las células se
lavaron 3 veces con PBS y se permeabilizaron con Triton X-100 0.1% (m/v) en PBS
durante 5 minutos. A continuacién se realizaron 3 lavados con PBS y se seco la
monocapa celular. La tincion de nicleos se llevo a cabo con diclorhidrato de 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Sigma), 5 pg/mL, en oscuridad durante 10 minutos. El

exceso de colorante se retird lavando la monocapa con PBS.

La evaluacion de la distribucién de la actina filamentosa y la estructura del
citoesqueleto celular se llevo a cabo en células Caco-2 tratadas con As(l11) 10 uM en
MEM durante 24, 48 y 72 horas. Adicionalmente se realizaron controles sin arsénico
mantenidos el mismo tiempo en cultivo y tratamientos con citocalasina B (5 pg/mL)
(Sigma) durante 4 horas. Este compuesto es un inhibidor de la polimerizacién de la
actina globular que evita su agregacion y la formacién de la actina filamentosa. El
procedimiento de fijaciébn y permeabilizacién fue el mismo que el descrito
anteriormente. La tincién fluorescente se llevé a cabo con 400 pL de faloidina
conjugada con isotiocianato de tetrametilrodamina (TRITC; Sigma) (100 pg/mL)
durante 20 minutos en oscuridad. Tras este tiempo se lavé la monocapa 2 veces con
PBS y se aplicé una disolucion de DAPI, 5 pg/mL, durante 10 minutos.
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Finalmente las muestras se montaron en glicerol-PBS (1:1) y se observaron en un
microscopio de fluorescencia Nikon eclipse 90i (DAPI: Aecitacion = 340 nm; Agmision = 485

nm; faloidina-TRITC: Aecitacion = 540 nm; Agmisisn = 605 nm).

11. Estudio de la respuesta inflamatoria de las células epiteliales del intestino

expuestas a especies arsenicales trivalentes

Los estudios sobre respuesta inflamatoria se llevaron a cabo en monocultivos Caco-
2 en estado diferenciado y en cocultivos Caco-2 diferenciadas/células mononucleares de
sangre periférica (PBMCs). En ambos casos, tras la exposicion a las formas arsenicales
trivalentes [As(I11), MMA(III) y DMAC(III)] a distintos tiempos, se evalué la expresion
diferencial de citoquinas proinflamatorias y la liberacion de éstas al medio de cultivo.
Asi mismo se evalu6 el efecto inflamatorio de la co-exposicion de estas formas
arsenicales con el lipopolisacarido (LPS) de Salmonella enterica subgrupo enterica

serotipo typhimurium (Sigma).

11.1. Estudios de respuesta inflamatoria en monocultivos Caco-2

Los ensayos se llevaron a cabo en placas de 12 pocillos. Las células se sembraron a
una densidad de 5 x 10* células/cm? en DMEMCc y se mantuvieron durante 12-14 dias
hasta su diferenciacion. Transcurrido este tiempo se realizaron las adiciones de 1 pM
As(Il) y DMA(III), y 0.1 uM de MMAC(III) solos o en combinacién con LPS (10
ng/mL). Las disoluciones se prepararon en MEM suplementado con HEPES (1 mM) y
piruvato sédico (1 mM). A distintos tiempos (2, 4, 6, 24 y 48 horas) se retir6 el
sobrenadante y se almacend a -80 °C para el posterior anélisis de los contenidos de
citoquinas. La monocapa celular se lavé 3 veces con PBS, se recuper6 por rascado y se
centrifugd a 11000 rpm durante 1 min. Posteriormente se procedié a la extraccién del
ARN total del precipitado celular segin el protocolo descrito en el apartado 12. Se

realizaron controles no tratados con arsénico ni con LPS.
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11.2. Aislamiento de las células mononucleares de sangre periférica (PBMC)

El aislamiento de los PBMCs se realizd sobre muestras sanguineas obtenidas en el
Centro de Transfusién de Valencia. El tipo de hemoderivado empleado fue Buffy Coat-
citrato fosfato dextrosa (BC-CPD). Las muestras procedieron de pacientes sanos y su

seleccidn fue aleatoria.

Se utilizaron 15 muestras de BC-CPD para la optimizacién de las condiciones de
estudio (densidad celular de siembra, estudios de viabilidad, concentraciones de toxico
y tiempos de exposicion). Una vez optimizado el método de trabajo, se utilizaron entre 4
y 6 muestras para llevar a cabo los estudios de respuesta inflamatoria ante la exposicion

a arsénico de los cocultivos Caco-2/PBMC.

El método empleado para la obtencién de células mononucleares se basé en la
separacion por gradiente, empleando para ello el reactivo Ficoll-Paque™ PLUS (GE
Healthcare). Las muestras sanguineas se diluyeron 1/1 (v/v) con PBS. Se colocaron 20
mL de Ficoll-Paque en tubos estériles Falcon de 50 mL y sobre esta solucién se
vertieron lentamente 20 mL de la sangre diluida (Figura 20, tubo izquierdo). Se
procedio posteriormente a una centrifugacion a 4 °C y 2000 rpm durante 30 min, con
acelerado y frenado suave. Tras este tiempo, se retir6 el sobrenadante (suero) y el anillo
celular formado sobre la solucién de Ficoll se aspird y trasvasé a un nuevo tubo (Figura
20, tubo derecho). El sedimento celular se sometio a tres lavados consecutivos con PBS
(171, viv), tras cada uno de las cuales se realiz6 una centrifugacion durante 10 minutos a

1800, 1200 y 800 rpm respectivamente.
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Figura 20. Fracciones formadas durante el aislamiento de PBMC. El tubo de la izquierda muestra
las dos fases previas a las centrifugacién (B, sangre diluida %2; F, Ficoll-Paque). El tubo de la
derecha presenta las tres fases existentes tras la centrifugacion (P, plasma; W, capa de células; R,
residuo). Imagen obtenida de http://hipc.stanford.edu/sops/pbmc-isolation-accuspin-conical-
method.

Una vez obtenido un sedimento celular limpio, se procedio al recuento celular en un
hematocitémetro. Para ello se realiz6 una tincién de exclusién con azul tripan 0.4% v/v.
Las células se sembraron a una densidad de 1 x 10° células/cm? en placas de 6 pocillos
(Corning® CelIBIND®) empleando medio RPMI 1640 medium (PAA) suplementado

con 10% de suero fetal bovino.

11.3. Estudios de respuesta inflamatoria en cocultivo Caco-2/PBMCs.

Para llevar a cabo el cocultivo Caco-2/PBMC, las células Caco-2 sembradas sobre
los insertos permeables Transwell® tal y como se describe en el apartado 3, se
incorporaron sobre los pocillos que contenian los PBMC aislados segun el apartado
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11.2. El medio DMEMc del cultivo Caco-2 se sustituyé por RPMI suplementado. El
cocultivo Caco-2/PBMC se mantuvo durante 24 horas en contacto antes de realizar los

tratamientos.

Transcurrido el tiempo de contacto, el medio apical fue eliminado y las células
Caco-2 se lavaron con RPMI sin suero. Posteriormente se adicionaron al compartimento
apical los tratamientos con LPS y/o especies arsenicales todos ellos preparados en
medio RPMI sin suero, antibiéticos ni antiflingicos. Se realizaron exposiciones a
distinto tiempo final (2, 4, 6 y 24 horas), tras los cuales el medio apical se recuper6 para
el posterior andlisis de los niveles de citoquinas. Las células Caco-2 sembradas en los
insertos se lavaron con PBS y se recuperaron por rascado y centrifugacién (11000 rpm,
1 min), para la extraccion de ARN total. EI medio basal también se recupero, centrifugo
(2000 rpm, 5 min, 4 °C) y el sobrenadante se almacend a -80 °C para el posterior
analisis de citoquinas y arsénico total (apartado 14.1). Los PBMCs recuperados tras la
centrifugacion del medio basal se combinaron con los obtenidos por rascado de las
placas de seis pocillos y sobre ellos también se llevo a cabo la extraccion de ARN.

Los tratamientos se realizaron como minimo por triplicado. Se realizaron controles
no tratados con arsénico ni con LPS. La integridad de la monocapa formada por las
células Caco-2 se evalué mediante la lectura de la RET al principio y al final de las
experiencias, y mediante la cuantificacion del transporte del marcador LY, tal y como se

describe en el apartado 6.5.

11.4. Expresion diferencial de citoquinas proinflamatorias en monocultivos Caco-2 y en
cocultivos Caco-2/PBMC

Los ensayos de expresion diferencial se llevaron a cabo sobre las células tratadas
con arsénico y/o LPS, y recuperadas como se describe en el apartado 11.1 para los
ensayos con monocultivos Caco-2 y en el apartado 11.3 para los ensayos con cocultivos
Caco-2/PBMCs. La extraccion de ARN y posterior obtencién de ADNc se realizaron

siguiendo el protocolo descrito en el apartado 12.
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La evaluacion de la expresion diferencial se llevé a cabo mediante gPCR tal y como
se describe en el apartado 12.4. La secuencia de los oligonucleétidos empleados se
muestra en la tabla 11. Los genes evaluados fueron los siguientes:

- Monocultivos Caco-2: Ili1a, IL1S, IL6, ILS, TNFa.
- Cocultivos Caco-2/PBMCs: IL6, IL8, TNFa, IL10 e 1L13.
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Tabla 11. Oligonucle6tidos de citoquinas empleados en gPCR.

Gen Genbank Secuencia 5’- 3’ Ta-maﬁo Eficacia Referencia
amplicon (bp)
ILIp NM_000576.2 Rﬁgfgggég§§,§$g¥2€ggéﬁ 91 193+0.1 Locati el al., 2002
IL8 NM_000584.3 FRGéﬁgJEéAméETgAé%AA%ﬁ%A 134 1.86+0.1 Ohki el al., 2002
wo | woose | FeACTITMGeOTIACTTGCCTTG
TNFa NM_000594.3 F: CCCAGGGACCTCTCTCTAATCA 80 1.98+0.2 Uray el al., 2002

R: GCTACAGGCTTGTCACTCGG
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11.5. Determinacion de los niveles de IL6, IL8 Y TNFa en monocultivos Caco-2 y en
cocultivos Caco-2/PBMCs

La liberacion de las citoquinas proinflamatorias L6, IL8 y TNFa se cuantifico en
los medios obtenidos tal y como se describe en el apartado 11.1 para Caco-2 y en el
apartado 11.3 para el cocultivo Caco-2/PBMCs. Las determinaciones se llevaron a cabo,
empleando kits comerciales especificos para cada una de ellas (Gen Probe Human
ELISA Kits, Diaclone). En cada ensayo se testaron las muestras de referencia incluidas
en el kit para verificar el correcto funcionamiento de la técnica. El intervalo de
cuantificacién y los limites de sensibilidad establecidos por el fabricante se detallan en
la siguiente tabla:

Tabla 12. Intervalo de cuantificacion y sensibilidad de los ensayos ELISA empleados para la
cuantificacion de citoquinas.

Citoquina | Intervalo de cuantificacion (pg/mL) | Sensibilidad (pg/mL)

IL6 6.25-200 <2
IL8 62.5-2000 <25
TNFo 25-800 <10

12. Extraccion de ARN, retrotranscripcion (RT) y reaccion en cadena de la

polimerasa cuantitativa (QPCR)

12.1. Extraccién del ARN total de los cultivos celulares

Para la extraccion del ARN de las células en cultivo se utilizd un kit comercial
(NucleoSpin ARN II kit; Macherey-Nagel, Alemania), y se siguié el protocolo indicado

por el fabricante.
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12.2. Cuantificacién del ARN

El ARN se cuantificd por espectrofotometria a 260 nm y se comprobé la calidad del
mismo por la relaciébn de absorbancias 260/280 nm (Nanodrop ND-1000).
Adicionalmente, la calidad del ARN se verifico visualmente tras una electroforesis en
gel de agarosa al 1% (m/v), comprobandose la presencia de las bandas de ARN
ribosémico (18S y 28S).

12.3. Retrotranscripcion (RT)

Para realizar la transcripcion del ARN total a ADNc se utilizé un kit comercial
(Reverse Transcriptase Core Kit, Eurogentec Headquarters), siguiendo las
especificaciones del fabricante. Para un volumen final de reaccion de 10 pL se llevo a
cabo la mezcla que aparece en la tabla adjunta. La mezcla de reaccion se someti6 a una
etapa inicial de calentamiento a 25 °C durante 10 minutos. La retrotranscripcion se llevo
a cabo a 48 °C durante 30 min. Por ultimo, la inactivacién del enzima se realiz6 por

calentamiento a 95 °C durante 5 min.

Tabla 13. Reactivos empleados en la retrotranscripcion.

Componente ch:flir)len Concentracion final
10X tampdn de reaccion 1 1X

25 mM MgCl, 2 5mM

2.5 mM dNTP 2 500 uM cada dNTP
Oligo dT 0.5 2.5uM
Inhibidor ARNsas 0.2 0.4 U/uL
Retrotranscriptasa (EuroScript RT) 0.25 1.25 U/uL
Agua libre de ARNsas 3.05 —
Muestra (100 ng/pL) 1 100 ng ARN total
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12.4. Reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR)

A partir del ADNc obtenido en el apartado anterior, se amplificé el gen de interés
mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), empleando para ello el equipo
LightCycler® 480 Real-Time g-PCR System (Roche Diagnostics).

Los reactivos y volimenes empleados para un volumen final de reaccién de 20 pL

fueron los siguientes:
- LightCycler® 480 SYBR Green | Master Mix (2X) (Roche): 10 puL
- Oligonucledtidos (10 uM) (Biolegio): 2 pL.
- Agua libre de ARNsas y DNasas (Roche). 1 pL
- ADNc (muestra): 5 uL
Las condiciones utilizadas para la reaccion qPCR se describen en la tabla 14.

Tabla 14. Programa empleado para la reaccion de gPCR.

Modo de Modo de . Tempe- Calenta- Rampa
Programa analisis adquisicion Ciclo ratura miento (°Cls)
(°C) (hh:mm:ss)

Pre-incubacion Ninguno Ninguno 1 95 00:05:00 4.4

Ninguno 95 00:00:10 4.4

Amplificacion C“ir;g;'ca' Ninguno 40 55 00:00:10 2.2

Puntual 72 00:00:20 4.4

Ninguno 95 00:00:05 4.4

Curvasde | Curvasde | \u0 0 1 65 00:01:00 2.2
disociacion disociacion

Continua 97 00:00:20 0.11

Enfriamiento Ninguno 1 40 00:00:10 0.15
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En cada ensayo se evaluaron controles sin ADNc para verificar la ausencia de DNA
gendmico. Las curvas de disociacion fueron analizadas tras cada ensayo para confirmar

la especificidad del producto obtenido en la reaccion.

La eleccion del gen de referencia se llevd a cabo tras la evaluacion de B-actina
(ACTB), 18S ribosémico (18SRN) y gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenasa (GAPDH)
(Tabla 15). Tanto ACTB como GAPDH mostraron cambios significativos en su
expresion tras los tratamientos aplicados, por lo que se descartaron como genes
normalizadores. El gen normalizador seleccionado fue el 18SRN. Todos los ensayos se
realizaron por cuadruplicado al menos en dos ensayos independientes. Las curvas de
eficiencia para cada gen se calcularon empleando 5 diluciones seriadas de Y2 sobre una
mezcla de muestras control de cada tipo celular, ensayando 3 réplicas en 3 ensayos

independientes. Los datos obtenidos se analizaron mediante el software REST 2006.
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Tabla 15

. Oligonucleotidos de genes de referencia empleados en qPCR.

Gen GenBank Secuancia 5’-3’ Tamaiio del amplicon (bp) Eficacia Referencia
F: CCATCCAATCGGTAGTAGCG
RN18S1 | NR_003286.2 R T AACCOCTTOAACCOCATT 151 1.94+0.1 topga mgh harvar
d.edu/
F: CTGGCGGCACCACCATGTACCCT primerbank
ACTB | NM_001101.3 R: GGAGGGGCCGACTCGTCATACT 205 198203

F:CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT .

GADPH | NM_002046.4 R AGCCTITOTCCATCGTGOTCAAGAC 307 1.80+0.2 Cario el al., 2000
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13. Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas en las células se llevdé cabo mediante el método
Bradfrod. Se sigui6 el protocolo especificado por el fabricante (Bio-Rad laboratorios).
Brevemente, se prepar6 el reactivo de tincion mediante dilucién 1:4 de la solucion
concentrada en agua Mili-Q y posterior filtracion a través de un filtro Whatman 1. Se
pipetearon 10 uL de muestra y 200 pL del reactivo de tincion diluido en los pocillos de
una placa de 96. Se incubaron las muestras durante 5 minutos a temperatura ambiente y
se leyd la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm mediante un lector de
microplacas (PolarSTAR OPTIMA). Los resultados se interpolaron frente a una curva
de calibrado de albdmina de suero bovino (100 mg/mL BSA, Sigma), preparada en el

intervalo 0.05-0.5 mg/mL.

14. Cuantificacion de arsénico total y especies arsenicales

14.1. Cuantificacion de arsénico total mediante espectrometria de absorcién atomica

con camara de grafito

El contenido de arsénico en las muestras obtenidas de los ensayos con cultivos
celulares (medio apical, basal y células) se cuantificaron mediante espectrofotometria de
absorcion atdmica en cadmara de grafito (GF-AAS) (Modelo AAnalyst 600, Perkin
Elmer). Los medios se cuantificaron sin tratamiento adicional mientras que las células
se trataron con 200 uL de Triton X-100 (0.1% m/v) en PBS antes de su analisis. Las

condiciones instrumentales empleadas se detallan en la tabla adjunta.

El control del adecuado funcionamiento de la cuantificacion se realizé a través del
andlisis de muestras de agua con un contenido de arsénico certificado: EnviroMAT
drinking water (EP-H-2) y RTC QCI-049-1, ambas adquiridas a LGC Standards.
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Tabla 16. Condiciones instrumentales empleadas en la cuantificacion de arsénico mediante GF-
AAS.

Longitud de onda 193.7 nm

Rendija 0.7 nm

Correccion de fondo Zeeman

Modo de medida Absorcidn integrada calculada por el software

Tubos Tubos de grafito pirolizados con plataforma de L’Vov

Meétodo de calibracion Curva calibrado externa de As(V) en medio de cultivo

Volumen de muestra 10 L

Modificador de matriz Pd (0.05-0.065 mg) y Mg(NOs), (0.003-0.004 mg) en 10 uL de

HNO; al 1% (v/v).

Programa del horno de grafito

Tiempo ) .
Temperatura . Tiempo Flujo de Ar
Etapa incremento . .
(°C) permanencia (s) (mL/min)
de T2 (s)
Secado 120 10 20 250
Secado 300 5 15 250
Mineralizacion 900 10 20 250
Atomizacion 2100 0 5 0

Limpieza 2450 1 3 250

14.2. Cuantificacion de arsénico total mediante espectroscopia de absorcion atémica

con generacion de hidruros con inyeccion en flujo

Para el analisis de arsénico total en los alimentos utilizados en esta tesis se procedid
a su mineralizaron por via seca y posterior cuantificacion por espectrofotometria de
absorcion atomica con generacion de hidruros mediante inyeccion en flujo (FI-HG-
AAS). Se utilizd un espectrofotometro de absorcién atémica (Perkin Elmer, modelo
3300) acoplado a un sistema de inyeccion en flujo (Perkin Elmer, modelo FIAS-400) y

a un muestreador automatico (Perkin Elmer, modelo AS-90).

La muestra (1-5 g) se tratdé con 2.5 mL de agente de mineralizacion [mezcla al 20%
m/v de MgNO; (Panreac) y 2% m/v de MgO (Merck)] y 5 mL de HNO3; 7 mol/L
120




Metodologia

(Merck). La mezcla se evapor6 a sequedad en un bafio de arena (Raypa, modelo PL
5125) y posteriormente se mineralizé en un horno mufla (Heraeus, modelo K1253),
aplicando un ciclo temperatura-tiempo en el que tras una subida paulatina de la
temperatura (50 °C/hora), las muestras se mantuvieron 12 horas a 450 °C. Si tras el ciclo
de mufla se obtuvieron cenizas blancas se procedi6 a su disolucién. En caso contrario,
las cenizas se trataron con 5 mL de HNOj; (50% v/v), se secaron en un bafio de arena y

fueron sometidas nuevamente al programa temperatura-tiempo indicado anteriormente.

Las cenizas blancas obtenidas tras la mineralizacion se disolvieron en HCI 6 mol/L
(Merck) y en una disolucién reductora [5% m/v KI (Panreac) y 5% m/v &cido ascérbico
(Merck)]. Transcurridos 30 minutos, la disolucién se filtr6 a través de papel Whatman
No. 1y se llevd a un volumen final, 10 mL o 25 mL en funcion de la muestra analizada,
mediante la adicién de HCI 6 mol/L. La proporcion de reductor adicionado respecto al

volumen final de disolucién fue de 1:5.

La cuantificacion del arsénico total mediante FI-HG-AAS se llevd a cabo

empleando las condiciones instrumentales descritas en la tabla adjunta.

Tabla 17. Condiciones instrumentales empleadas en la cuantificacion de arsénico mediante FI-
HG-AAS.

Generacioén de hidruros

Muestra 0.5mL

Disolucion reductora NaBH, 0.2% (m/v) en NaOH 0.05% (m/v)
Flujo 5 mL/min

Disolucion éacida HCI 10% (v/v). Flujo 10 mL/min

Gas transportador Argon. Flujo 100 mL/min

Espectroscopia de absorcion atémica

T2 de atomizacion 900 °C

Longitud de onda 193.7 nm

Rendija 0.7 nm

Lampara de As Lampara de descarga sin electrodos; 400 mA
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El control del adecuado funcionamiento de la cuantificacion mediante FI-HG-AAS
se realiz6 a través del anélisis de muestras de agua con un contenido certificado de
arsénico total: EnviroMAT drinking water (EP-H-2) y RTC QCI-049-1. El control de
calidad del procedimiento de digestion y posterior redisolucion, se realizd con
materiales de referencia certificados de alimentos: Fucus sp. IAEA 140/TM (IAEA);
Rice flour SRM1568a (NIST).

14.3. Determinacion de arsénico inorganico mediante extraccion selectiva con

cloroformo y cuantificacion mediante FI-HG-AAS

En algunas de las muestras de alimentos utilizados en esta tesis se llevo a cabo la
determinacion de arsénico inorganico [As(111)+As(V)]. Para ello se aplicd una digestion
acida, extraccion del arsénico inorganico con solventes orgénicos, retroextraccion en

medio acido y cuantificacion mediante FI-HG-AAS.

Se pesO la muestra (1-2 g) en un tubo de centrifuga de plastico de 50 mL.
Posteriormente se adicionaron 4.1 mL de agua Mili-Q y la mezcla se agité
mecanicamente durante 10 minutos hasta la completa humectacién de la muestra.
Finalmente se adicionaron 18.4 mL de HCI 12 mol/L (Merck) y tras agitar, se dejé en

reposo durante toda la noche (12-15 horas).

Posteriormente se adicionaron a la digestion acida, 1 mL de una disolucién de
sulfato de hidracina (1.5% m/v, Merck) y 2 mL de HBr concentrado (48%, Fluka),
agitandose mecanicamente la mezcla durante 1 minuto. A continuacién se adicionaron
10 mL de cloroformo (Merck), se agit6é la mezcla mecanicamente durante 10 minutos y
se centrifugd (2000 rpm/5 minutos) para separar la fase &cida de la fase cloroformica.
La fase cloroférmica se recuperd por aspiracion y se depositd en un nuevo tubo de
plastico de 50 mL. El proceso de extraccion con cloroformo se repitié dos veces mas. Al
final de esta etapa del proceso, se recuperd un volumen de fase cloroférmica de

aproximadamente 30 mL.

El conjunto de las fases cloroférmicas se filtrd (filtros de politetrafluoroetileno con
un tamafio de poro de 0.45 um; Whatman GD/X). El arsénico inorgéanico presente en la
fase cloroférmica se extrajo empleando HCI 1.2 mol/L. En una primera fase se
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adicionaron 10 mL de HCI 1.2 mol/L, y la mezcla se agit6 durante 5 minutos. Las fases
se separaron por centrifugacion (2000 rpm/5 minutos), y la fase &cida se recuperd por
aspiracion y se deposito en un vaso de precipitado. El proceso de extraccion se repitio

una vez mas.

Finalmente se procedio a la mineralizacion de la fase acida en la que se encuentra el
arsénico inorganico. Para ello, se adicionaron 2.5 mL de agente de mineralizacion
[mezcla de al 20% m/v de MgNO; y al 2% m/v de MgO] y 10 mL de HNO;
concentrado (14 mol/L), y la mezcla se evapord a sequedad en un bafio de arena.
Posteriormente, se aplicé el proceso de mineralizacion en horno mufla, disolucién de las
cenizas blancas y cuantificacion mediante FI-HG-AAS descrito para la determinacion

de arsénico total.

Debido a la inexistencia de muestras certificadas para arsénico inorgénico, el control
de la metodologia se realizd comparando los valores de arsénico inorganico hallados en
la muestra de referencia certificada para arsénico total, Rice flour SRM1568a (NIST),
con el intervalo de valores de arsénico inorganico hallados previamente en dicha

muestra, tanto por nuestro laboratorio como por otros grupos de investigacion.

14.4. Cuantificacion de arsénico mediante espectrometria de absorcidn atémica con

generacion selectiva de hidruros mediante trampa criogénica

Las especies arsenicales inorganicas [As(lll), As(V)], monometiladas (MMA) y
dimetiladas (DMA) presentes en las muestras tanto procedentes de los ensayos con
cultivos celulares (células, medios apical, medio basal, mucus) como de los estudios de
digestion gastrointestinal (fraccion soluble o digestion de los alimentos con acido
ortofosférico), fueron cuantificadas mediante espectrofotometria de absorcién atdmica
acoplada a la generacion selectiva de hidruros mediante trampa criogénica (CT-HG-
AAS).

La generacion de arsinas se realizé a pH 1 y a pH 6. Para el ensayo a pH 1, en el
frasco de reaccion se mezcl6 la muestra, en un volumen variable en funcion de la
concentracion de arsénico existente en la misma, con 1 mL de disolucién acuosa de
antiespumante B al 1% (v/v) (Sigma) y 1 mL de HCI 6 mol/L. El volumen restante hasta
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alcanzar 10 mL se completd con agua desionizada. Para el ensayo a pH 6, el HCI 6
mol/L fue sustituido por 1 mL de 2.5 mol/L Tris-HCI (Sigma).

El frasco de reaccién se conectd al separador gas-liquido y se inyectd 1 mL de
NaBH, al 4% m/v (Panreac) en NaOH 0.02 mol/L. Tras la adicion de NaBHj,, el canal

de reaccion se purgd con 200 mL/min de He durante 2 minutos.

Los hidruros de las arsinas generados en el frasco de reaccion y transportados por
una corriente de He, fueron retenidos en wuna resina Chromosorb WAW-
dimetildiclorosilano 46/60 (Sigma) colocada en un tubo de vidrio en forma de U
sumergido en N, liquido. El tubo de vidrio estaba rodeado por una resistencia de 1,6
Q/ft conectada a un transformador de salida variable. Transcurridos 2 minutos, la resina
se retird del N, liquido y se calenté para conseguir la separacion de las arsinas segln su
punto de ebullicion (-55 °C para la arsina; 2 °C para la metilarsina; 35.6 °C para la
dimetilarsina). Las arsinas fueron transportadas hasta la celda de cuarzo del AAS
procediéndose a la cuantificacion de las especies arsenicales segin las condiciones
instrumentales que se muestran en la tabla 18. Un esquema del proceso se presenta en la
figura 21. La integracion de las sefiales se realizo en area de pico y la cuantificacion se

realiz6 frente a las curvas de calibrado de patrones.

He (150 ml min™)

l DI_é.mpa.ra deAs
Sisterna de calentamiento *
(\ e
MaEH !F. A .l!
* T -~
4 ways valve Aire{go ml min®)

HO (pH1) o TRIS (pH &)
+H,O

b e

h

Detector AAS

[
#

Trampa fria

Figura 21. Representacion esquematica del sistema CT-HG-AAS.
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pH 1 las formas trivalentes y pentavalentes generan arsinas, especiandose arsénico
inorganico [As(I1)+As(V)], MMA [MMA(1IH+MMA(V)] y DMA
[DMA(I1)+DMA(V)], mientras que a pH 6, solamente las formas trivalentes son
capaces de generar arsinas (Devesa el al., 2004). Sin embargo, existen algunos estudios
que han comprobado la generacion de arsinas por parte de formas pentavalentes tioladas
(DMAS, MMAS) a pH 7 (Regmi el al., 2007), a pesar que estudios mas recientes han
empleado este sistema de cuantificacion para discriminar entre formas arsenicales
trivalentes y pentavalentes en matrices bioldgicas complejas (Currier el al., 2011).
Debido a estas discrepancias se considera que a pH 1 se detectan contenidos totales de
arsénico inorganico, MMA y DMA, mientras que a pH 6 se cuantifica el As(lll) y

formas metiladas trivalentes y/o formas metiladas pentavalentes tioladas.

El control del adecuado funcionamiento de la cuantificacion a pH 1 se realizd a
través del analisis de las muestras de agua EnviroMAT drinking water (EP-H-2) y RTC
QCI-049-1, certificadas para su contenido en As(V).

Tabla 18. Condiciones instrumentales empleadas en la cuantificacién de especies arsenicales
mediante trampa criogénica-HG-AAS.

Generacion de hidruros
Muestra Variable en funcion de la muestra
Diluyente pH =1 = 1 mL HCI 6 mol/L

pH =6 = 1 mL Tris-HCI 2.5 mol/L

Antiespumante 1 mL antiespumante B 1% (m/v)
Reductor 1 mL de NaBH, 4% (m/v) en NaOH 0.02 mol/L
Gas transportador He. Flujo 200 mL/min

Espectroscopia de absorcién atémica
Aire 140 mL/min
Hidrogeno 600 mL/min

Longitud de onda 193.7 nm
Rendija 0.7 nm

Lampara de As Lampara de descarga sin electrodos; 400 mA
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15. Andlisis estadistico

Los resultados se analizaron estadisticamente mediante andlisis de varianza de un
factor (ANOVA), utilizando comparaciones mediante el test de Tukey HSD o t de
Student. Se utilizd el programa estadistico SPSS version 15.0. Las diferencias se

consideraron significativas cuando p < 0.05.
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CAPITULO 1

Transformaciones de especies arsenicales durante

la digestion gastrointestinal






Capitulo 1. Resultados

El agua de bebida y los alimentos contaminados con arsénico son la principal fuente
de exposicion al téxico para los humanos. Tras la ingesta de una especie arsenical a
través de estas fuentes podrian producirse modificaciones de la especie quimica durante
el trénsito gastrointestinal. Ello conllevaria cambios en la absorcion y toxicidad de este
metaloide a nivel intestinal y sistémico. En este capitulo se han evaluado los cambios en
el estado de dxido/reduccion de las formas arsenicales pentavalentes [As(V), MMA(V),
DMA(V)] como consecuencia de su contacto con una matriz alimentaria y del proceso

de digestion gastrointestinal.

Resultados

1.1. Especiacion de arsénico en los alimentos crudos

Los productos vegetales crudos utilizados en esta investigacion (ajo, brocoli,
esparragos y espinacas) han sido caracterizados en cuanto a su contenido en arsénico
total y especies arsenicales. Presentan concentraciones bajas y muy similares de
arsénico total (4-14 ng/g peso fresco). Este arsénico es aportado en su totalidad por
especies inorganicas [As(I1l) + As(V)], con concentraciones no detectables para las
muestras del brécoli crudo y una concentracion maxima de 14 ng/g peso fresco en una
muestra de ajo crudo.

1.2. Efecto de la digestién gastrointestinal sobre patrones de especies arsenicales

El método de digestion gastrointestinal utilizado podria modificar las especies de
arsénico inorganico, monometiladas y dimetiladas. Con objeto de evaluar este efecto, se
ha aplicado la digestién gastrointestinal a patrones de 1 mg/L de las especies
pentavalentes [As(V), MMA(V) y DMA(V)] vy sus analogos trivalentes [As(llI),
MMA(I1T) y DMA(I1].
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La recuperacién de cada especie tras el proceso gastrointestinal es cuantitativa, con
valores que oscilan entre 93-109% para todas las especies. As(V), As(l11), MMA(V) y
DMA(V) no modifican su estado de oxidacién tras la digestion aplicada. Las especies
metiladas trivalentes, por el contrario experimentan un cambio en el estado de
oxidacion, apareciendo en forma pentavalente un 83 £ 7% del MMA(III) y un 71 + 3%
del DMAC(III). No se ponen de manifiesto otros cambios cualitativos como metilaciones,
desmetilaciones o tiolaciones.

1.3. Efecto de la digestion gastrointestinal de alimentos sobre el estado de
oxidacion de As(V)

En alimentos puestos en contacto con As(V) es de interés conocer si la especie
solubilizada tras la digestion gastrointestinal es unicamente As(V) o podria existir una
reduccion a As(l11). Para estudiar este efecto se han tratado con As(V) los alimentos
crudos descritos al inicio de este capitulo, tanto a través de un remojo a temperatura
ambiente con As(V) durante 24 horas, como de una coccion en agua con As(V). En la
tabla 1 se presentan los valores de arsénico inorganico existentes en los alimentos tras
los procesos de remojo y coccién, asi como los contenidos de arsénico inorganico y
As(111) en la fraccién bioaccesible obtenida tras la digestién gastrointestinal in vitro de
los mismos.
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Tabla 1. Contenidos de arsénico inorganico en alimentos tratados con As(V) 1 mg/L (remojo o
coccién) y los contenidos de arsénico inorganico y As(lIl) en la fraccion bioaccesible de los
mismos. Los resultados, expresados en peso himedo (ph), presentan un valor medio + desviacion
estandar de tres muestras distintas de cada vegetal.

Alimento Fraccion bioaccesible
As inorgénico As inorgénico As(IT)
(ng/g) ph (ng/g) ph (ng/g) ph
Remojo 1237 £80 1011 £ 138 1+£0,1
Ajo
Cocinado 1143 + 324 573 + 253 816
) Remojo 937 £ 86 993+ 114 189 + 22
Brocoli
Cocinado 1059 + 174 1037 £ 126 17+10
Remojo 1035 + 214 1097 + 192 44 +8
Espéarrago
Cocinado 1526 + 164 1589 + 127 266 + 65
) Remojo 840 + 134 890 + 131 62+9
Espinaca -
Cocinado 1634 + 401 1219 + 376 51+ 38

1.3.1. Alimentos en remojo

Tras la digestion gastrointestinal se pone de manifiesto que la bioaccesibilidad del
arsénico es completa (91-116%). El arsénico presente en la fraccion soluble de
esparrago, espinaca y brocoli es aportado en su totalidad por arsénico inorganico. Para
la muestra de ajo, también se pone de manifiesto la existencia de arsénico inorganico en
la fraccion bioaccesible, si bien no supone la totalidad del arsénico cuantificado, hecho
que indica la existencia de otras especies arsenicales. Estas especies, que generan sefial
en la cuantificacion mediante CT-HG-AAS (figura 1), y cuyo tiempo de retencién no
coincide con el de los patrones de especies arsenicales disponibles en el laboratorio, no
han podido ser identificadas.
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Figura 1. Cromatogramas obtenidos en la cuantificacién mediante CT-HG-AAS (pH 6) de: A)
fraccidn soluble del ajo en remojo con As(V); B) patron de As(111), MMA(IIT) y DMAC(IIT), 30 ng
de cada especie arsenical; C) fraccion soluble de ajo en remojo con As(V) adicionada con As(ll1),
MMAC(IIT) y DMAC(III).

En la fraccion bioaccesible de todas las muestras se detecta As(l11). Los porcentajes
de As(lIl) respecto al arsénico inorganico solubilizado son variables en funcién de la
matriz (figura 2). Los valores mas elevados se encuentran en el brdcoli (19-20%),

seguido de espinaca (7-11%), esparrago (4-7%) y ajo (0.1-0.2%).

132



Capitulo 1. Resultados
25 4

15 4

10 4

Ajo Brocoli Esparrago Espinaca

As(lll) en la fraccién soluble (%)

Figura 2. Porcentaje de As(ll1) en la fraccién soluble obtenidas tras la digestion gastrointestinal
de alimentos en remojo con As(V). Valores expresados como media + desviacion estandar (n=3).
Cada barra corresponde a un lote de muestra.

1.3.2. Alimentos cocinados

El proceso de coccion de las muestras con agua conteniendo 1 mg/L de As(V),
produce un incremento importante en el contenido de arsénico total (736-2251 ng/g
peso fresco), que aparece en su totalidad como arsénico inorganico (758-2100 ng/g peso
fresco) (tabla 1). La digestion gastrointestinal de estos alimentos conlleva una
solubilizacion elevada del arsénico para las muestras de brocoli, esparrago y espinacas
(84-106%). En las muestras de ajo, la bioaccesibilidad es inferior (56-60%).

Se detecta As(I11) en las fracciones solubles de todos los alimentos cocinados (figura
3). Los porcentajes respecto al arsénico inorganico solubilizado oscilan entre 2 y 22%
[ajo (9-22%) ~ esparrago (14-22%) > espinaca (2-6%) > brocoli (1-2%)]. El porcentaje
de As(l11) es similar al hallado en las muestras mantenidas en remojo con As(V) (figura

2), si bien se modifica el orden de la gradacion de porcentajes entre muestras.

En la fraccion bioaccesible del ajo cocinado con As(V) aparecen sefiales que no

corresponden a los patrones disponibles en el laboratorio. Los tiempos de retencion de
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estas especies no identificadas coinciden con los que se muestran en la figura 1 para la

fraccidén bioaccesible del ajo en remojo.
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Figura 3. Porcentaje de As(l1) en la fraccion soluble obtenidas tras la digestion gastrointestinal
de alimentos cocinados en presencia de As(V) 1 mg/L. Valores expresados como media +
desviacion estandar (n=3). Cada barra corresponde a un lote de muestra.

1.4. Efecto de la digestién gastrointestinal de alimentos sobre el estado de
oxidacion de MMA(V) y DMA(V)

Los alimentos crudos descritos al inicio del este capitulo se han puesto en contacto
de forma independiente con MMA(V) o0 DMA(V), tanto a través de un remojo como de
una coccién en agua con la especie arsenical. Los contenidos de arsénico en el alimento
tras los procesos de remojo y cocinado oscilan entre 1146-2760 ng/g peso himedo
(tabla 2).

Tras estos tratamientos, los alimentos se han sometido a un proceso de digestion
gastrointestinal, analizandose el contenido de arsénico bioaccesible. La bioaccesibilidad
del arsénico de muestras en remojo con MMA(V) y DMA(V) es elevada (69-102%),
siendo el ajo la muestra con menor bioaccesibilidad (tabla 2). En las muestras cocinadas

los porcentajes de solubilizacion son muy inferiores a los encontrados tras el proceso de
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remojo (8-20%). Dado que el balance de masas del proceso de digestion gastrointestinal
es adecuado para todas las combinaciones alimento/especie (80-112%), indicativo de
que no hay pérdidas durante el proceso experimental ni durante la cuantificacién, las
diferencias de bioaccesibilidad solo pueden ser atribuidas a los efectos de la matriz

alimentaria.

El andlisis de la fraccion bioaccesible pone de manifiesto que se produce una
transformacion de MMA(V) y DMA(V) en porcentajes variables dependiendo del
alimento (tabla 2). Debido a que mediante la técnica de cuantificacion (HG-CT-AAS) a
pH 6 se detectan formas metiladas trivalentes y/o pentavalentes tioladas (metodologia,
apartado 14.4), no es posible identificar la especie arsenical resultante de esta

transformacion.

Como se ha comentado con anterioridad, el proceso de digestién aplicado por si solo
no produce cambios en la forma quimica de las especies metiladas pentavalentes, por lo
que los cambios observados s6lo pueden deberse a la presencia de la matriz en la
digestion gastrointestinal. Cuantitativamente es destacable que hasta un 35% del
arsénico bioaccesible aparece en una forma distinta a la adicionada. Los alimentos
ensayados tienen distinta capacidad de transformacion (esparrago>brdcoli>ajo), sin
observarse una tendencia clara en funcidn de la especie (mono o dimetilada) o del efecto

del tratamiento (remojo/coccién).

135



Tabla 2. Arsénico total en el alimentos tratados con MMA(V) y DMA(V) (remojo y coccion), y en la fraccion soluble obtenida tras una digestion
gastrointestinal. Se indican también la bioaccesibilidad de arsénico, los contenidos de MMA(I11)/MMAS y DMA(I11)/DMAS existente en la fraccion soluble,
y el porcentaje de modificacion de la especie metilada. Los datos estan expresados como media + desviacion estandar (n=3).

Fraccion bioaccesible
. . As Total As Total Bioaccesibilidad MMAC(I1)/MMAS DMA(I11)/DMAS e
Alimento y tratamiento % Modificacion
y (ng/g ph) (ng/g ph) (%) (ng/g ph) (ng/g ph) ?

remojo MMA(V) | 1801 +112 1240 £ 31 69+2 96 +5 8+1

Ajo DMA(V) | 1405+ 149 1064 + 59 76+ 4 182 +2 17+3
cocinado MMA(V) 1791 +91 226 + 32 13+2 181 +2 4+05
DMA(V) | 2760+ 141 245 + 17 9+1 128+ 8 5+0.3

remojo MMA(V) 1146 + 23 1173+ 25 102 +2 152+ 3 13+2

Brécoli DMA(V) | 1359+ 111 | 1060 + 101 78+7 200+ 12 19+3
cocinado MMA(V) 1302 + 45 257 £ 22 202 57+6 22+3

DMA(V) 1489 £ 79 204 +7 14+1 44 +5 20+1

remojo MMA(V) | 1308 + 131 1108 + 66 85+5 419+ 35 35+3

Espérrago DMA(V) 1139+ 69 1091 + 57 96 +5 288 + 12 26+1
cocinado MMA(V) 1217 + 47 139+ 12 11+2 48+ 4 35+3
DMA(V) 1319 +£99 104+ 9 8+1 25+ 4 24 +4
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1.5. Capacidad antioxidante de la fraccion soluble tras la digestion gastrointestinal

de alimentos

Se ha analizado la capacidad antioxidante existente en la fraccion soluble obtenida
tras la digestion gastrointestinal de las muestras, tanto en remojo como cocinadas. Los
resultados obtenidos, expresados como equivalentes de FeSO, mM/100 g producto
fresco a los 4 minutos y 30 minutos de iniciada la reaccién, se muestran en la figura 4.
La capacidad antioxidante en las muestras en remojo presenta la gradacién brécoli >
esparrago > espinaca > ajo, no existiendo diferencias de gradacion entre los dos tiempos
de analisis. Tras el cocinado se reduce significativamente el valor de equivalentes de
FeSO, en todas las muestras a excepcion del ajo, indicando que las temperaturas

aplicadas durante la coccion afectan a los compuestos con capacidad reductora.
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Figura 4. Capacidad antioxidante de la fraccion soluble de muestras en remojo y cocinadas,
evaluada como concentracion equivalente de FeSO, (mM/100 g) a los 4 (barra blanca) y 30
minutos (barra gris) (media + desviacion estandar; n = 3). Las diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) entre muestras crudas y cocinadas se marcan con un asterisco.
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Los contenidos de As(l11) encontrados en la fraccidn solubilizada tras la digestién
gastrointestinal de alimentos cocinados presentan una correlacion lineal con los valores
de FRAP (R? = 0.82) (figura 5). No se ha encontrado correlacion con el resto de
especies arsenicales. Tampoco se ha observado correlacion entre FRAP y especies

arsenicales en la fraccidn solubilizada de las muestras en remojo.

1000 -
800 1
600 |
400 1

200 -

ng As(lll) en la fraccion bioaccesible

-200 -
mM FeSO4*7H20 Eg/100 g ph

Figura 5. Correlacién entre el contenido de As(lIl) (ng) y el contenido de FRAP en la fraccion
bioaccesible de los alimentos cocinados.

1.6. Glutation oxidado y reducido en la fraccion soluble

La figura 6 muestra los contenidos de GSH y GSSG en la fraccion soluble obtenida
tras la digestion gastrointestinal de las muestras en remojo y cocinadas. Los mayores
niveles de GSH se detectan en la muestra de esparrago, seguida de espinaca y brdcoli.
En el ajo no se detecta glutation en forma reducida. Tras el cocinado de las muestras se

observa una reduccion significativa en los niveles de GSH.
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Figura 6. Contenidos de GSH (barra blanca) y GSSG (barra gris) en la fraccién soluble de
muestras en remojo y cocinadas (media + desviacién estandar; n = 3). Las diferencias
estadisitcamente significativas (p<0.05) entre los niveles de GSH y GSSG de muestras crudas y
cocinadas se marcan con un asterisco.

En la fraccion soluble de los alimentos cocinados, se pone de manifiesto una
correlacion lineal entre los contenidos de MMA(I)/MMAS vy los contenidos de GSH
(R? = 0.8132) (figura 7). Para el resto de especies arsenicales no se pone de manifiesto
esta correlacion. No existen correlaciones para la fraccién soluble de alimentos en

remojo.
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Figura 7. Correlacion entre el contenido de MMA(I11)/MMAS (ng) y el contenido de GSH en la
fraccion bioaccesible de los alimentos cocinados.

1.7. Efecto de la matriz alimentaria sobre la reduccion de As(V)

Las sustancias con capacidad reductora podria modificar el estado de oxidacion del
As(V) incorporado al alimento durante el proceso de remojo o cocinado, lo que
supondria una modificacion en el estado de oxidoreduccion del arsénico inorganico
previa a la observada durante la digestion gastrointestinal. Con el objeto de evaluar este
efecto, se lleva a cabo al analisis de As(lll) y As(V) en los alimentos procesados,
utilizandose para ello una extraccién con acido fosférico y posterior cuantificacion del
extracto mediante CT-HG-AAS (pH 1 y 6) (metodologia, apartado 14.4). Previamente
al analisis de los alimentos, se evalto la adecuacién de la metodologia analitica de
extraccion con ortofosforico mediante su aplicacion a un patron de As(V) (1 mg/L). El
analisis de extracto no revela la existencia de As(l1l), siendo la recuperacion del As(V)
del 100%.
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1.7.1. Muestras en remojo con As(V)

Las muestras en remojo con un patrén de As(V) 1 mg/L durante 24 horas, presentan
un contenido de arsénico inorganico que oscila entre 745 y 1294 ng/g (tabla 1). Tras la
extraccion con fosforico se observa que parte del arsénico extraido desde la matriz se
encuentra como As(lll) (figura 8). El porcentaje de As(lIl) respecto al arsénico
inorgénico extraido supone porcentajes muy elevados en el ajo 90-102%. Porcentajes
inferiores aparecen en espinaca (33-58%), esparrago (44-49%) y brécoli (10-20%).

El anélisis de la disolucién acuosa de As(V) tras haber estado en contacto con las
distintas muestras, evidencia que también contiene As(lll). Los porcentajes de As(lII)
suponen entre 7-11% para espinacas, 13-14% para brocoli, 5-6% para esparrago y 0.3-

0.5% para ajo.

1.7.2. Muestras cocinadas con As(V)

Los contenidos de arsénico inorganico oscilan entre 758-2100 ng/g peso fresco
(tabla 1). Tras la extracciéon con fosforico de estas muestras cocinadas (figura 8) se
observa la presencia de As(l11) en porcentajes similares en brocoli (31-38%) y esparrago

(35-41%) y ligeramente superiores en espinaca (48 y 61%) y ajo (54-60%).

En el agua resultante de la coccion de los alimentos también se detecta As(ll1). Los
porcentajes de As(lll) del ajo (5-7%), espinaca (17-20%) y esparrago (12-23%) se
incrementan respecto a los hallados en el agua de remojo, mientras que para el brécoli

se mantienen aproximadamente los mismos niveles (10-13%).

141



Capitulo 1. Resultados

120_
100
g
< 80| Jv[
)
Qo
=
o
o 60 =l
c .
S :
[$]
Q
g 4l :
© -
o :.
g 20] i
b7t -
< b ﬁ ﬁﬁ
0 .

Ajo Brocoli Espéarrago Espinaca

Figura 8. Porcentaje de As(l11) en alimentos en remojo con un patrén de 1 mg/L de As(V) (barra
blanca) y en alimentos cocinado con As(V) 1 mg/L (barra punteada). Valores expresados como

media + desviacion estandar (n=3). Cada barra corresponde a un lote de muestra.
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Discusion

A través del consumo de agua de bebida y de alimentos se produce el mayor aporte
de arsénico al organismo. El contenido en los alimentos crudos suele utilizarse para la
evaluacién del riesgo asociado a la ingesta de arsénico inorganico, pero deberia
considerarse que el procesado de los alimentos hasta su consumo y las transformaciones
durante el trénsito gastrointestinal podrian introducir cambios en las especies arsenicales
que llegan al epitelio intestinal y a la circulacion sanguinea, introduciéndose nuevas
variables a tener en cuenta en la estimacién del riesgo asociado al consumo de este
metaloide. De todas las especies arsenicales aportadas por los alimentos, son objeto de
interés toxicolégico las especies inorganicas y las especies de bajo grado de metilacién
(mono y dimetiladas). En este capitulo se han evaluado las transformaciones del
arsénico adicionado al alimento que se producen durante el proceso de digestion

gastrointestinal.

Los productos vegetales utilizados para el estudio, presentan contenidos de arsénico
inferiores a 14 ng/g peso humedo, valores habituales en este tipo de alimentos,
encontrandose la totalidad en forma de arsénico inorganico. En areas que presentan
contaminacion ambiental por arsénico, el contenido de este elemento en los alimentos
ingeridos por la poblacion suele ser muy superior como consecuencia del uso de agua
contaminada con As(V) para cocinar los alimentos (Smith et al., 2006). Emulando la
situacion de estas zonas, en la presente tesis se ha realizado la coccion o remojo de los
vegetales en presencia de As(V), muestras que han sido posteriormente utilizadas para
evaluar el efecto de la digestion gastrointestinal sobre el estado de oxidacion de esta
especie pentavalente. El mismo tipo estudio se ha llevado a cabo para las especies
metiladas MMA(V) y DMA(V). Estas especies son minoritarias en el agua de bebida y
con su utilizacion para el remojo y coccion de los alimentos no se ha tratado de emular
una situacion real, sino de evaluar si estas especies arsenicales, que pueden llegar a
alcanzar altas concentraciones en alimentos crudos como algas, arroz y vegetales
(Almela et al., 2005; Yathavakilla et al., 2008; Batista et al., 2011), pueden aparecer en
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el lumen intestinal como formas arsenicales distintas a las ingeridas con los alimentos.
Las muestras resultantes de los procesos de remojo y coccion de alimentos en presencia
de 1 mg/L de cada una de las especies arsenicales presenta, en todos los casos, elevadas
concentraciones de arsénico y constituyen muestras idéneas para el estudio del efecto de

la digestion gastrointestinal.

La bioaccesibilidad de arsénico inorganico varia entre 56-116%, tanto en alimentos
en remojo como cocinados. En las formas arsenicales metiladas, existen sin embargo
grandes diferencias entre la bioaccesibilidad de muestras en remojo (69-96%) y
cocinadas (2-13%). Este hecho puede deberse a la formacién de complejos estables
durante el cocinado que mantienen el arsénico adsorbido en la matriz y no permiten su
solubilizacion. Estos complejos podrian formarse con fitoquelatinas y metalotioneinas,
proteinas ricas en residuos de cisteina con elevada capacidad de union de arsénico u
otros metales (Raab et al., 2004, 2007). De hecho, estas proteinas se han relacionado
con la baja bioaccesibilidad de plomo, cadmio y mercurio en alimentos (Torres-
Escribano et al., 2011). Por otra parte, podria ocurrir que el cocinado solubilice
sustancias que actlen precipitando las especies metiladas arsenicales. En este sentido
Shim et al. (2009) han indicado que la adicién de sustancias quelantes y antioxidantes
durante la digestién gastrointestinal de muestras conteniendo mercurio, reduce de forma
significativa bioaccesibilidad por precipitacion del téxico. No obstante, seria
conveniente realizar mas estudios para corroborar si las diferente bioaccesibilidad de
MMA(V) y DMA(V) tras el cocinado del alimentos es un efecto que se manifiesta en
otros vegetales u otro tipo de alimentos. Debe tenerse en cuenta que no existen estudios

previos sobre bioaccesibilidad de especies metiladas desde productos cocinados.

El estado de oxidacion de las especies arsenicales en la fraccion bioaccesible se
analiz6 mediante CT-HG-AAS, metodologia basada en la generacion selectiva de
arsinas a partir de arsénico inorganico, MMA y DMA. La especificidad en la generacion
de arsinas en funcién del pH de trabajo permite discriminar los estados de oxidacion
(Devesa et al., 2004). Asi, a pH 1 tanto las formas trivalentes como pentavalentes
generan arsinas, determinandose los contenidos totales de arsénico inorganico
[As(11D+As(V)], MMA [MMA(I11)+MMA(V)] y DMA [DMA(II1)+DMA(V)]. ApH 6
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solamente las formas trivalentes son capaces de generar arsinas. Esta técnica ha sido
utilizada para el andlisis cualitativo o cuantitativo de arsénico inorganico, MMA y
DMA, sin diferenciar estados de oxidacién, en muestras de orina (Ng et al., 1998;
Feldmann et al., 1999; Xu et al., 2008), cultivos celulares y tejidos (Hernandez-Zavala
et al., 2008, Xu et al., 2010) y en menor medida muestras de vegetales (Zhao et al.,
2006). Otros trabajos la han aplicado para diferenciar entre los estados de oxidacion de
formas pentavalentes y trivalentes en orina, tejidos y cultivos celulares (Del Razo et al.,
2001a; Drobna et al., 2005; Currier et al., 2011).

El campo de la especiacion del arsénico es, no obstante, complejo y esta en continuo
cambio debido a la identificacion de nuevas especies. Estas especies en muchas
ocasiones presentan comportamientos cromatograficos similares a los de especies
tradicionales por lo que pueden generar errores en la cuantificacion. Esto también puede
ocurrir en el analisis por CT-HG-AAS. Asi, Regmi et al. (2007) pusieron de manifiesto
que las formas pentavalentes tioladas arsenicales DMAS y MMAS también son capaces
de generar hidruros a pH 7. Estas especies tioladas podrian estar presentes en las
fracciones bioaccesibles analizadas, como consecuencia de la reaccidon entre los
patrones adicionados para la coccion o remojo y los grupos tiol propios de la matriz. Se
ha descrito la formacién de dimetiltioarsinoiolil glutation (DMAS-GS) en plantas ricas
en compuestos sulfurados, tales como Brassica oleracea (Raab et al., 2007). Los
vegetales empleados en este estudio son ricos en tioles, tales como GSH, N-
acetilcisteina, sulfoxidos de alquil cisteina, metil sulfonilmetano, glucosinolatos
(Vasanthi et al., 2009; Ramoutar y Brumaghim., 2010), por lo que la existencia de

complejos sulfurados de arsénico en la fraccion bioaccesible no es descartable.

No se comercializan patrones de especies arsenicales metiladas pentavalentes
tioladas por lo que no ha podido estudiarse si generan hidruros en las condiciones de
trabajo utilizadas, y si se solapan con las sefiales de DMA(II) y MMAC(III). Por todo lo
expuesto, se considera que para los ensayos con las formas metiladas, las sefiales
detectadas a pH 6 podrian corresponder a especies trivalentes [MMA(II1) y DMAC(III] o
a especies pentavalentes tioladas [MMAS y DMAS].
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Los resultados del andlisis de la fraccion bioaccesible ponen de manifiesto que tras
la digestion gastrointestinal de alimentos adicionados de As(V), MMA(V) y DMA(V)
se detecta en la fraccion soluble especies arsenicales distintas a las adicionadas: As(l11)
y especies metiladas trivalentes o tioladas. Los porcentajes de modificacion son
variables segun el alimento y la especie arsenical considerada; en los casos mas
extremos la fraccion bioaccesible presenta un 22% del arsénico inorganico, un 35% del
MMA y un 26% del DMA como una especie quimica distinta a la adicionada al
alimento. Los procesos de reduccion del arsénico inorganico tras la digestion
gastrointestinal Gnicamente han sido descritos por Laparra et al. (2005b) en muestras de
arroces cocinados en presencia de As(V). No existen sin embargo antecedentes sobre
cambios en las especies metiladas pentavalentes tras su solubilizacién gastrointestinal.
Las especies trivalentes o tioladas pentavalentes presentan mayor citotoxicidad que las
formas pentavalentes (Raml et al., 2007; Naramandura et al., 2011a, 2011b), por lo que
la presencia de estas especies en la fraccion soluble resultante de la digestion

gastrointestinal podria tener consecuencias toxicologicas.

Los patrones de formas metiladas trivalentes son altamente inestables y tras el
proceso de digestion gastrointestinal estan casi completamente oxidados. Sin embargo,
se han detectado formas metiladas trivalentes o tioladas tras la digestién gastrointestinal
de alimentos conteniendo MMA(V) y DMA(V), pudiendo existir un efecto protector
por parte de la matriz con la formacién en la fraccién soluble de complejos con las
especies metiladas trivalentes en que eviten su oxidacion. Esta descrito que estas formas
arsenicales son altamente reactivas y se unen a proteinas y aminoacidos sulfurados
(Naramandura et al., 2006), formandose uniones covalentes entre el arsénico y el azufre,
estables tanto a pH acido como neutro (Schmidt et al., 2007). Tal y como se ha descrito
anteriormente, los vegetales empleados en este estudio son ricos en compuestos

sulfurados, potenciales puntos de unidn de las distintas formas arsenicales.

Dado el papel que pueden desempefiar las sustancias reductoras en los cambios de
las especies arsenicales observados, se ha evaluado la capacidad reductora de dicha
fracciéon. Solamente se han observado correlaciones positivas FRAP/ng As(lll) y

GSH/ng MMA(1I1) o MMAS. Para el resto de combinaciones especie arsenical/tipo de
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procesado/nivel de GSH/capacidad reductora no se observa correlacién lineal, hecho
que evidencia la complejidad de los procesos implicados en las transformaciones

observadas durante el proceso de digestion gastrointestinal.

Adicionalmente al proceso de digestién gastrointestinal, se ha evaluado la
posibilidad de que las modificaciones en la forma quimica del arsénico evidenciadas en
la fraccion soluble no sean sélo consecuencia del proceso de digestion gastrointestinal,
sino que se produzcan previamente durante el remojo o cocinado del alimento. El
estudio se ha centrado en las matrices tratadas Gnicamente con As(V). La determinacion
del estado de oxidacion del arsénico inorgdnico no es una labor frecuente dadas las
dificultades analiticas; muchos de los métodos de extraccion aplicados para disolucion
de las especies, pueden conllevar un cambio en el estado de oxidacion y en
consecuencia, no reflejar la verdadera naturaleza del arsénico inorganico existente en la
matriz (Heitkemper et al., 2001). Por ello, los datos existentes en la bibliografia sobre
concentraciones de As(V) y As(lll) en alimentos son muy escasos, frente a la mayor

informacion disponible para los contenidos de arsénico inorganico [As(V) + As(111].

En el presente estudio los alimentos sometidos a remojo y coccion con As(V) se han
extraido con acido ortofosforico y posteriormente el extracto ha sido analizado mediante
CT-HG-AAS. El écido ortofosférico se ha empleado previamente como extractante en
alimentos de origen vegetal (Matos-Reyes et al., 2004), al presentar mayor capacidad
extractiva que el agua, metanol/agua o &cido trifluoroacético, debido posiblemente a la
capacidad de este acido para romper las uniones S-As. De hecho, se ha demostrado
efectivo para la extraccion de especies arsenicales desde tejidos (Hughes et al., 2008).
El proceso de extraccién con acido ortofosférico no produce cambios en el estado de
oxidacidn de patrones de As(V), por lo que se consider6 adecuado para su aplicacion a
las matrices vegetales. En estas muestras la extraccién con &cido ortofosférico pone de
manifiesto la presencia de As(I11) en porcentajes que suponen entre el 10 y el 102% del
arsénico inorganico extraido en los alimentos en remojo con As(V), y entre el 31-61%
en los alimentos cocinados. Adicionalmente, el patrén acuoso de As(V) utilizado para el
remojo y coccion de las muestras también presenta As(lll) tras el contacto con el

alimento.
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Estos resultados indican que las sustancias con capacidad reductora existentes en el
alimento son capaces de modificar el estado de oxidoreduccion del arsénico, incluso tras
la aplicacién de elevadas temperaturas. Estos compuestos podrian solubilizarse al agua
de remojo o coccion produciendo la reduccion del As(V) a As(lll). Compuestos
hidrosolubles con capacidad antioxidantes, como vitamina C, glutatién, acido Urico o
compuestos fenolicos (Kose y Dogan, 1995; Szeto et al., 2002; Pellegrini et al., 2003;
Podsedek, 2007; Sumazian et al., 2010) podrian ejercer esta accidn. Los porcentajes de
reduccidn en las muestras en remojo y cocinadas sélo son similares para las muestras de
esparragos. El brécoli y la espinaca presentan mayores porcentaje de As(lll) tras la
coccidén, hecho que podria ser consecuencia una mayor eficacia de extraccion de
sustancias con capacidad reductora tras la aplicacion de temperaturas elevadas, como ya
han observado otros autores (Annamalai et al., 2011). Es importante sefialar que en
todos los vegetales analizados el porcentaje de As(I11) hallado en la fraccion soluble tras
la digestion gastrointestinal es inferior al cuantificado en la muestra tras la extraccion
con &cido ortofosfdrico. Este hecho pude tener dos causas. En primer lugar, las
condiciones de tiempo, temperatura y pH durante el proceso de extraccion acido
ortofosforico son méas agresivas que las aplicadas durante la digestién gastrointestinal.
Ello puede liberar mas sustancias reductoras capaces de modificar el estado de
oxidacion. Por otra parte, el As(lll) presente en la matriz podria oxidarse durante el
proceso de digestion gastrointestinal, a pesar que este efecto no se ha observado en

patrones.

Los resultados hasta ahora comentados evidencian la capacidad de la matriz
alimentaria para modificar la especie arsenical ingerida, tanto previamente como
durante el proceso de digestion gastrointestinal, hecho que conlleva un cambio en la
estimacién de la toxicidad. No obstante, se ha descrito el efecto beneficioso del
consumo de vegetales en relacion a la toxicidad del arsénico. Islam et al. (2009)
observaron que en ratas coadministradas con arsénico y un extracto de espinacas se
reducian los niveles del tdxico en distintos organos, respecto a los animales
administrados solamente con el metaloide. Zablotska et al. (2008) también han

observado que el consumo de alimentos ricos en vitaminas y éacido folico reduce el
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riesgo de padecer lesiones dérmicas asociadas a la exposicion a arsénico a través del
agua de bebida. Estos resultados pueden deberse a que las distintas formas arsenicales
solubles durante la digestion con alimentos no sean absorbidas. A este respecto Yang et
al. (2012) han observado una reduccién en la absorcion de arsénico y otros metales en

presencia de espinaca, posiblemente por procesos de quelacion.

Los cambios observados tras la digestion gastrointestinal mediante un método
estatico podrian incrementarse si aumentase la complejidad del sistema modelo,
introduciendo otros factores existentes in vivo. En este sentido, Van de Wiele et al.
(2010) y Alava et al. (2012) han realizado estudios con microbiota col6nica humana,
empleando un simulador del ecosistema microbiano intestinal humano (SHIME). Estos
autores han comprobado la formacion de As(ll1), MMA(V), MMA(IIl) y MMMTA(V)
a partir del As(V) presente en disoluciones acuosas, suelos y arroz. Todo ello refuerza la
necesidad de continuar las investigaciones sobre las transformaciones de las especies

arsenicales ingeridas con el alimento en el tracto gastrointestinal.

La figura 9 presenta a modo de resumen gréafico los resultados presentados en el
presente capitulo.
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Figura 9. Transformaciones de las especies arsenicales durante la digestion gastrointestinal de
alimentos.
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En la actualdidad existen distintas propuestas sobre la ruta metaboélica del arsénico
inorganico, si bien todas ellas incluyen una serie de etapas de metilacién que dan lugar a
metabolitos con distinto carcter toxico. ElI metabolismo hepético del arsénico se ha
evaluado en profundidad durante los dltimos afios, sin embargo, no existen datos
previos sobre el metabolismo intestinal de este metaloide. En el presente capitulo se ha
evaluado la capacidad de metabolismo del arsénico inorgénico por el epitelio intestinal
en funcion de distintos factores (tipo celular, tiempo de exposicion, estado de

diferenciacion celular, soporte de cultivo, presencia de GSH y vitamina B12).

Resultados

2.1. Expresion relativa de ARNm de los marcadores de diferenciacion en Caco-2 y
HT29-MTX mediante RT-gPCR

Diversos estudios muestran que las células Caco-2 y HT29-MTX se diferencian
progresivamente tras alcanzar la confluencia hasta adquirir caracteristicas tipicas de
células diferenciadas enterociticas o secretoras de mucus, respectivamente (Mahler et
al., 2009; Lesuffleur et al., 1993). En el presente estudio se ha evaluado la expresion a
nivel de ARNm de marcadores de diferenciacion cominmente empleados para Caco-2
(ALPI, Sl y DPP4) y para HT29-MTX (MUC5AC) con el fin de evaluar el proceso de
diferenciacion de ambas lineas celulares. Los resultados muestran que los niveles de
expresion de estos genes aumentan con el tiempo de siembra (tabla 1). Se observa que
tras 15-21 dias postsiembra, los niveles de ALPI, SI y DPP4 en células Caco-2 son
mayores que a los 5 dias postsiembra [ratio de expresion (log,) entre 2.6 y 8.6]. En
HT29-MTX, los niveles de MUC5AC son superiores en células con 15-21 dias

postsiembra que en células 5 dias postiembra [ratio de expresion (log,) entre 3.2 y 6.6].
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Tabla 1. Expresion relativa de ARNm de marcadores de diferenciacion celular en células Caco-2
y HT29-MTX tras 15 y 21 dias postsiembra. Los valores obtenidos a los 15 y 21 dias se han
comparado con los de 5 dias postsiembra. Los datos representan la media + desviacion estandar (n
= 3-6). Las diferencias estadisticamente significativas estan marcadas con un asterisco (p < 0.05).

Dias Ratio de
Gen Eficacia - expresion
postsiembra
(logy)
15 8.6+35
ALPI 1.88+0.21 "
21 52+24
15 55+23"
Caco-2 DPP4 2.01+£0.32 *
21 2611
15 5.0+2.0
Sl 2.12+0.17 -
21 59+26
15 32403
HT29-MTX MUC5AC 1.84+£0.25 *
21 6.6x1.6

2.2. Metabolismo de As(l111) y As(V) en células diferenciadas (15 dias postsiembra)

2.2.1. Influencia del tiempo de exposicién

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que el metabolismo de las formas
inorganicas s6lo es detectable a partir de 24 horas de exposicion. A tiempos inferiores
(4 y 6 horas) no se observa metabolismo de As(lll) o As(V). En la tabla 2 se muestran
las cantidades de especies arsenicales (ng de arsénico/mg proteina) en el medio y en las
células tras exposicion a As(lll) y As(V), asi como el porcentaje de metabolismo
(MMA+DMA) vy los ratios de metilacion a los 15 dias postsiembra. El porcentaje de
metabolismo de As(l11) no se modifica significativamente con el tiempo (24 horas: 29 +
6%; 48 horas: 36 * 4%; 72 horas: 27 + 4%). En todos los casos, el metabolito
mayoritario es la forma monometilada (MMA) detectada tanto en el medio como en las
células. La forma dimetilada (DMA) también se detecta a todos los tiempos, sin

embargo, sélo aparece en el medio tras 72 horas de exposicion.

Para 1 uM de As(l11) el primer ratio de metilacion (MMA/As inorganico) presenta

valores similares a 24 y 72 horas (0.26 y 0.22 respectivamente), siendo
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significativamente superior a las 48 horas (0.44). El segundo ratio de metilacion
(DMA/MMA) presenta un valor méximo a las 24 horas (0.72) y disminuye
significativamente a los tiempos superiores de ensayo (48 horas, 0.32; 72 horas, 0.41).
Por otro lado, no se detecta metabolismo en células tratadas con la concentracion mas

alta de As(I11) (10 pM) a ninguno de los tiempos ensayados.

El contenido total de arsénico en el interior celular varia entre 32 y 38%. El analisis
de las especies arsenicales existentes en el interior celular tras 48 horas de exposicion se
llev6 a cabo tanto a pH 1 como a pH 6. A pH 1 se detecta arsénico inorganico
[As(1ID+As(V)], MMA, [MMA(IID+MMA(V)] y DMA [DMA(lI+DMA(V)],
mientras que a pH 6 se detectan formas trivalentes o tioladas (ver discusion capitulo 1).
Se pone de manifiesto que todas las especies presentes en el interior celular estan en

forma trivalente o tiolada.
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Tabla 2. Arsénico total y formas arsenicales en los lisados celulares y medios tras exposicion de células Caco-2 (15 dias postsiembra) a 1 uM As(I11) y 10 uM
As(V) durante 24, 48 y 72 h. Los valores se expresan como media + desviacion estandar (n = 4), n.d: no detectado. El metabolismo total (%) es la suma de
metabolitos (MMA y DMA) presentes en células y medio.

ng As/mg proteina Ratios de
Tiempo | Adicion . S
(h) (ng As) Total As As inorganico MMA DMA % Metabolismo metilacion
(MMA+DMA) & A
Células Medio Células Medio Células Medio | Células | Medio M.M DM
iAs MMA
As(I11)
24 173+ 11 58+5 115+2 27+5 86+7 11+1 18+5 21+4 n.d. 29+6 0.26 0.72
48 159+7 60+9 87+8 26+4 75+£13 204 24+1 14+2 n.d. 36+4 0.44 0.32
72 180+ 18 57+5 134+8 25+6 128+9 21+2 13+1 11+4 3+l 274 0.22 0.41
As(V)
24 1127 + 13 17+ 2 1113 + 17 14+1 1113 + 17 3x1 n.d. n.d. n.d. 15+0.1* - —
48 1096 +71 | 76 +21 | 1020+ 71 32+11 1020+ 71 4 +7 n.d. n.d. n.d. 7+1* - —
72 1101+47 | 75+11 | 1045+ 47 24+7 1045 + 47 51+4 n.d. n.d. n.d. 7+0.4* - -

* Para el As(V), el porcentaje de metabolismo corresponde a la suma de las especies As(l11)+MMA+DMA
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Los resultados para el As(V) ponen de manifiesto que el metabolismo en Caco-2 tras
15 dias postsiembra es diferente del observado para su analogo trivalente. EI As(V)
requiere una etapa de reduccién previa para dar lugar a As(lll) y continuar la ruta
metabdlica, por tanto, los metabolitos de As(V) evaluados en el presente trabajo
comprenden, ademas de las especies mono y dimetiladas, el As(l11). En este caso no se
observa metabolismo a la concentracion mas baja de As(V) (1 uM). Para la
concentracion 10 uM de As(V) el metabolismo es inferior al del As(lI1), con valores
que oscilan entre 1.5-7%, no observdndose DMA en ninguna de las condiciones. La
cantidad de MMA en el interior celular a las 48 y 72 horas (44-51 ng/mg proteina) es
més elevada que la hallada tras exposicion a As(Ill). Al igual que para la especie
trivalente, las especies encontradas en el interior celular a las 48 horas de exposicion a

As(V) estan en forma trivalente o tiolada.

A diferencia de lo observado en la linea celular Caco-2, las células secretoras de
mucus HT29-MTX no presentan metabolismo tras 13-14 dias postsiembra en ninguna
de las condiciones ensayadas [especie arsenical (pentavalente o trivalente),

concentracion (1 o 10 uM) y tiempos de exposicion (4, 6, 24, 48, 72 horas)].

2.2.2. Influencia de GSH y la vitamina B12 (cianocobalamina)

El GSH y la vitamina B12 son componentes dietarios que pueden afectar el
metabolismo de las formas inorganicas de arsénico (Buchet y Lawyers, 1985, Hall et
al., 2007). La exposicion durante 48 horas de As(V) (10 uM) junto a estos dos
compuestos no modifica significativamente el perfil metabdlico ni la distribucion de las
especies arsenicales en la linea Caco-2. Contrariamente, estos compuestos afectan el
metabolismo de As(IIT) (1 pM) a las 48 horas de exposicion, tal y como se observa en la

figura 1.

Los porcentajes de metabolismo total en presencia de GSH (37 £ 7%) son similares
a los hallados en células expuestas Unicamente a As(l11) (36 + 4%), mientras que las
células co-expuestas con vitamina B12 presentan porcentajes ligeramente inferiores (28

* 7%). Aunque las diferencias en porcentajes de metabolismo no son acentuadas,
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existen diferencias significativas en las especies arsenicales y su distribucion (células o
medio). En la exposicién a As(lll) o a As(lI1)/GSH el metabolito mayoritario es el
MMA (28 £ 4% y 26 + 3%, respectivamente), siendo el DMA minoritario (9 £ 1%y 9 +
4% respectivamente). En ambos casos, tras 48 horas de exposicion, el primer ratio de
metabolismo es ligeramente superior al segundo (0.48 + 0.04 y 0.31 = 0.07,
respectivamente). Sin embargo, tras el tratamiento As(l11)/vitamina B12, el metabolito
més abundante es el DMA (20 + 3%), aumento que va ligado a una reduccion en el
MMA (10 + 4%). Este cambio también se pone de manifiesto en los ratios de
metilacion, con una disminucion del primer ratio (0.15 + 0.02) y un aumento del

segundo ratio (2 £ 0.1).

La retencion celular de arsénico disminuye significativamente en presencia de GSH
[As(I11): 60 + 9 ng/mg proteina, 38 + 6%; As(I11)/ GSH: 27 + 4 ng/mg proteina, 15 +
2%], debido a que existe una mayor salida de metabolitos al medio, mientras que en
presencia de vitamina B12 los niveles de arsénico en el interior celular se incrementan
[As(I11)/ vit B12: 75 £ 8 ng/mg proteina, 45 + 4%] (figura 1).

158



Capitulo 2. Resultados

70 4
60
50 4

40 4 *

% arsénico

30

10 4

células

Asi

OASIID OASII) + GSHImM EASIID) + vitB 12 (100 pg/mL) ‘

Figura 1. Efecto de GSH y vitamina B12 sobre el metabolismo del As(l11) en células Caco-2 (15
dias postsiembra en placas 6 pocillos, 48 horas). Las barras representan los porcentajes de
especies arsenicales en células y medio (media + desviacion estadndar, n = 4) para los distintos
tratamientos: 1 uM As(lI1) (barras blancas); 1 pM As(lIl) y 1 mM GSH (barras grises); 1 pM
As(I11) y 100 pg/mL vitamina B12 (barras punteadas). Los porcentajes de arsénico se han
calculado respecto a la cantidad de arsénico inicial adicionada al sistema. Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) para cada una de las especies, comparando
los tratamientos con As(lI1)/GSH y As(lll)/vit B12, respecto al tratamiento Gnicamente con
arsénico.

2.2.3. Metabolismo de As(I11) en funcion del sistema de cultivo empleado

La mayoria de estudios de metabolismo empleando modelos celulares se llevan a
cabo en placas multipocillo. En el presente trabajo, y debido a que Caco-2 son células
polarizadas cuando se diferencian, también se ha evaluado el metabolismo empleando
un sistema bicameral (Transwell®). Este sistema permite el contacto del compuesto con

el dominio luminal (apical) de la monocapa y la eliminacién del mismo tanto al lado
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apical como al basal. Este estudio se llevo a cabo sélo en Caco-2 diferenciadas (15 dias

postsiembra) expuestas 48 horas a As(l11) (1 uM).

La tabla 3 muestra el porcentaje y distribucion de las especies arsenicales en los tres
compartimentos (medio apical, monocapa celular y medio basal). Los resultados
muestran, a diferencia de lo que ocurria en las placas multipocillo, que la
transformacion de As(lIl) Gnicamente genera MMA. En el interior celular s6lo se
detecta arsénico inorganico, mientras que el MMA se encuentra en porcentajes similares
en el lado apical (5.4 + 1.2%) y basal (5.3 = 1.4%) basal. El porcentaje de metabolismo
es significativamente inferior al observado en placas multipocillo (11 + 3% vs. 36 £

4%), asi como la retencién celular (3.5 £ 0.4 % frente a 38 £ 5%).

Tabla 3. Metabolismo en células Caco-2 (15 dias postsiembra) sembradas sobre Transwell®, tras
exposicion a 1 pM As(111) durante 48 horas. Los datos muestran los ng As/mg proteina (media +
desviacion estandar, n = 4), con los porcentajes entre paréntesis. Los porcentajes de arsénico en
células y medio estan calculados respecto a la concentracion inicial de arsénico adicionada al
cultivo. n.d.: no detectado.

ng/mg proteina
(%)
iAs MMA DMA
Compartimento basal 231%4.4 68+18 nd
(18.2 % 3.5) (5.3 + 1.4) 0
Células 45+1.2

(35+0.4) n.d. n.d.

Compartimento apical 107.2+5.6 69+15 n.d
(84.4 £ 4) (5.4%12) 0

2.3. Metabolismo de As(111) y As(V) en funcion del estado de diferenciacion

Se ha puesto de manifiesto que la actividad metabdlica asi como los mecanismos de
transporte de las lineas epiteliales del intestino varian como consecuencia del grado de
diferenciacion celular. Por este motivo, se ha evaluado el metabolismo de As(Ill) (1
UM) y As(V) (10 pM) en Caco-2 y HT29-MTX a distintos tiempos postsiembra. Asi,
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ademés de células diferenciadas con 15 dias postsiembra (tabla 2), se ha evaluado el
metabolismo en células no diferenciadas (5 dias postsiembra) y células diferenciadas

tras 21 dias postsiembra.

Los resultados obtenidos indican que no se detectan metabolitos de arsénico
inorganico en las células HT29-MTX en ninguno de los estadios de diferenciacién. En
Caco-2, los resultados son distintos, tal y como se observa en la tabla 4, donde se
presentan los contenidos totales de arsénico y de las especies arsenicales en el medio e
interior celular tras 5 y 21 dias postsiembra y exposicion a As(l11) durante 24, 48 y 72

horas, junto con los ratios de metilacion.

Para el As(lll), las células Caco-2 tras 5 dias postsiembra son capaces de
metabolizar el As(l1l) a MMA y DMA tras 48 horas en contacto con el toxico, mientras
que en los ensayos a 15 y 21 dias se observa metabolismo a las 24 horas de exposicién.
El metabolismo en las células sin diferenciar es menor (8-11%) que en células
diferenciadas (25-36%) (p<0.05), sin embargo, en todos los estadios de diferenciacién
el MMA es el metabolito mayoritario. Por otro lado, la retencién celular varia
significativamente entre los 5 dias post siembra (7-16%) y los 15 (31-38%) o 21 dias
post siembra (17-29%).

En cuento a los ratios de metilacién, a los 5 dias postsiembra el primer ratio de
metilacion (MMAJ/As inorgénico) es muy bajo (0.1) y se mantiene a 48 y 72 horas,
mientras que el segundo ratio de metilaciéon (DMA/MMA) alcanza un maximo a las 48
horas (0.6) y se reduce a las 72 horas (0.25) (tabla 2). A los 21 dias postsiembra, de
forma similar a lo que ocurria a los 15 dias, el primer ratio de metilacidn alcanza un
méaximo a las 48 horas, que disminuye a las 72 horas. El segundo ratio de metilacion,

sin embargo, presenta un incremento continuo con el tiempo de exposicion.

En cuanto al As(V), sélo se detectan metabolitos en células diferenciadas tras 48

horas de exposicién, siendo similar a los 15 y 21 dias postsiembra (< 7%).
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Tabla 4. Arsénico total y formas arsenicales en los lisados celulares y medios tras exposicion de células Caco-2 (5 y 21 dias postsiembra) a 1 pM As(Il1)
durante 24, 48 y 72 h. Los valores se expresan como media + desviacion estandar (n = 4), n.d: no detectado. EI metabolismo total (%) es la suma de
metabolitos (MMA y DMA) presentes en células y medio.

ng As/mg proteina

Tiempo Adicién Metabolismo Ratios de
(h) (ng As) Total As As inorganico MMA DMA %) metilacion
Células Medio Células Medio Células Medio Células Medio MMAV/iAs | DMA/MMA
5 dias postsiembra
24 138+3 11+4 129+ 15 11+4 129+ 15 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0 0
48 143+ 12 15+2 144 £ 25 5+1 138+ 21 4+1 6+0.3 6+1 n.d. 11+£2 0.07 0.6
72 129+7 13+2 97+ 11 8+2 117 £12 3+05 5+1 2+0.1 n.d. 8+1 0.06 0.25
21 dias postsiembra
24 138+9 22+7 116 +7 15+3 105+6 5+1 11+£3 2+04 n.d. 13+3 0.13 0.13
48 165 £ 15 43+5 130+ 12 21+4 1087 15+4 19+£2 72 n.d. 25+5 0.26 0.21
72 191 +£12 46+ 8 143 £19 22+3 135+ 20 15+2 12+2 9+3 4+1 25+2 0.17 0.48
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2.4, Expresion relativa de ARNm de la As(+3) metiltransferasa (AS3MT)

La AS3MT se considera en la actualidad el principal enzima responsable del
metabolismo del arsénico inorganico. Numerosos estudios han puesto de manifiesto que
el estado de diferenciacion de la linea celular Caco-2 afecta la expresion de genes
relacionados con el metabolismo y el transporte (Hashimoto y Shimizu, 1993; Wang y
Evers, 1999). Esto podria ocurrir con el gen que codifica la AS3MT y para corroborarlo
se evalud la expresién de este enzima en células en distintos estadios de diferenciacion
(5, 15 y 21 dias postsiembra). Los resultados obtenidos muestran que en los tres estados
de diferenciacion tanto las células Caco-2 como HT29-MTX expresan este enzima. Los
niveles de AS3MT en las células 15 y 21 dias postsiembra no presentan diferencias
significativas respecto a los niveles a los 5 dias postsiembra en ambas lineas celulares
[ratio de expresion (log,): Caco-2, 15 dias: -0.82 + 0.04 y 21 dias: -0.12 £+ 0.02; HT29-
MTX, 15 dias: 1.4 £ 0.4 y 21 dias: 1.1 £ 0.3].

Adicionalmente se ha evaluado el efecto de la exposicion a arsénico inorganico
sobre la expresion de AS3MT en células Caco-2. La expresion diferencial evaluada a 5,
15y 21 dias postsiembra tras la exposicion a As(l1l) (1 uM) o As(V) (10 uM) durante
24, 48 y 72 horas se muestra en la tabla 5. La exposicion a As(V) no conlleva ningin
cambio significativo en la expresion del gen que codifica la AS3MT. Por el contrario,
los resultados con As(I1l) muestran un incremento significativo en la expresion de
AS3MT [ratio de expresion (log,) = 3 = 0.5] tras 48 horas de exposicion en células

diferenciadas (15 dias postsiembra).
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Tabla 5. Expresion de ARNm de AS3MT tras tratamiento de las células Caco-2 (5, 15y 21 dias
postsiembra) con 1 pM As(I11) o 10 uM As(V) a diferentes tiempos (24, 48 y 72 h). Los datos
representan el ratio de expresion (log,) de AS3MT (media + desviacion estandar, n = 8). Las
diferencias estadisticamente significativas respecto a controles no tratados con arsénico a los
distintos tiempos de tratamiento se marcan con un asterisco (p < 0.05).

Expresion relativa (log,)
Especie Tiempo 5 dias 15 dias 21 dias
arsenical (h) postsiembra postsiembra postsiembra
24 -0.02 +0.01 -0.1+0.02 0.1+0.04
As(l11) 48 -0.3+0.04 3+0.5* -0.1£0.02
72 0.8+0.2 -0.7+£0.1 0.8+0.5
24 05+0.1 0.2+0.04 04+0.1
As(V) 48 0.7+0.2 0.8+0.1 1+£0.2
72 02+0.1 0.7+0.4 09+04

2.5. Influencia del mucus en la acumulacién intracelular del arsénico inorganico en
la linea celular HT29-MTX

El mucus secretado por HT29-MTX constituye una barrera a la difusion de
nutrientes, drogas, iones, toxinas, metales pesados y macromoléculas (Forstner et al.,
1994). Por este motivo, y teniendo en cuenta que este tipo celular no presenta
metabolismo de las formas inorganicas en ninguna de las condiciones ensayadas, se ha
evaluado la influencia de esta capa glicoproteica en la acumulacion intracelular del
toxico. Para tal fin, células HT29-MTX diferenciadas se han expuesto a As(l11) (1 uM)
0 As(V) (10 pM) durante 24 horas.

Los resultados obtenidos para ambas especies muestran que del arsénico total
adicionado al cultivo, la retencion celular (mucus + interior celular) es mayor para la

forma trivalente (8 + 1%) que para la pentavalente (1 + 0.2%). La figura 2 presenta los
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porcentajes de arsénico total en mucus e interior celular respecto a la cantidad de

arsénico presente en células HT29-MTX, mostrando que la mayoria del arsénico

presente en este tipo celular queda retenido por el mucus.
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Figura 2. Distribucion de arsénico en células HT29-MTX tras 24 horas de exposicion a As(l11) (1
UM) (barras blancas) y As(V) (10 puM) (barras punteadas). Las barras representan el porcentaje de
arsénico en mucus e interior celular respecto a los contenidos de arsénico en las células
(mucus+interior celular). Los valores se expresan como media * desviacion estandar (n= 3-6).
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Discusion

El epitelio intestinal supone la primera barrera con la que se encuentran los toxicos
que entran al organismo por via oral. La principal funcion de este 6rgano es la absorcion
de nutrientes y agua, pero también presenta la capacidad de metabolizar farmacos u
otros compuestos a través de diversos sistemas enzimaticos que permiten especialmente
las reacciones de fase 1 y 2 (Lin et al., 1999). Combinadas con las transformaciones
hepaticas, el metabolismo de primer paso puede modificar los niveles y forma quimica
en la que los compuestos alcanzan la circulacion sistémica. Estudios in vitro han
demostrado que hepatocitos primarios de distintas especies (humanos, perros, ratones,
conejos, macacos y ratas) y lineas celulares hepaticas presentan una importante
capacidad para metilar el arsénico inorgénico (Del Razo et al., 2001; Drobna et al.,
2010b; Watanabe et al., 2011). Sin embargo, no existen datos sobre la capacidad
metabolica de células del tracto gastrointestinal. En el presente capitulo de tesis se ha
llevado a cabo un estudio de la capacidad de metabolismo de células epiteliales del
intestino tras exposicidn a unas concentraciones de arsénico inorganico habituales en
agua de bebida y alimentos (EFSA, 2009), empleando los dos tipos celulares méas
abundantes en este érgano, enterocitos, representados por las células Caco-2 y células

caliciformes, representadas por las células HT29-MTX.

Los resultados obtenidos indican que las células Caco-2 diferenciadas (> 15 dias
postsiembra), pueden metabolizar entre un 7% y un 36% del arsénico inorganico
adicionado, segln se encuentre en forma pentavalente o trivalente respectivamente. Del
Razo et al. (2001) en un estudio llevado a cabo con HepG2, linea celular obtenida de un
carcinoma hepatocelular, ponen de manifiesto porcentajes de metabolismo del 28% tras
24 horas de exposicidn a concentraciones de 1 uM de As(l11), iguales a los obtenidos en
este trabajo para Caco-2 15 dias postsiembra (28 + 6%, figura 1) en igualdad de tiempos
y concentraciones. Asimismo, el ratio DMA/MMA observado para hepatocitos
primarios humanos expuestos a concentraciones de As(l11) entre 0.1 y 4 uM oscila entre

0.7-0.1 (Styblo et al., 2000). En el presente estudio se ha determinado un ratio

167



Capitulo 2. Discusion

DMA/MMA de 0.7 tras exposicién de células Caco-2 a 1uM As(I11) 24 horas (15 dias
postsiembra), dato que indica la elevada capacidad de metilacion de este tipo celular.
Estos datos indican que las células epiteliales del intestino tienen una capacidad de

metilacion del As(111) comparable a la de los hepatocitos humanos.

Con respecto al As(V), Styblo et al. (1999b) observaron en hepatocitos humanos, un
porcentaje de metilacion a DMA y MMA menor o igual al 3% tras 48 horas de
exposicion a 0.1 pM de As(V), porcentaje similar al obtenido en el presente trabajo. El
bajo metabolismo observado para el As(V) en Caco-2 comparado con el hallado para
As(111), se debe posiblemente a una minima entrada de la forma pentavalente al interior
celular, hecho que ya ha sido puesto de manifiesto en otros tipos celulares (Dopp et al.,
2010). Se ha sugerido que la baja entrada del As(V) a las células se debe a mecanismos
de competicién con transportadores de fosfato (Hirano et al., 2003). En el presente
estudio, las concentraciones de fosfato en el medio de ensayo (1 mM), similares a los
contenidos fisioldgicos in vivo (plasma 0.97-1.45 mmol/L; intersticio: 1 mmol/L, Dopp
et al., 2010), son dos drdenes de magnitud superiores a las concentraciones de As(V)
empleadas, por lo que el fosfato podria disminuir su captacion celular y el subsiguiente
metabolismo.

Los resultados obtenidos evidencian que los enterocitos pueden producir cambios
significativos en la forma quimica del arsénico inorgénico ingerido. ElI metabolito
mayoritario encontrado en células Caco-2 diferenciadas es el MMA. Drobna et al.
(2004) ponen de manifiesto que el perfil metabdlico del As(lll) depende de la
concentracion. De hecho, su trabajo evidencia que el DMA es el metabolito
predominante en cultivos primarios de hepatocitos humanos expuestos a
concentraciones menores a 0.9 nmol As(lll)/mg de proteina, mientras que a
concentraciones superiores (30 nmol As(l11)/mg de proteina), similares a las empleadas
en este estudio, predomina la forma monometilada. Esta disminucion del metabolismo
total o del paso de MMA a DMA, puede ser consecuencia del efecto inhibidor de la
actividad de enzimas por parte del As(l11) o de alguno de sus metabolitos. Se ha descrito
que tanto el As(lI) como el MMAC(II) inhiben la actividad del AS3MT, enzima
responsable de distintas etapas del proceso metabolico, con constantes de inhibicion de
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> 5 puM para el As(lll) y > 1 uM para el MMA(III) en el caso de la As3mt de rata
(Styblo, comunicacion personal). También se ha puesto de manifiesto que el MMAC(III)
y complejos de arsénico inorganico-glutation son inhibidores de enzimas que pueden
intervenir indirectamente en el metabolismo de arsénico inorganico tales como la

glutation reductasa (Styblo et al., 1997) y la tiorredoxina reductasa (Lin et al., 1999).

En este sentido, nuestro estudio pone de manifiesto que una mayor acumulacion de
formas trivalentes, supone una disminucion del paso de MMA a DMA y por tanto de la
tasa metabdlica total de las células. Estas inhibiciones pueden ser la causa de la
reduccion en el ratio DMA/MMA a los tiempos superiores de ensayo para células Caco-
2 (15 dias postsiembra), donde se alcanzan las mayores concentraciones de MMA en el
interior celular. Asimismo, el ratio DMA/MMA a las 48 horas de exposicion es mayor
para las células no diferenciadas (0.6) que para las células diferenciadas (0.3),
coincidiendo con los menores contenidos en el interior celular tanto de As(l11) como de
MMA(I1) (células no diferenciadas: As(lll) 5 £ 1 ng As/mg proteina, MMA(III) 4 £ 1
ng As/mg proteina; células diferenciadas: As(lll) 26 £ 4 ng As/mg proteina, MMA(III)
20 £ 4 ng As/mg proteina). Adicionalmente, concentraciones de 10 pM de As(II)
provocan una inhibicién completa del metabolismo del arsénico inorganico, no
encontrando metabolitos en el medio ni en las células a ninguno de los tiempos
ensayados. Este hecho se ha observado previamente en hepatocitos humanos, donde el
metabolismo de As(l11) se bloquea completamente tras exposiciones de 10 y 20 pM de
As(111) (Styblo et al., 1999a).

Existen numerosos estudios que describen cambios en actividades enzimaticas,
niveles de expresién de ARNm o proteina a lo largo del periodo de diferenciacion de las
células Caco-2 (Matsumoto et al., 1990; Jumarie y Malo 1991; Sonoyama et al., 2000;
Fleet et al., 2002, 2003; Bédrine-Ferran et al., 2004; Siissalo, 2009). En el presente
estudio se ha puesto de manifiesto que tanto las células Caco-2 diferenciadas como las
no diferenciadas son capaces de metabolizar el arsénico inorgénico, si bien en estas
Gltimas el porcentaje de metabolismo es inferior (11% vs 25-36% a las 48 horas). El
menor metabolismo en células no diferenciadas puede deberse a un menor transporte de

arsénico inorganico al interior celular. De hecho, la cantidad de As total en el interior
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celular tras 48 horas de exposicion a As(l11) es inferior en las células no diferenciadas
(15 £ 2 ng As/mg proteina), que en las diferenciadas (15 dias: 60 + 9 ng/mg proteina; 21
dias: 49 + 5 ng/mg proteina) (tablas 2 y 4). En la presente tesis se han identificado
transportadores involucrados en la captacion celular del As(lll) en celulas Caco-2
(capitulo 3), en concreto OATPB, GLUT5 y AQP10. La menor captacion de As(lll) a
los 5 dias postsiembra puede deberse a una menor expresion de estos transportadores.
Diversos estudios han evaluado los niveles de expresion de estos transportadores en
Caco-2 en funcion del estadio de diferenciacion. Asi, Konig et al. (2006) observaron
que los niveles de OATPB aumentaban con el tiempo en cultivo de las células (1-5
semanas). Mahraoui et al. (1992) determinaron que el nivel de ARNm de GLUT5 es
dependiente del crecimiento celular y solo se detecta en células postconfluentes
diferenciadas. Para AQP10, sin embargo, no existe bibliografia especifica que
correlacione los niveles proteicos o0 de ARNm con los distintos estadios de
diferenciacion, sin embargo, para otros miembros de esta familia de proteinas si existen
trabajos que indican aumentos en su expresion en células Caco-2 diferenciadas, frente a
las no diferenciadas (Fleet et al., 2003; Landowski et al., 2004).

Por otra parte, los cambios de metabolismo en distintos estadios de diferenciacién
pueden deberse también a cambios en la actividad metabdlica. La AS3MT ha sido
descrita como la enzima responsable de la ruta metaboélica del arsénico inorganico desde
As(111) a DMA u dxido de trimetilarsina (Waters et al., 2004a, 2004b; Drobna et al.,
2006). En esta tesis se ha observado que Caco-2 y HT29-MTX expresan ARNm de
AS3MT en todos los estadios de diferenciacion, sin variaciones significativas entre ellos.
Serian necesarios estudios que evalUen los niveles proteicos y la actividad enzimatica de
la AS3MT para definir la causa de las variaciones del metabolismo en los distintos
tiempos postsiembra. Por otra parte, se han observado cambios en los niveles de la
AS3MT tras exposicion a As(I11) (48 horas, 15 dias postsiembra). Este hecho indica que
la exposicién al toxico es capaz de alterar la expresién de genes relacionados con su
metabolismo, siendo necesarios mas estudios que evallen las consecuencias de estos

cambios.
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Estudios previos han indicado que la polarizacién que acompafia a la diferenciacion
celular esta influenciada por el soporte donde crecen las células. Asi, Gaillard y Finlay
(1996) observaron diferencias en la estructura de las uniones estrechas en Caco-2
crecidas sobre filtros porosos. Anderle et al. (2003) observan cambios en la expresion
de P-gp entre Caco-2 cultivadas sobre filtros de policarbonato y frascos de poliestireno.
Asi mismo, células caninas renales Mandin-Darby presentan mayor polaridad cuando
crecen en soportes permeables (Fuller y Simons, 1986). Teniendo en cuenta la
influencia de la diferenciacion celular de Caco-2 sobre el metabolismo del arsénico
inorganico y la importancia de la polarizacién en procesos de absorcion, transporte y
metabolismo intestinal, se he evaluado el metabolismo y distribucion de metabolitos en
Caco-2 diferenciadas (15 dias postsiembra) sobre membranas semipermeables

(Transwell®).

El porcentaje de metabolismo obtenido en estas condiciones es menor al observado
en células crecidas sobre placas de polipropileno (11% frente a 36%). Este hecho puede
ser debido a la menor retencion celular de arsénico observada en células crecidas en
Transwell® (5 + 1 ng As/mg proteina en Transwell®; 60 + 9 ng As/mg proteina en
placas) tras 48 horas de exposicion a arsénico inorganico. Estos resultados ponen de
manifiesto el importante efecto del sistema de cultivo en la evaluacion del metabolismo
de estas células polarizadas. En células sembradas sobre soportes porosos hay un
aumento de la superficie de membrana y pueden intervenir en el transporte proteinas
presentes en la membrana basolateral, aumentando de esa forma los procesos de
eliminacién celular, y por tanto disminuyendo la retencion del arsénico. Hay que
destacar el hecho de que los metabolitos generados en este sistema bicameral son
transportados tanto hacia el lado apical, que emularia el lumen intestinal y por tanto el
sentido secretorio, como al lado basolateral, que reproduciria la cavidad serosa y por
tanto el transporte en sentido absortivo. En consecuencia, tras la ingesta de arsénico
inorganico, podrian llegar a la vena porta metabolitos de arsénico generados en el

epitelio intestinal.

La absorcion de nutrientes, fArmacos o tdxicos en el tracto gastrointestinal es un

proceso complejo afectado por numerosos factores como las propiedades moleculares
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del compuesto (tamafio, grado de ionizacién, solubilidad, polaridad), factores
fisiol6gicos (motilidad intestinal, permeabilidad de la mucosa, estado), propiedades
cinéticas (afinidad por transportadores, capacidad de los transportadores, metabolismo)
e interacciones con alimentos, farmacos u otras sustancias presentes en el lumen.
Adicionalmente, diversos componentes de la dieta se han descrito como potentes
moduladores de actividades enzimaticas (Ferriola et al., 1989; Agullo et al., 1997). En
el presente estudio se pone de manifiesto que en ceélulas diferenciadas, el perfil
metabolico y la retencion celular del arsénico inorganico varian en presencia de GSH o

vitamina B12, dos componentes que estan presentes de forma habitual en el quimo.

La presencia de vitamina B12 favorece el paso de MMA a DMA, siendo el DMA el
metabolito mayoritario, a diferencia de lo observado para el resto de condiciones
estudiadas. El ratio DMA/MMA se incrementa significativamente en presencia de
vitamina B12 en comparacion con células expuestas sélo a As(l11) (2 vs 0.3) y el ratio
MMA/As inorganico disminuye. Buchet y Lauwerys (1985) observaron la misma
tendencia trabajando con un preparado citosolico de higado de rata, si bien este
fendmeno solo se manifestaba en presencia de S-adenosilmetionina (SAM), el dador de
grupos metilo en la etapa de metilacion. SAM requiere metionina para su sintesis y, por
su parte, la vitamina B12 es esencial en la remetilacion de la homocisteina a metionina,
por tanto, indirectamente actia como cofactor en las etapas de metilacion del arsénico
inorganico (Vahter, 2007). Estos datos no coinciden con los obtenidos en estudios
poblacionales (Heck et al., 2007; Hall et al., 2009a, 2009b) que muestran que la
vitamina B12 se asocia inversamente con los porcentajes de arsénico inorganico en
orina, aumentando el ratio MMA/As inorganico. En cuanto al GSH, aunque no hay
variaciones significativas en el perfil metabdlico, si que hay una disminucién del
arsénico presente en el interior celular, posiblemente por favorecer la extrusion de las
formas arsenicales al formar complejos As-GSH, tal y como documentan otros autores
(Leslie et al., 2004). Estos resultados indican que la composicién de la matriz
alimentaria es un factor muy importante que puede afectar el perfil de especies durante
el transito y la absorcién gastrointestinal, y puede influir en el metabolismo y la

toxicidad del arsénico ingerido.
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Por otra parte, el intestino no se compone Unicamente por enterocitos. El segundo
tipo celular mayoritario en el intestino son las células caliciformes. Las células HT29-
MTX se han descrito previamente como una linea celular capaz de diferenciarse a
células secretoras de mucus (Lesuffleur et al., 1990) y secretar a una capa protectora de
mucus sobre el cultivo. La barrera de mucus gastrointestinal se compone de una capa
interna intimamente adherida a la superficie celular y una capa externa de mucus no
adherente. Esta Gltima se elimina continuamente por los movimientos peristélticos que
desplazan distalmente el contenido luminal. En el presente trabajo se ha observado que
el arsénico inorganico queda retenido en la capa de mucus, evitando en parte su entrada
al interior celular y posiblemente facilitando su eliminacién en heces. Esta retencion es,
posiblemente, la responsable de la ausencia de metabolismo del arsénico inorganico por
HT29-MTX. Es necesario llevar a cabo mas estudios para esclarecer el papel de esta
capa glicoproteica en la proteccion del epitelio intestinal frente a la exposicion a
arsénico inorganico y evaluar su papel en el metabolismo y la entrada y retencién
celular. Asimismo, seria necesario evaluar el efecto del arsénico sobre la cantidad y
composicion de glicoproteinas presentes en el mucus, ya que existen estudios que
demuestran la capacidad de disolver el mucus por compuestos que interacionan con

grupos -SH (Allen y Flemstrom, 2005).

Hasta el momento se ha considerado que el arsénico inorganico ingerido con los
alimentos o el agua de bebida, tras la absorcion intestinal, es metabolizado por el higado
antes de llegar a la circulacion sistémica. El presente trabajo muestra que las células
intestinales también son capaces de transformar el arsénico inorganico y por lo tanto
modificar las especies arsenicales que llegan a la circulacion portal. Se pone de
manifiesto la necesidad de considerar al intestino en la evaluacién del metabolismo
presistémico del arsénico inorganico, si bien deberian combinarse los estudios in vitro e
in vivo para establecer la importancia real de estos procesos (Lin et al., 1999). La
presencia de formas metiladas trivalentes en el interior celular muestra la necesidad de
llevar a cabo mas estudios sobre el posible efecto de estas formas arsenicales a nivel

intestinal.
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La figura 3 presenta, a modo de resumen, los procesos del metabolismo intestinal

del arsénico inorganico observados en este capitulo, asi como la informacién existente

en bibliografia sobre el metabolismo hepatico,

eliminacion.
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Figura 3. Representacion esquematica del metabolismo del arsénico inorganico, su circulacion

enterohepatica y eliminacion.
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Capitulo 3. Resultados

El epitelio intestinal constituye la primera barrera para la absorcion de las distintas
especies arsenicales hacia el torrente sanguineo, sin embargo, los estudios sobre su
permeabilidad intestinal son muy escasos. En este capitulo se muestran los resultados
obtenidos en el estudio de retencion celular, transporte y permeabilidad aparente de
especies arsenicales inorganicas, mono y dimetiladas [As(lIl), As(V), MMA(II),
MMA(V), DMA(IIl), DMA(V)] utilizando la linea celular Caco-2 como modelo de
epitelio intestinal. Se ha evaluado el transporte de las especies arsenicales en distintas
condiciones (apertura de uniones intercelulares, pH, temperatura, presencia de
componentes dietéticos y/o fisioldgicos del quimo) con el fin de profundizar en el modo
de absorcidn intestinal del arsénico y en los factores que pueden afectar a la misma. Asi
mismo se han identificado proteinas transportadoras implicadas en el transporte de las

formas inorgénicas.

Resultados

3.1. Captacion y transporte de especies arsenicales en células Caco-2

En todos los ensayos se llevaron a cabo pruebas para evaluar la integridad de la
monocapa y la viabilidad celular, tal y como se describe en metodologia (apartado 6.5).
Los pardmetros se mantuvieron dentro de los limites establecidos para considerar la

monocapa integra, excepto que se indique lo contrario en el texto.

3.1.1. Especies arsenicales pentavalentes

En los estudios de transporte y retencion de las especies arsenicales pentavalentes en
direccion apical-basolateral y basolateral-apical se han empleado dos medios de cultivo,
DMEMc y HBSS. El empleo de estos dos medios aporta informacion sobre el efecto de
su composicion en el transporte de las especies arsenicales, tal y como se ha descrito

para otros compuestos (Zucco et al., 2005; Ingels y Augustijns, 2003).

177



Capitulo 3. Resultados

3.1.1.1. Transporte y captacion en direccién apical-basolateral

Las concentraciones de las especies arsenicales evaluadas [As(V), MMA(V) y
DMA(V)] para los estudios de transporte en DMEMc fueron 1, 7, 13 y 67 uM.

La figura 1 muestra el arsénico transportado frente a la concentracion tras 24 horas
de exposicion. Para el As(V) (figura 1a) y DMA(V) (figura 1c), la cantidad de arsénico
transportada al lado basolateral se incrementa linealmente con la concentracién. En el
caso del MMA(V) (figura 1b), esta linealidad se mantiene s6lo hasta la concentracion de
13 pM, sugiriendo la participacion de un componente saturable en el transporte. Los
valores de los parametros cinéticos tras la aplicacion de la ecuacién de Michaelis-
Menten al MMA(V) son: Ky, = 2.02 UM; Vinax = 4. 6 x 10 pmol/10° células/min.

Los porcentajes de transporte al lado basolateral tras 24 horas [As(V): 3-10%;
MMA(V): 3-11%; DMA(V): 4-6%], indican un bajo transporte de estos compuestos a
través de la monocapa Caco-2. La retencion celular de todas las especies también es
muy baja (<0.1-0.5%; 12-20 ng/10° células), sin diferencias significativas entre

concentraciones y especies.
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Figura 1. Transporte apical-basolateral en DMEMc (ng As/10° células) de As(V) (1a), MMA(V) (1b) y DMA(V) (1c) en funcién de la concentracién. Valores
expresados como media + desviacidn estandar (n=3).
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En los ensayos de captacion y transporte llevados a cabo en medio HBSS, se utilizo
una Unica concentracion para cada especie arsenical (67 uM) a un tiempo de 24 horas.
Los resultados de transporte obtenidos en medio HBSS se muestran en la tabla 1 junto a
los comentados anteriormente para el medio DMEMc.

Tabla 1. Efecto del medio de cultivo en el transporte apical-basal de especies pentavalentes (67

1M) por células Caco-2. Contenido de arsénico (ng As/10° células) en el compartimento basal tras
24 horas de exposicion. Valores expresados como media + desviacion estandar (n=3).

DMEMc HBSS
(ng As/10° células) (ng As/10° células)

As(V) 516 + 20 637 + 12
MMA(V) 106 + 10 157 + 15
DMA(V) 149+ 4 129 + 19

El transporte de As(V) y MMA(V) es significativamente superior en HBSS,
mientras que para DMA(V) las diferencias no son significativas. Por lo que respecta a
los contenidos intracelulares, los valores son muy bajos (< 1%), similares a los hallados
en DMEMc.

3.1.1.2. Transporte y captacion en direccién basolateral-apical

Las concentraciones de las formas arsenicales pentavalentes empleadas en direccién
basolateral-apical en medio DMEMc fueron las mismas que en direccion apical-
basolateral (1, 7, 13 y 67 uM). Para el As(V) el porcentaje de transporte basolateral-
apical en DMEMCc tras 24 horas de exposicion se reduce significativamente respecto al
observado en direccidn apical-basolateral (<0.2% vs 3-10%). Sin embargo, el transporte
de MMA(V) (5-8%) y DMA(V) (5-6%) es comparable al observado en el sentido
apical-basal. Por lo que respecta a la retencién celular, es muy baja (0.1-1%), al igual
que ocurria en el transporte apical-basolateral. En la figura 2 se representan los ng de
arsénico en el lado apical frente a la concentracion de cada una de las especies

arsenicales.
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Los ensayos de captacion y transporte en medio HBSS se llevaron a cabo sélo a una
concentracion de cada especie arsenical (67 uM). Los resultados en medio HBSS y

DMEMCc se muestran conjuntamente en la tabla 2.

Tabla 2. Efecto del medio de cultivo en el transporte basal-apical de especies
pentavalentes (67 pM) por células Caco-2. Contenido de arsénico (ng As/10° células) en
el compartimento receptor tras 24 horas de exposicion. Valores expresados como media
+ desviacion estandar (n=3).

DMEMc HBSS

(ng As/10° células) (ng As/10° células)
As(V) 12+3 237+3
MMA(V) 16712 55+ 4
DMA(V) 222+8 46+7

En el caso del As(V) observamos un incremento significativo en el transporte en
HBSS (5 + 0.7%) frente al obtenido en DMEMc (0.16 + 0.05%). Las formas metiladas
pentavalentes presentan un comportamiento distinto, con una reduccion significativa en
el transporte en HBSS (0.9-1%) frente a DMEMc (5-6%).

3.1.2. Especies arsenicales trivalentes

El estudio del transporte de las formas trivalentes se realizé Unicamente en medio
HBSS. Las concentraciones evaluadas en direccion apical-basolateral y basolateral-
apical fueron 1, 7, 13y 67 uM para As(l1l) y 1 uM para MMA(II1) y DMA(III).

Los ensayos de transporte se extendieron hasta las 24 horas para el As(lll) y hasta
las 4 horas para el MMA(II) y DMA(III). Las diferencias en los tiempos y
concentraciones de ensayo entre el As(I11) y las formas metiladas trivalentes se deben a
la mayor toxicidad del MMA(111) y DMA(III).

3.1.2.1. Transporte y captacion en direccién apical-basolateral
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La figura 3 muestra el transporte de As(llIl) en funcion de la concentracién
adicionada, tras 24 horas de exposicion. Se observa un incremento lineal de los ng en el
lado basolateral con el aumento de la concentracidn, indicando que en las condiciones
estudiadas no existe un componente saturable en el transporte de esta especie. Los
porcentajes de transporte de esta forma arsenical varian entre 45 y 64%, valores muy

superiores a los obtenidos para la forma pentavalente.
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Figura 3. Transporte apical-basolateral en HBSS de As(l11) (ng As/10° células) en funcién de la
concentracion. Valores expresados como media + desviacion estandar (n=3).

La figura 4 representa los ng de arsénico en el lado basolateral en funcién del tiempo
tras exposiciones a MMA(III) y DMA(III). Los porcentajes de transporte al lado
basolateral de ambas especies son similares a los 240 minutos [MMAC(III): 50 £ 4% y
DMAC(III): 58 + 3%]. Se observa una ligera reduccion en la velocidad de transporte
entre las 3 'y 4 horas, hecho que puede deberse a una reduccion en la concentracién de
estas formas arsenicales en el compartimento apical 0 a una oxidacion de las mismas, ya

gue son compuestos inestables que se oxidan con rapidez.
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Figura 4. Transporte apical-basolateral (ng As/10° células) de MMA(III) (o) y DMA(III) (e),
ambos a la concentracion de 1 uM, en funcioén del tiempo. Valores expresados como media +
desviacion estandar.

Los contenidos intracelulares en direccién apical-basal son superiores a los
observados para las formas pentavalentes en medio HBSS. El contenido intracelular de
As(I11) a tiempo final de ensayo (24 horas) varia entre 0.9-2.4% y aumenta con el
incremento de la concentracién (1, 7, 13y 67 uM: 2.4+ 02,8+ 1,21 +3y 43 +5
ng/10° células, respectivamente). El incremento, sin embargo no es lineal si
consideramos la concentracion mas elevada de As(ll1), indicando que en estos niveles
de exposicion existe una saturacion en la entrada de esta forma arsenical al interior

celular.

El MMA(III) y el DMA(INI) tienen una retencidn celular muy superior al As(l11), 30
+ 4% (76 + 11 ng/10° células) y 35 + 5% (88 + 13 ng/10° células) respectivamente. La
suma del transporte al lado basolateral y el contenido intracelular de estas formas

arsenicales supone el 100% del arsénico adicionado.
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3.1.2.2. Transporte y captacion en direccién basolateral-apical

La figura 5 muestra el transporte de As(lll) al lado apical en funcién de la
concentracion, tras 24 horas de exposicion. Al igual que para la direccion apical-
basolateral, se observa un incremento lineal en el transporte con el aumento de la
concentracion, por lo que no existe saturacion en las condiciones de ensayo. Los

porcentajes de transporte de esta forma arsenical varian entre 26-36%.
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Figura 5. Transporte basolateral-apical (ng As/10° células) de As(lll) en funcién de la
concentracion. Valores expresados como media + desviacion estandar (n=3).

El transporte en direccién basolateral-apical de MMAC(III) y DMA(III) frente al
tiempo se representa en la grafica 6. Estas dos formas arsenicales presentan tasas de
transporte similares a las observadas en direccion opuesta, con una tendencia lineal en el
transporte. No se observa, sin embargo, la reduccién en la velocidad de paso a lado

basolateral que se detectaba entre las 3 y 4 horas, especialmente para el DMA(III).
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Figura 6. Transporte basolateral-apical (ng As/10° células) de MMA(III) (o) y DMA(III) (e),

ambos a la concentracion de 1 uM, en funcion del tiempo. Valores expresados como media +
desviacion estandar (n = 3).

Los contenidos intracelulares de arsénico tras 24 horas de exposicion a As(I11) en el
compartimento basolateral son similares a los observados en la direccién opuesta, con
porcentajes que varian entre 1-3% y que se incrementan con el aumento de la
concentracion (1, 7, 13 y 67 uM: 3.1 = 0.9, 15 + 2, 31 = 4 y 55 # 7 ng/10° células,
respectivamente). La concentracion mas elevada modifica la tendencia lineal, indicando

una saturacion a estos niveles de exposicion.

Los niveles de arsénico en el interior celular tras exposiciones a MMAC(III) y
DMAC(III) en el compartimento basal (4 horas) son ligeramente superiores a los
observados en direccion apical-basolateral, 37 + 3% (92 + 7 ng/10° células) y 42 + 5%
(105 + 12 ng/10° células) respectivamente, y superiores a los encontrados para As(l11).
Al igual que en direccion opuesta, la totalidad del arsénico adicionado se encuentra en

las células y compartimento basolateral.
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3.2. Calculo del coeficiente de permeabilidad aparente. Determinacién del ratio de
eliminacion

El coeficiente de permeabilidad aparente (P,p) calculado in vitro, evalla la
velocidad de paso de un compuesto a través de una monocapa celular y constituye un
parametro muy Util para establecer comparaciones, ya que corrige los valores obtenidos

por la superficie del inserto, el tiempo y la concentracion del compuesto adicionada.

La P4y, en condiciones estandar de cultivo (37 °C y pH 7.2) y direccion apical-basal
y basal-apical, se evalud para 67 uM de As(V), MMA(V), DMA(V) y As(lll), y para 1
UM de MMA(I11) y DMA(III).

En las especies pentavalentes, la retirada de alicuotas se ha efectuado cada 15
minutos hasta el tiempo final de exposicién, 120 minutos. En las especies trivalentes,
las alicuotas se retiraron a 5, 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos. Los valores de Py,
obtenidos para las distintas especies arsenicales y el valor del ratio de eliminacion (Er)

se presentan en la tabla adjunta.

Tabla 3. Coeficientes de permeabilidad aparente (x 10° cm/s) de las especies arsenicales en
direccion apical-basal, basal-apical y el ratio de eliminacién en medio HBSS. Valores expresados
como media * desviacion estandar (n=3)

oo oo Ratio de eliminacion
Apical-basal Basal-apical En

(Papp B-A)/(Papp A-B)
As(V) 67 uM 1.04 +£0.05 0.46 + 0.05 0.46 +0.08
MMA(V) 67 uM 0.26 £ 0.08 0.08 £ 0.01 0.31+£0.03
DMA(V) 67 pM 0.30 £ 0.04 0.12 +0.02 0.20 £ 0.03
As(1l) 67 uM 4.61+0.32 472 +051 1.02+0.12
MMAC(II1) 1 pM 7.15+0.91 8.43+05 1.18+0.21
DMAC(II) 1 uM 11.05+1.42 13.15+1.6 1.18 £ 0.07

187



Capitulo 3. Resultados

Adicionalmente, para el As(Ill), se calcularon los valores de P., para
concentraciones inferiores (1, 7 y 13 uM), con valores similares al encontrado para la

concentracion superior (67 uM) (3.75 - 4.46 x 10°° cm/s).

Los valores de P,p, en direccion apical-basolateral y basolateral-apical presentan la
siguiente gradacion segun la especie arsenical: DMA(II) > MMA(II) > As(lll) >
As(V) > DMA(V) = MMA(V). En el caso de las formas pentavalentes, el Er es menor
que 1, indicando que el transporte en direccion apical-basolateral es superior al
observado en direccion opuesta. Los valores de Er para las formas trivalentes estan

préximos a 1, mostrando un transporte similar en ambas direcciones.

3.3. Mecanismos de absorcion de formas arsenicales en el modelo celular in vitro
Caco 2

Con el fin de identificar los mecanismos de transporte implicados en la absorcion de
las formas arsenicales, se evalud la Py, tras una serie de modificaciones de las
condiciones de transporte consideradas estandar (37 °C y pH 7.2). Para las especies
pentavalentes [As(V), MMA(V), DMA(V)] los ensayos se llevaron a cabo a una
concentracion de 67 UM y la exposicion se prolongé hasta los 120 minutos, con retirada
de alicuotas a los 15, 30, 60 y 120 minutos. Para las especies trivalentes, la
concentracion estudiada fue 67 puM para As(lll) y 1 uM para MMAC(IIT) y DMA(1II),
con un tiempo de exposicion de 120 minutos Yy retirada de alicuotas a 5, 15, 30, 45, 60,
90 y 120 minutos. Si existen cambios en estas condiciones se detallan en el apartado de

resultados correspondiente.

3.3.1. Participacién de la ruta paracelular

Para evaluar la participacion de la via paracelular en la absorcion de especies
arsenicales, se llevé a cabo la apertura de las uniones estrechas intercelulares mediante
la deplecion de calcio en el medio de cultivo tras incubacion con un agente quelante

(EDTA 5 mM). La eliminacion del Ca?* extracelular causa la retraccion de las proteinas
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gue forman las uniones estrechas y en consecuencia una apertura de los espacios
intercelulares (Ma et al., 2000).

Tras el tratamiento con EDTA se constatd que existe una apertura importante de las
uniones intercelulares en base a dos hechos: a) el incremento detectado en el transporte
del marcador paracelular LY (100 mM) y b) el descenso en el valor de RET. La figura 7
muestra los valores de Py, de las especies arsenicales y del LY en las monocapas
tratadas y no tratadas con EDTA. La apertura de las uniones intercelulares conlleva un
aumento significativo del valor de la P, de todas las especies ensayadas, con excepcion
del DMA(IIN) cuya Py, disminuye. El incremento de la P,y presenta la siguiente
gradacion: DMA(V) > MMA(V) > As(V) > As(111) > MMAC(III).

35 -
30 -
25 - .
20 -

15 4

Papp (1 x 10°® cm/s)

10 +

B

LY As(V) MMA(VY) DMA(V) As(lll) MMA(I) DMAI)

Figura 7. Valores de permeabilidad aparente a los 120 min para el marcador paracelular LY,
As(V), MMA(V), DMA(V), As(l11), MMA(I11) y DMA(III) con las uniones estrechas integras
(ausencia de EDTA) (barras blancas) y en tras la apertura de las uniones estrechas con 5mM de
EDTA (barras grises). Las barras representan la media + desviacion estandar de al menos tres
réplicas. Las diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre tratamientos se marcan con
un asterisco.
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3.3.2. Efecto del pH sobre el transporte

Los resultados en las condiciones de pH evaluadas (apical 5.5/basal 7.2) se
comparan con los hallados anteriormente en condiciones estandar de pH 7.2/7.2. La
figura 8 muestra los valores de Py, para las distintas formas arsenicales, obtenidos en

ambas condiciones de pH.

El descenso del pH en el medio apical sdlo afecta el transporte de As(V) y DMA(V),
que ven incrementada significativamente su Py, en direccion apical-basal. Para el
As(V), la Py, pasa de 1 x 10°° cm/s en condiciones estandar a 4 x 10°° cm/s cuando el
pH es acido en el compartimento apical. El incremento es mayor para el DMA(V), que
pasa de 0.26 x 10 cm/s a 2 x 10 cm/s. Por el contrario, las especies trivalentes y el
MMA(V), no modifican significativamente su Py, con el cambio de pH en el lado
apical.

12+

] pH7.2/7.2 1 pH7.2/55 h
10 |

Papp (1 x 10° cm/s)
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Figura 8. Valores de permeabilidad aparente a los 120 min de exposicion a As(V), MMA(V),
DMA(V), As(ll), MMAC(IIT) y DMA(II) a pH 7.2/7.2 (barras blancas) y pH 5.5/7.2 (barras
grises). Las barras representan la media + desviacién estandar de al menos tres réplicas. Las

diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre tratamientos se marcan con un asterisco.
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Por lo que respecta a la retenciéon celular, la acidificacion del medio en el
compartimento apical no afecta al contenido intracelular de MMA(V) ni de las especies
trivalentes. Unicamente existen diferencias significativas para el As(V) y DMA(V), con
un incremento en la retencién de arsénico a pH 5.5/7.2 [As(V): 30 + 2 ng/10° células;
DMA(V): 37 + 4 ng/10° células] respecto a los valores hallados a pH 7.2/7.2 [As(V): 12
+ 1 ng/10° células; DMA(V): 17 + 3 ng/10° células].

3.3.3. Efecto de la temperatura sobre la permeabilidad aparente del As(V), As(lll),
MMA(I1T) y DMA(III)

Debido a los bajos porcentajes de transporte y retencién celular y a los bajos valores
de Pgyp descritos con anterioridad para MMA(V) y DMA(V), el efecto de la temperatura
se evalud para As(V), As(lll), MMA(IIT) y DMA(III). El estudio se llevd a cabo
inicialmente a 4 °C, y a diferencia del resto de ensayos, solamente se extienden hasta los

60 minutos de exposicion, con retirada de alicuotas a 5, 15, 30, 45 y 60 minutos.

La figura 9 compara los valores de P, obtenidos a 4 °C y 37 °C. En todas las
especies trivalentes se pone de manifiesto un descenso significativo de los valores de
Papp @ 4 °C, siendo mayor la reduccion para el DMA(III) (85% de reduccion), que para
el MMA(I1I) (79% de reduccion) y As(l11) (63% de reduccidn). Por otra parte, mientras
que a 37 °C si existen diferencias evidentes entre los valores de P, de las especies
trivalentes, estas desaparecen a 4 °C [As(I11): (1.6 £ 0.3) x 10° cm/s; MMA(III): (1.4 +
0.7) x 10°® cm/s; DMA(I11): (1.5 + 0.2) x 10°® cm/s)]. Por lo que respecta al As(V), el

descenso en el transporte a 4 °C respecto a 37 °C no es significativo.
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Figura 9. Valores de permeabilidad aparente a los 120 min de exposicion a As(lll),
MMA(I) y DMA(II) y As(V) a 37 °C (barras blancas) y 4 °C (barras grises). Las barras
representan la media + desviacion estandar de al menos tres réplicas. Las diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) entre tratamientos se marcan con un asterisco.

Las energias de activacion (Ea), calculadas mediante la ecuacion de Arrhenius a
partir de los datos de Py, obtenidos a 4, 15 y 37 °C, son las siguientes: As(V) = 4
kJ/mol (1 kcal/mol); As(lll) = 25 kJ/mol (6 kcal/mol); MMAC(III) = 35 kJ/mol (8
kcal/mol); DMA(III) = 41 kJ/mol (10 kcal/mol).

La temperatura no afecta a la captacién celular del As(V), mientras que la retencién
de las especies trivalentes si se ve afectada por el descenso de temperatura, tal y como
se observa en la tabla 4. El contenido intracelular de As(lll) y MMA(III) a 4 °C
disminuye respecto al hallado a 37 °C entre 1.5 y 2 veces. EIl DMA(III) presenta una
reduccion en la retencién celular mucho més marcada con el descenso de la temperatura

(7 veces).
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Tabla 4. Contenidos de arsénico en el interior de Caco-2 tras 60 minutos de exposicion a As(V),
As(111), MMA(IT) y DMA(II), utilizando distintas temperaturas de ensayo. Valores expresados
en ng As/10° células y en porcentaje (media + desviacién estandar; n=3). Los cambios
significativos (p<0.05) en la retencion celular a ambas temperaturas se marcan con un asterisco.

4°C 37°C
As(V) ng As/10° células 8.7+x11 10.2+21
67 uM porcentaje (0.17 £ 0.02) (0.2 +£0.04)
As(l11) ng As/10° células 28.1+3.2 47.2+74"
67 uM porcentaje (0.56 £ 0.1) (0.98£0.2)
MMA(I11) ng As/10° células 542 +45 79.4+8.1"
1uM porcentaje (21.6 £ 1.6) (31.6 + 3.2)
DMA(I1I) ng As/10° células 15.9+3.8 (108.1 + 4.1)"
1uM porcentaje (64+12) (43.24 + 2)

3.4. Estudio de los transportadores implicados en la absorcidn intestinal de As(V) y
As(l)

Teniendo en cuenta que las formas inorganicas de arsénico [As(lI1) y As(V)] son las
mayoritarias en agua de bebida, y considerando que segun los resultados hasta ahora
expuestos podrian tener un componente transcelular en su absorcién, se procedi6 a
identificar posibles transportadores implicados en su captacion y transporte transcelular.
Los transportadores seleccionados para el estudio fueron elegidos en base a datos
bibliograficos que confirmaban o sugerian su participacion en el transporte de las
formas inorganicas en otros tipos celulares o tejidos. Se exponen a continuacién los
resultados obtenidos en los ensayos de expresion diferencial, inhibicion quimica y

silenciamiento génico.
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3.4.1. Efecto de la presencia de fosfato inorganico sobre la Py, y retencion celular del
As(V)

Existen numerosos trabajos que apuntan a un posible transporte activo del As(V)
mediado por transportadores de fosfato. En la presente tesis se estudia la participacion
de este tipo de transportadores valorando la influencia del fosfato en la absorcion del
As(V). Para ello se evalu6 la P, y la retencion celular del As(V) (67 pM) en un medio
salino sin fosfato y en medios con distintos contenidos de fosfato inorganico (1.1 y 10
mM). Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 5. Los valores de P, a los 240
minutos de exposicion muestran una disminucion del transporte a medida que aumenta
la concentracion de fosfato en el medio. A tiempo final de ensayo, los contenidos
celulares de As(V) en presencia de fosfato son significativamente inferiores a los
obtenidos en el medio sin fosfato.

Tabla 5. Valores del coeficiente de permeabilidad aparente (P, X 10 cm/s) y acumulacién
intracelular (ng As/10° células) en células expuestas a As(V) (67 uM) en medios con y sin fosfato
durante 240 minutos. Valores expresados como media + desviacion estandar (n=3). Los cambios
significativos (p<0.05) entre la P,y y retencion celular con y sin fosfato se marcan con un
asterisco.

Tratamiento zapp Retenci()g c?lular
(10~ cm/s) (ng As/10° células)
Sin fosfato 23%0.2 324
As(V) 1.1 mM fosfato 19+01" 17+2°
10 mM fosfato 0.96 +0.10" 14+01"

3.4.2. Efecto de inhibidores de transportadores sobre la P4y, y la retencion celular del
As(l11)

Con objeto de poner de manifiesto la participacion en el transporte intestinal de

As(l11) de transportadores identificados en otros tipos celulares, se evaluaron la Py, y la
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retencién celular de 10 uM As(l11) en presencia de inhibidores de estos transportadores,
todos ellos a 100 uM (rifamicina SV, phloridzin, phloridzin y sulfato de cobre). La Pqp,
se calcul6 a los 60 minutos de exposicion debido a que a tiempos superiores, el
tratamiento con Cu,SQO, afect6 a la integridad de la membrana (valores de RET > 20%
del valor inicial y Pap, LY > 0.5 x 10 cm/s). Los resultados obtenidos se presentan en
la tabla 6.

La rifamicina SV, inhibidor de OATPs, produce una reduccion de la P,y que es
dependiente del tiempo de preincubacion (40% de reduccion a los 15 minutos, 70% de
reduccion a 60 minutos). La retencidn celular también se ve significativamente reducida
(64% de reduccidn).

La phloridzin, un inhibidor de SGLT y la phloridzin, inhibidor de GLUT y AQP,
también reducen significativamente la captacion y el transporte del As(lll). La
phloridzin necesita tiempos de preincubacion de 60 minutos para producir descensos
significativos en el valor de P, mientras que la phloretin produce un descenso en la
Pap @ tiempos de preincubacion de 15 minutos. Ambos compuestos producen una
reduccion similar del P.,, del As(lIl) (40% de reduccion) y de la retencion celular

(reduccién del 57% y 53% para la phloridzin y phloretin respectivamente).

El tratamiento Cu,SO,, inhibidor de AQP, reduce tanto la P, (69% menor que el
valor obtenido en ausencia de inhibidor) como la retencion celular (55% de reduccion)
del As(111).
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Tabla 6. Valores del coeficiente de permeabilidad aparente (P,g,) y acumulacion intracelular (ng
As/10° células) en células con y sin inhibicién previa, expuestas a 10 uM de As(I11) durante 60
minutos. Valores expresados como media + desviacion estandar (n=3). Los cambios significativos
(p<0.05) entre la P4y, y retencion celular con y sin inhibidores se marcan con un asterisco.

Tratamiento Preincubacion zapp Retenciérg celular
(minutos) (10~ cm/s) (ng As/10°células)
Sin inhibidor — 45+0.3 477
Rifamicina 15 27403 n.a.
60 12403 17+4
As(11T1) Phloridzin 15 40+04 n.a.
60 2704 2+4
Phloretin 15 27+0.3 20£3"
CuSO, 15 1.4+03 2146

n.a. no analizado

3.4.3. Inhibicién de transportadores mediante silenciamiento transitorio y su efecto

sobre la captacion celular de arsénico inorganico

En base a los resultados obtenidos en los ensayos de inhibicién, se seleccionan
cuatro transportadores para confirmar mediante silenciamiento génico su participacion
en la entrada en células del epitelio intestinal de As(I11) (GLUT5, AQP10 y OATPB) y
As(V) (NaPillb). Se escogen transportadores localizados en la membrana apical y por

tanto en contacto con el lumen intestinal.

La figura 10 muestra el cambio de expresion de las muestras transfectadas respecto a
los respectivos controles no transfectados. Para los cuatro transportadores estudiados
existe un silenciamiento significativo, similar para AQP10, OATPB y NaPillb. Para el
GLUTS el silenciamiento es mayor. La figura 11 representa el porcentaje de retencion
celular de arsénico para los cultivos transfectados respecto a la retencion observada en
los controles. Para el As(lll), el silenciamiento de GLUT5, AQP10 y OATPB producen

reducciones significativas en la acumulacion celular (59 + 5%, 57 + 9% y 72 + 9%,
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respectivamente). Para el As(V), el silenciamiento de NaPillb también produce una

importante reduccién de la acumulacién celular (81 + 7%).

Contenido de arsénico en el interior celular (%)

T T
sSRNAGLUTE  sIRNAAOPI0  sRN&OATPE  siRNA NaPilb

Figura  10. Expresion relativa  de
transportadores en células Caco-2 transfectadas
con SsiRNA, en relacion a células no
transfectadas [ratio de expresion (log,)] (media
+ desviacion estandar, n=6). Las diferencias
estadisticamente  significativas respecto a
controles de células no transfectadas se marcan
con un asterisco (p<0.05).

140

Figura 11. Porcentaje de arsénico en el
interior  celular en células  Caco-2
transfectadas con siRNA respecto a células
control (media + desviacion estandar, n=6).
Las diferencias estadisticamente
significativas respecto a controles de células
no transfectadas se marcan con un asterisco
(p<0.05).

3.4.4. Expresion diferencial de transportadores tras la exposicion a As(V)

Tras el tratamiento de células Caco-2 con As(V) (100 puM) durante 24, 48 y 72
horas, se evaluaron los cambios en la expresion de ARNm los transportadores de fosfato
tipo Il (NaPilla y NaPillb) y tipo Il (PiT1 y PiT2), asi como de SGLT1, GLUTL,
GLUT2, GLUT5, OATPB, OATPE, AQP1, AQP3, AQP4 y AQP10. También se
evaluaron los transportadores de salida (P-gp, MRP2, MRP3 y BCRP). Todos los

transportadores analizados se expresan en el clon de Caco-2 empleado; sin embargo los

niveles de expresion de ARNm de AQP1, GLUT1 y OATPE son muy bajos, tanto en los
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controles como en las células tratadas, por lo que no se consideran en los estudios de

expresion diferencial.

La exposicion a 100 pM de As(V) no afecta significativamente a la expresion de
GLUT2, GLUTS5, AQP4, PiT1 y PiT2, ni a la de los transportadores de salida (P-gp,
MRP2, MRP3 y BCRP). A pesar de ello se observa una tendencia al descenso en su
expresion, con valores entre -1.7 y -0.4 [ratio de expresion (logy)]. La figura 12 muestra
los cambios en la expresion del ARNm de aquellos transportadores que si presentan
cambios significativos tras los tratamientos con As(V). Existe un incremento en la
expresion de ARNm de los transportadores NaPill, que se manifiesta a las 48 horas para
el NaPilla, y a las 24 y 48 horas para el NaPillb. En cuanto al resto de transportadores,
el SGLT1 experimenta un descenso en su expresion a las 24 horas, mientras que para el
OATPB, AQP3 y AQP10 este descenso se observa a las 72 horas de tratamiento.
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Figura 12. Expresion relativa de transportadores [ratio de expresion (log,)] de células Caco-2
tratadas con As(V) (100 puM) (media + desviacion estandar, n=8). Las barras representan
diferentes tiempos de tratamiento: 24 horas (barras blancas); 48 horas (barras gris claro); 72 horas
(barras gris oscuro). Las diferencias estadisticamente significativas respecto a controles no
tratados con arsénico mantenidos el mismo tiempo en cultivo se marcan con un asterisco (p<0.05)
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3.4.5. Expresion diferencial de ARNm de transportadores tras la exposicion a As(l11)

Se analizaron los cambios en la expresion de SGLT1, GLUT1, GLUT2, GLUTS,
OATPB, OATPE, AQP1, AQP3, AQP4, AQP10, P-gp, MRP2, MRP3 y BCRP tras la
exposicion a 10 uM de As(I11) durante 24, 48 y 72 horas. Al igual que para el As(V), los
transportadores AQP1, GLUT1 y OATPE no se consideran en la evaluacion de la

expresion diferencial.

La figura 13 muestra los cambios observados en la expresion del ARNm. Los
resultados ponen de manifiesto una sobreexpresion de GLUT2 y AQP3 a las 48 y 72
horas. OATPB, GLUT5, AQP4 y AQP10 presentan incrementos en su expresion a todos
los tiempos de ensayo. El transportador SGLT1 no presenta cambios significativos entre
las muestras tratadas y las muestras control. Por lo que respecta a los transportadores de
salida, se observa una regulacion a la baja, excepto para el MRP3, que presenta una

sobreexpresion a las 24 'y 72 horas, y el BRCP que se sobreexpresa a las 72 horas.
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Figura 13. Expresion relativa de transportadores [ratio de expresion (log)] de células Caco-2
tratadas con As(lll) (10 pM) (media * desviacion estandar, n=8). Las barras representan
diferentes tiempos de tratamiento: 24 horas (barras blancas); 48 horas (barras gris claro); 72 horas
(barras gris oscuro). Las diferencias estadisticamente significativas respecto a controles no
tratados con arsénico mantenidos el mismo tiempo en cultivo se marcan con un asterisco
(p<0.05).

3.5. Factores que afectan al transporte intestinal del arsénico inorgéanico

Los estudios de absorcion empleando patrones acuosos de especies arsenicales
suponen una aproximacion parcial a los complejos procesos que pueden experimentar
las especies arsenicales ingeridas con los alimentos y el agua de bebida en su paso a

través del tracto gastrointestinal. No obstante, aportan informacion valiosa ya que se
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eliminan variables que pueden dificultar la interpretacion de los datos. La presencia de
matrices alimentarias y el efecto de ciertos componentes presentes en el quimo, deben
sin embargo evaluarse para establecer posibles cambios en la absorcion del arsénico. En
la presente tesis doctoral, se ha estudiado el efecto sobre la permeabilidad intestinal del
As(Il1) y As(V), ambos a una concentracion de 67 uM, del GSH y de las sales biliares,
componentes habituales en el quimo, asi como del extracto de té verde, un producto con
propiedades antioxidantes, quelante de metales y con efectos sobre la estructura del

citoesqueleto y de las uniones estrechas.

3.5.1. Efecto del glutation reducido (GSH)

Los valores de la P, de As(V) y As(l11) en presencia de 5 mM de GSH, obtenidos
tras 120 min de exposicion tanto en direccion apical-basal como basal-apical, se
presentan en la tabla 7. La P,y en direccion apical-basal de As(V) y As(l11) experimenta
cambios significativos respecto a los hallados previamente en ausencia del tripéptido;
aumentan para As(V) y disminuye para As(lll). En direccién basal-apical, el GSH
también incrementa significativamente la P, del As(V), pero no afecta al transporte de
As(I11).

Por lo que respecta a los contenidos intracelulares, en direccién apical-basal la
presencia de GSH incrementa significativamente el contenido celular de As(V) pero
reduce el contenido de As(lll). En sentido basal-apical, los contenidos celulares en
presencia de GSH aumentan de forma significativa para ambas especies [13 veces para
el As(V)y 1.3 veces para el As(l11)].
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Tabla 7. Valores del coeficiente de permeabilidad aparente (Pa) Y acumulacion intracelular (ng
As/10° células) en células expuestas a As(V) y As(lIl) (67 LM) con y sin coexposicién a GSH (5
mM) durante 120 minutos. Valores expresados como media + desviacion estandar (n=3). Los
cambios significativos (p<0.05) de la P4y, Yy retencion celular en presencia de GSH, respecto al
tratamiento Unicamente con arsénico, se marcan con un asterisco.

Papp Retencion celular
(10 cm/s) (ng/mg proteina)
Apical-basolateral As(V) 1001 12+2
As(V)+GSH 23+02" 22+3"
As(lI1) 46+0.6 49+5
As(I11)+GSH 21403 20+ 4
Basolateral-apical As(V) 05+£01 4+03
As(V) + GSH 2.8+04" 53+ 2"
As(l11) 47+05 55+ 7
As(l11) + GSH 33+07 70+5

3.5.2. Efecto de las sales biliares

Los estudios de permeabilidad en direccion apical-basolateral en presencia de sales
biliares (25 mg/mL) tras 120 minutos de exposicion a As(lll) y As(V) ponen de
manifiesto un incremento en la P,,, de ambas especies. El aumento es de 4 veces para el
As(V) y de 2 veces para el As(l11), respecto a los valores de P, hallados en ausencia de
sales biliares (figura 14). Los valores de retencidn celular también se incrementan
significativamente respecto a lo observado en ausencia de sales biliares [As(V): 27 + 6
ng As/mg proteina frente a 4 £ 0.3 ng/mg proteina; As(l11): 83 £ 12 ng As/mg proteina
frente a 55 + 7 ng As/mg proteina].
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Figura 14. Valores del coeficiente de permeabilidad aparente (Papp) (X 10 cm/s) (120 min) en
medio HBSS sin sales biliares (barra blanca) y con sales biliares (barra gris). Valores expresados
como media + desviacion estandar (n=3). Los cambios significativos (p<0.05) se marcan con un
asterisco.

3.5.3. Extracto de té verde (ETV)

En los ensayos de permeabilidad realizados en presencia de 10 pug/mL de ETV
(direccion apical-basal) la exposicion se ha prolongado hasta los 240 minutos. En la
figura 15 se muestran los valores de P4y, de As(V) y As(lII) tras la adicion de ETV a la
monocapa celular, y los porcentajes de variacion de la RET respecto a la monocapa no

tratada.

Inicialmente (60 minutos) existe un incremento muy marcado en los valores de
RET junto con una disminucion del P, de LY (0.004 x 10 cm/s) respecto al control
(0.1 x 10 cm/s). Este comportamiento revierte a partir de los 120 minutos, momento en
que la RET de la monocapa expuesta a ETV disminuye respecto al control, siendo la
disminucion del 50% a los 240 minutos. Estos cambios en la monocapa celular se
reflejan en los valores de Py, de As(lll) y As(V). Asi, en las monocapas celulares

coexpuestas a estas especies arsenicales y a ETV, se produce una reduccion inicial del
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transporte del As(V) [60 min; Pay, As(V) = 1 x 10 cmis; Py As(V) + ETV = 0.4 x 10°
cm/s] y del As(I11) [60 min; Py, As(111) = 4 x 10° cmis; Py, As(l11) + ETV = 1.8 x 10°°
cm/s]. Este efecto revierte a tiempos mas largos de exposicion, coincidiendo con la
apertura de las uniones intercelulares, observandose incrementos de la P.y,, del As(lI1) y
As(V) (5 y 18 veces respectivamente).

200 r 10

150 +

100 A

50 A

% RET respecto al control
Papp As(V) y As(lll) (1x10°® cm/s)

0 50 100 150 200 250 300

Tiempo (minutos)

Figura 15. Valores de porcentaje de resistencia eléctrica transepitelial (RET) respecto al control y
coeficientes de permeabilidad aparente (Papp) (X 10 cm/s) del As(I11) y As(V) en presencia de
ETV a distintos tiempos. La linea punteada (eje izquierdo), representa los valores de RET, la linea
partida (eje derecho) representa los valores de Py, de As(V) y la linea continua (eje derecho)
representa los valores de Pqp, de As(l11). Los datos se expresan como media + desviacion estandar
de al menos tres réplicas.
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Discusion

El modelo celular Caco-2 ha sido ampliamente empleado para la evaluacion de la
absorcion intestinal de farmacos y nutrientes. Su aplicacion para determinar la
absorcion de toxicos alimentarios estd menos descrita. Los datos de permeabilidad
aparente obtenidos in vitro empleando el modelo celular formado por Caco-2 se pueden
correlacionar con la magnitud de la absorcion intestinal en humanos, tal y como ponen
de manifiesto diversos estudios sobre farmacos (Yee, 1997; Pade y Stavchansky, 1998;
Artursson et al., 2001; Zhao et al., 2010).

Para los estudios de transporte se describe en la bibliografia el uso de medios muy
distintos. Estudios previos sobre transporte y permeabilidad de arsénico en Caco-2
refieren DMEMc 0 MEM (medio esencial minimo con sales de Eagle) como medio de
ensayo (Laparra et al., 2005, 2006). Sin embargo, el medio HBSS es el mas empleado
en los ensayos de permeabilidad de farmacos en células Caco-2 (Hidalgo y Borchardt,
1990; Knipp et al., 1997; Saitoh et al., 2004; Hubatsch et al., 2007; Catalioto et al.,
2008), debido a la ausencia de compuestos que pueden interferir en los procesos de
absorcion, tales como aminoéacidos, vitaminas o elevados niveles de glucosa. No existen
datos previos que empleen HBSS en el calculo de la permeabilidad y transporte de

arsénico a nivel intestinal in vitro.

En la presente tesis, el empleo de distintos medios de cultivo aporta informacién
sobre el efecto de la composicion del medio en el transporte de las especies arsenicales
pentavalentes, tal y como se ha descrito para otros compuestos (Mathieu et al., 1999).
Los resultados obtenidos muestran diferencias significativas en el transporte de arsénico
en DMEMc y HBSS. La composicion de cada uno de ellos puede ser la causa; el
DMEMCc contiene suero fetal bovino y elevados niveles de glucosa (4.5 g/L), vitaminas
y aminoécidos, mientras que el HBSS es un medio salino mucho mas pobre en su
composicién y con niveles de glucosa inferiores (1 g/L). EI menor transporte de As(V) y
MMA(V) gue existe en medio DMEMc podria ser consecuencia de la interaccion de

estas especies con ciertos componentes del medio, disminuyendo asi la cantidad de
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especie arsenical libre. En este sentido, existen trabajos previos que evidencian la
interaccion del arsénico con la glucosa (Mandal et al., 2011) y con la albdmina presente
en el suero fetal bovino (Jiang et al., 2003). El transporte de As(lIl) también esta
afectado por el cambio de medio, ya que la P4y, Obtenida en medio DMEMc por Laparra
et al. (2006) es inferior a la determinada en la presente tesis en medio HBSS (1 x 10°®
cm/s vs 4.4 x 10 cm/s). Estos resultados indican que las condiciones de estudio, entre
las que se incluye el medio de transporte, deben ser consideradas al comparar los
resultados obtenidos en distintos trabajos, poniendo de manifiesto la importancia de
estandarizar los protocolos para obtener datos comparables. Tras los resultados
obtenidos, el medio HBSS ha sido el seleccionado para el resto de experiencias de

permeabilidad, transporte y captacion celular realizados.

Los resultados de transporte y permeabilidad obtenidos en direccion apical-basal
muestran que el transporte intestinal del arsénico es dependiente de su forma quimica.
En general, el transporte de las formas trivalentes es mayor que el de las formas
pentavalentes. Para las especies trivalentes, la velocidad de entrada es directamente
proporcional al grado de metilacion [DMA(II>MMA(II1)>As(111)], al contrario de lo
observado en las especies pentavalentes [As(V)>MMA(V)>DMA(V)].

La permeabilidad en sentido secretorio (basal-apical) es, para todas las formas
arsenicales estudiadas, igual o inferior a la observada en sentido absortivo, por lo que el
ratio de eliminacion, cociente entre permeabilidades en ambas direcciones (P, B-
A/Pgp A-B), no supera la unidad. Segun, Hubatsch et al. (2007), los valores de este ratio
aportan informacion sobre la posible existencia de mecanismos de eliminacion activos.
Valores superiores a 1.5 sugieren la participacion de glicoproteina P u otros sistemas de
eliminacion, hecho que no se pone de manifiesto para ninguna de las especies

arsenicales evaluadas.

En lo referente a la retencion celular, es destacable la importante acumulacion de las
formas metiladas trivalentes, que al igual que ocurre en el transporte, aumenta al
aumentar el grado de metilacion [DMA(IID>MMA(I11)>As(111)]. Este dato es de suma

importancia cuando se considera la elevada toxicidad que se ha descrito para estas
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formas arsenicales en otros sistemas celulares (Styblo et al., 2000, 2001; Mass et al.,
2001; Nesnow et al., 2002, Kliegerman et al., 2003) y que, tal y como se comentara
posteriormente en esta tesis, también producen importantes efectos téxicos sobre las
células epiteliales del intestino (capitulo 5y 6). Por tanto, su acumulacion en el epitelio

intestinal podria afectar al normal funcionamiento de la mucosa intestinal.

La evaluacion de los coeficientes de permeabilidad aparente obtenidos en la presente
tesis se ha realizado en base al criterio descrito por Yee (1997), segin el cual
permeabilidades <10 cm/s corresponden a sustancias de baja absorcion (<30%),
permeabilidades entre 10°-10° cm/s a sustancias con moderada absorcion (30-70%), y
permeabilidades >10 cm/s a sustancias con una elevada absorcién (>70%). Aplicando
este criterio a los valores de P,p, obtenidos en el monocultivo Caco-2 en condiciones de
transporte apical-basal estandar (37 °C y pH 7.2), el DMA(III) se clasificaria como de
alta absorcion, As(V), As(l1l) y MMAC(III) presentarian una absorcion moderada,

mientras que MMA(V) y DMA(V) se considerarian compuestos con una baja absorcion.

Los estudios de absorcion intestinal de patrones de especies arsenicales realizados in
vivo difieren en cuanto a la magnitud de la absorcion in vitro con el modelo celular
Caco-2. Asi, se ha descrito una absorcion elevada de As(V) y As(Ill) en modelos
animales como pollo (Fullmer y Wasserman, 1985), rata (Gonzalez et al., 1995) y cerdo
(Juhasz et al., 2006), llegdndose en muchos casos a una absorcion completa. Para las
especies organicas pentavalentes se ha descrito menor absorcién in vivo [33-50%
DMA(V) vy 17% MMA(V) (Hwang y Schanker, 1973; Juhasz et al., 2006)]. Las
diferencias in vivo-in vitro son especialmente importantes para las formas inorgénicas y
pueden deberse a distintos motivos. Uno de ellos podria ser la modificacion de la
especie quimica ingerida durante el transito gastrointestinal, cambio que no es
contemplado en el sistema in vitro. Algunas de estas transformaciones ya se han puesto
de manifiesto en el capitulo 1 y 2 de esta tesis, consecuencia de sustancias reductoras
presentes en el quimo y del metabolismo intestinal. Otros autores han observado que la
flora microbiana intestinal también produce cambios entre especies, con reduccién del
As(V) a As(I11) y metilacion del As(111) a MMA(I11) (Avila et al., 2012; Van de Wiele
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et al., 2010, Hall et al., 1997). Todas estas transformaciones podrian generar especies

arsenicales de mayor absorcién que la especie ingerida con el agua y los alimentos.

Otra posible causa de las diferencias in vivo-in vitro es la propia morfologia del
modelo celular Caco-2. Estas células forman densos complejos intercelulares, mas
semejantes a los presentes en el colon (RET 200 Q cm?) que a los observados en el
epitelio del intestino delgado humano (RET 60 Q cm?) (Hilgendorf et al., 2000). Por
ello, algunas moléculas hidrofilicas que se transportan por via paracelular presentan una
permeabilidad en Caco-2 hasta 100 veces menor que en el intestino humano (Wikman-
Larhed y Artursson, 1995). En el caso del arsénico, la existencia de un transporte
paracelular podria causar una subestimacién de su absorcién cuando se utiliza el modelo
Caco-2. Se ha evidenciado que las formas arsenicales estudiadas con excepcion del
DMA(IN) presentan un transporte paracelular, siendo mas importante para las formas
pentavalentes [DMA(V) > MMA(V) > As(V)] que para las trivalentes [As(lll) >
MMAC(II]. Por otra parte, tras la apertura de las uniones intercelulares se observa un
aumento de la P,y para el LY, compuesto que se transporta mayoritariamente por via
paracelular, muy superior al observado para las especies arsenicales. Este hecho apunta
a la coexistencia de ambas vias de transporte (transcelular y paracelular), tal y como se
ha descrito para otros compuestos hidrofilicos como la ranitidina o cimetidina (Bourdet
et al., 2004; Nagahara et al., 2004) o para el fosfato (Eto et al., 2006).

Otra posible causa de las diferencias in vivo-in vitro observadas en las especies
arsenicales es el pH, el cual influye en la absorcidon de compuestos de caracter ionico.
Este pardmetro presenta un intervalo amplio de valores a lo largo del tracto
gastrointestinal, desde el pH &cido del estdmago hasta valores de pH 8 en el colon
(Neuhoff et al., 2005). ElI pH puede afectar de forma significativa a los procesos de
permeabilidad pasiva, habiéndose descrito este fendmeno como la hipétesis de particion
de pH por Shore et al. (1957). La absorcion de farmacos o toxicos en el tracto
gastrointestinal por difusién pasiva depende de la fraccion de compuesto que se
encuentra en forma no disociada al pH de interés (Kristl, 2009). Por otra parte, existen

transportadores que dependen de la concentracion de protones, tal como el polipéptido
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transportador de aniones organicos (OATP), que podria participar en la absorcién

intestinal del arsénico (Lu et al., 2006).

Las modificaciones de pH realizados en este estudio sélo han afectado
significativamente el transporte de As(V) y DMA(V), el cual se ha incrementado
significativamente tras reducir el pH apical de 7.2 a 5.5. Ambas especies experimentan
cambios en el estado de ionizacién en este intervalo de pH. A pH 5.5, el As(V) pasa de
forma dianidnica a monoaniodnica (pK, 2.3, 6.7, 11.6), mientras que el DMA(V) pasa de
forma monoanionica a neutra (pK, 6.3). La reduccion en el nimero de cargas negativas
hacen mas permeable al As(V) en estas condiciones de pH, tal y como se ha descrito
para el fosfato, molécula con la cual tiene una gran similitud (Virkki et al., 2007). Asi
mismo, las formas neutras de &cidos y bases débiles, como es el caso del DMA(V),
presentan mayor permeabilidad que las formas anidnicas, fendmeno demostrado para un
gran namero de compuestos (Knipp et al., 1997). La permeabilidad aparente a pH acido
para As (V) (4 x 10° cm/s) y DMA(V) (2 x 10 cm/s) aumenta significativamente
respecto a la obtenida a pH 7.2, y en el caso de la forma dimetilada es mas comparable a
los datos de absorcion intestinal observados in vivo. El hecho de que el MMA(V) y las
especies trivalentes no modifiquen su transporte con el cambio de pH pude deberse a
que en el intervalo de pH evaluado no existe modificacion en las cargas, como es el
caso del MMA(V) (pK, 3.6, 8.2) o porque no estén implicados en su absorcién
transportadores dependientes de gradiente de protones. Para el MMA(II) y DMA(1II)
no existen datos de pK, por lo que no se conoce si existe variacion de carga en estas
especies. Consideramos pues, el transporte de estas especies arsenicales a través del

epitelio intestinal independiente del gradiente de protones.

El incremento en la absorcion del As(V) y DMA(V) con valores acidos de pH en el
lado apical podria posibilitar la absorcién de estas especies no s6lo en las regiones
proximales del intestino, sino también en el estdbmago. A pesar de que el componente
gastrico no se considera mayoritario en la absorcion de farmacos o nutrientes, se ha
demostrado su importancia en compuestos tales como el fltor (Liteplo et al., 2002) o el
acido oxalico (Hatch y Freel, 2005). A pH < 2 tanto el As(V) como el DMA(V) se

encuentran en forma neutra, por lo que su absorcion en el estdmago no es descartable.
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Las bajas temperaturas aplicadas sobre sistemas celulares se consideran inhibidores
generales del metabolismo y del transporte activo (Hubatsch et al., 2007). El estudio del
transporte de las especies arsenicales a bajas temperaturas muestra diferencias respecto
al transporte a 37 °C para algunas especies arsenicales. La reduccion en los valores de
Papp €ON la disminucion de la temperatura para las formas trivalentes [7 veces menor
para el DMA(III); 5 veces menor para MMA(11); 3 veces menor para As(l11)], podrian
indicar un transporte transcelular dependiente de temperatura para estas formas
arsenicales. Por el contrario, para el As(V) las permeabilidades a 37 y 4 °C no difieren
significativamente, por lo que se considera que la participacion de un componente
transcelular activo en su absorcidn intestinal es insignificante. Por otra parte, Hidalgo y
Borchardt (1990) indican que valores de energias de activacion (Ea) entre 5-7 y 25
kcal/mol se asocian con transportes activos, mientras que Ea mas bajas se relacionan
con difusion pasiva o transporte facilitado a través de canales no dependientes de
energia. Los valores de Ea obtenidos para el As(V) (1 kcal/mol) indican la existencia de
procesos de difusion pasiva o transporte facilitado, mientras que para MMA(III) y
DMA(II) (8 y 10 kcal/mol, respectivamente) indican que el transporte transcelular tiene
un componente activo. Los valores obtenidos para el As(l11) (6 kcal/mol) no permiten
confirmar la participacién de un transporte activo en su absorcién. No obstante, cabe
sefialar que los procesos de difusién pasiva también pueden verse afectados por la

temperatura (Sugano et al., 2010).

La figura 16 presenta de forma esquematica las distintas vias de absorcion de las
formas arsenicales hasta ahora comentadas (transcelular, paracelular). Las flechas de
color rojo indican la entrada al interior celular y el grosor de las mismas representa una
mayor o menor captacion celular. Las flechas azules punteadas indican la via

paracelular y el grosor de las mismas indica una mayor o menor absorcion.
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LUMEN INTESTINAL
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Figura 16. Representacion de las vias de absorcion intestinal de las distintas formas arsenicales.

En la presente tesis se ha querido profundizar en los procesos relacionados con la
absorcion intestinal de las formas arsenicales, centrandonos exclusivamente en las
formas inorganicas de arsénico. Como se ha comentado con anterioridad, los resultados
obtenidos indican un importante componente paracelular en la absorcidn intestinal de
las formas inorganicas, sin embargo, parecen coexistir mecanismos transcelulares,
especialmente para el As(lll). Existen estudios sobre captacion celular de arsénico
inorganico que identifican varios transportadores implicados en este proceso. Asi, Liu
(2010) y Liu et al. (2006) demostraron que AQP7, AQP9 y GLUT1 aumentaban la

permeabilidad del As,0Os;, empleando como modelo oocitos de Xenopus laevis. Shinkai
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et al. (2009) y Torres-Avila et al. (2010) describen la participacion de la AQP9 en la
entrada de arsénico inorganico a células de higado de raton. Lu et al. (2006) observaron
que células embrionarias de rifion HEK-293 transfectadas con el transportador OATP-C
tenian un mayor contenido intracelular de As(l11) y As(V). Un estudio reciente de Villa-
Bellosta y Sorribas (2010), en el que se utilizan oocitos de Xenopus laevis, pone de
manifiesto que un transportador tipo 1l de fosfato inorganico (NaPillb) presenta una alta
afinidad por el As(V). Beene et al. (2011) demuestran que el transportador de fosfato
tipo Il en Danio rerio, NaPillbl, transporta As(V) in vitro cuando se expresa en
Xenopus laevis y que ademas existe una correlaciéon positiva entre los tejidos que

expresan NaPillbl y la acumulacion de arsénico en los mismos.

Estos estudios se han llevado a cabo en distintos modelos celulares o tejidos, sin
embargo, no existen datos sobre los transportadores implicados en la captacion de
arsénico a nivel intestinal. Para confirmar la participacion de ciertos transportadores en
la entrada de arsénico inorganico en las células y en su absorcién intestinal via
transcelular, se ha evaluado el efecto de distintos inhibidores sobre su permeabilidad y
captacion celular, asi como el efecto del silenciamiento de transportadores especificos
sobre la captacion del As(I11) y As(V). Asimismo, se ha determinado el efecto de estas
formas arsenicales sobre la expresion de una seleccidn de transportadores presentes en

el intestino delgado.

En otros tipos celulares, tal y como se ha comentado anteriormente, el transportador
de fosfato sodio dependiente parece participar en la captacién celular de As(V) (Huang
et al., 1996; Villa-Bellosta y Sorribas, 2008, 2010). En esta tesis se evidencia una
reduccion en el transporte y permeabilidad del As(V) cuando las concentraciones de
fosfato en el medio son elevadas (10 mM). Esta reduccion podria deberse a un proceso
competitivo, tal y como ha sugerido Villa-Bellosta y Sorribas (2008). Los estudios de
interferencia génica realizados muestran una reduccion superior al 80% en la retencién
celular de As(V) tras el silenciamiento génico parcial del NaPillb. Por otro lado, los
resultados de expresidn evidencian una sobreexpresion de los transportadores de fosfato
sodio-dependientes tras la exposicion 24 horas a As(V), siendo especialmente

destacable la induccion de ARNm del NaPillb (incremento de 10 veces). Estos
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resultados confirman que a nivel intestinal, el transportador de fosfato NaPillb participa
en la captacion celular y absorcion de As(V) y que esta forma arsenical actda facilitando
su propia permeabilidad intestinal, como se deduce de los incrementos en la expresion
de ARNm de NaPillb tras exposiciones al toxico. Adicionalmente, estos cambios de

expresion pueden afectar a la absorcion del fosfato.

Existen estudios que indican diferentes procesos de regulacion de la actividad del
co-transportador Na-Pi a nivel intestinal. Estudios realizados en roedores muestran
incrementos en la actividad de este transportador cuando los animales se alimentan con
dietas bajas en fosfato (Hattenhauer et al., 1999; Takeda et al., 2000). Beene et al.
(2011) sugieren que los niveles de fosfato pueden influir en la toxicidad el As(V)
ingerido, apuntando que niveles bajos de fosfato en la dieta pueden favorecer la
captacion celular de As(V) a través de transportadores de fosfato sodio dependientes.
Asi, en situaciones de elevada demanda de fosfato, como etapas de crecimiento,
gestacion y lactancia, podria producirse una mayor absorcion de As(V), coincidiendo

con periodos de elevada susceptibilidad al toxico.

Hay que tener en cuenta, sin embargo, que la via de entrada mayoritaria del As(V) a
nivel intestinal, segin los datos obtenidos en la tesis, es la paracelular, por lo que el
paso transcelular de esta forma arsenical puede considerarse minimo. Asimismo, la
reduccion de la temperatura, tal y como se ha descrito anteriormente, no afecta a la
permeabilidad de este compuesto, a pesar que se ha demostrado la participacién del
transportador de fosfato dependiente de energia, avalando la escasa participacién de la
via transcelular en la absorcion. Es importante, sin embargo, considerar la implicacion
del transportador de fosfato en la entrada a los enterocitos, ya que como se ha
comentado en el capitulo 2, el As(V) que se capta por el epitelio intestinal se metaboliza
a formas trivalentes y/o tioladas, formas quimicas con niveles de toxicidad muy
superiores a los observados para las formas pentavalentes, tal y como se pone de

manifiesto posteriormente en el capitulo 5.

En el caso del As(l1l), la inhibicion quimica ha puesto de manifiesto una reduccion
de la permeabilidad y de la retencion celular al utilizar inhibidores de los
transportadores SLGT, GLUT, AQP y OATP. Los estudios de interferencia génica se
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han centrado en los transportadores que se localizan en el dominio apical de las células
intestinales, GLUT5, AQP10 y OATPB (Davidson et al., 1992; Mobasheri et al., 2004;
Sai et al., 2006). Los resultados del silenciamiento de estos genes muestran una
reduccion significativa de la captacion de As(l11) por la monocapa Caco-2. Estos datos
conjugados con los obtenidos en los ensayos de inhibicion quimica sugieren que estos
transportadores estan implicados en el transporte transcelular de As(lI1). Teniendo en
cuenta que estos transportadores funcionan como transportadores bidireccionales (Bell
et al., 1993; Verkman y Mitra, 2000; Mahagita et al., 2007), podrian favorecer tanto la
entrada de As(lll) al organismo desde el lumen intestinal como los procesos de
eliminacion celular del toxico desde el interior celular hacia el lumen. Adicionalmente,
se ha constatado que la exposicion de las células Caco-2 a As(lll) causa una
sobreexpresion de GLUT5, AQP10 y OATPB, por lo que al igual que ocurre para el
As(V), el As(lll) facilitaria su propia entrada en el enterocito, afectando ademas la

absorcion de otros compuestos que empleen estos transportadores.

Cabe destacar los datos obtenidos en los estudios de expresion diferencial
realizados en la presente tesis, que aportan informacion novedosa sobre el efecto del
arsénico inorganico en la expresion de isoformas de transportadores presentes en el
intestino. Asi, tras la exposicion de las células Caco-2 a As(V) se observa una
tendencia al descenso en la expresion de la mayoria de genes evaluados, siendo
significativa para SGLT1, OATPB, AQP3 y AQP10. Este efecto puede ser resultado de
complejas respuestas celulares al téxico. Debido a la gran cantidad de vias de
sefializacion celular que pueden verse afectadas por el arsénico inorganico (Flora,
2011), serian necesarios mas estudios para esclarecer los mecanismos por los que se
producen estos procesos de regulacion de la transcripcién, que finalmente conllevan
cambios en la expresion génica de transportadores y posiblemente en los procesos de

absorcién de determinados compuestos.

Del mismo modo que para el As(V), el As(ll1) induce cambios en la expresién de
las isoformas evaluadas, sin embargo, la tendencia observada es de incrementos en la
expresion, al contrario que en la forma pentavalente. Asi, la exposicion a As(l11) induce
significativamente la expresion de GLUT2, AQP3 y AQP4, transportadores que se
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localizan en el lado basolateral del enterocito (Cheeseman, 1993; Koyama et al., 1999)
y que en el caso de participar en el transporte de As(lll), favorecerian el paso de
arsenito del interior del epitelio intestinal a sangre o viceversa, ya que también son
transportadores bidireccionales. Sin embargo son necesarias mas pruebas para

confirmar este hecho.

En el caso de los transportadores que pueden participar en la eliminacidn de toxicos
del interior celular, el As(l11) también afecta significativamente a su expresion. Existen
trabajos previos que apuntan a la familia de proteinas transportadoras de membrana
ABC (ATP-binding cassette) como responsables de la salida de As(l11) de las células.
En la presente tesis se ha evidenciado un descenso en la expresion de P-gp y MRP2 a
distintos tiempos de exposicion a As(lll), contrariamente a lo reportado para otros
cultivos celulares. Asi por ejemplo, Liu et al. (2001) ponen de manifiesto un
incremento en la expresion de los genes codificadores de MRP1, MRP2 y P-gp en
cultivos celulares de hepatocitos de rata expuestos cronicamente a As(lll). También
Drobna et al. (2010b) sugieren un importante papel del MRP2 en la salida de arsénico
inorganico en cultivos primarios de hepatocitos humanos, observando una correlacion
positiva entre los niveles de expresion proteica de este transportador y la salida del

metaloide de la célula.

Por otra parte, el tratamiento de la linea celular Caco-2 con As(lll) conlleva un
incremento en la expresion de MRP3 a las 24 y 72 horas, y de BRCP a las 72 horas. El
transportador MRP3 se ha descrito en otros trabajos como posible transportador de
complejos de GSH con formas arsenicales trivalentes desde el higado a la circulacion
(Drobna et al., 2010b). En cuanto al BRCP, no se ha descrito su posible participacion en
procesos de eliminacion celular de arsénico inorgénico, si bien se han observado

cambios en su expresion en células madre expuestas a As(l11) (Tokar et al., 2010).

La localizacion en el intestino de los transportadores de eliminacion celular
ensayados esta polarizada. La expresion de P-gp, MRP2 y BCRP es mayor en el ribete
en cepillo, donde se produce la absorcidn de distintos compuestos (Ito et al., 2005).
MRP3, sin embargo se encuentra localizado en la membrana basolateral (Yokooji et al.,

2007). El incremento en la expresion de MRP3 a las 24 horas inducida por As(lIl)
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facilitaria su entrada a la circulacién sistémica, mientras que el descenso en la expresion
de los transportadores de salida localizados en la membrana apical (24 horas)
dificultaria su eliminacion hacia el lumen intestinal, favoreciendo por tanto el proceso
absortivo. Teniendo en cuenta la importancia de los procesos de eliminacion en la
citotoxicidad de As(lI11) y la falta de datos bibliograficos, serian necesarios mas estudios
para confirmar la participacion de estos transportadores, especialmente BCRP y la
isoforma MRP3, en los procesos de captacion o eliminacion de As(lIl) en células
intestinales.

Los estudios descritos hasta el momento empleando patrones arsenicales han
permitido evaluar los distintos mecanismos implicados en la absorcion intestinal, sin
embargo, con este tipo de aproximacion se obvian las interacciones en este proceso con
los componentes exdgenos o enddgenos presentes en el quimo, como GSH o sales
biliares. Estos compuestos pueden producir variaciones importantes tanto en la cantidad
y forma del arsénico absorbido como en los procesos implicados en su absorcion.
Adicionalmente, los alimentos son matrices complejas que aportan compuestos que
pueden interaccionar en los procesos de absorcion del arsénico. A este respecto, Laparra
et al. 2005a, 2005h, han observado una mayor captacion (retencion celular + transporte)
del arsénico presente en el extracto obtenido tras la digestion gastrointestinal de
muestras de arroz (4-20%), respecto a disoluciones estandar de la misma especie
arsenical (<1.6%). En el presente trabajo, la evaluacién de las permeabilidades de As(V)
y As(I11) en presencia de sales biliares, GSH y extracto de te verde (ETV) también pone
de manifiesto la importancia de los compuestos luminales en la absorcion intestinal de

este metaloide.

El GSH es un compuesto que se encuentra en la mayoria de los tejidos animales y
vegetales, y por tanto es ingerido con la dieta (Valencia et al., 2001). El intestino
delgado y el coldn presentan concentraciones de GSH entre 1-10 mM (Martensson et
al., 1990), mantenidas por el GSH dietario y el procedente del higado via bilis o sangre.
Suzuki et al. (2001) han demostrado que gran parte del As(l11) captado por el higado
tras la administracion intravenosa de arsenito se conjuga con GSH, formando
As(I11)(GS)s, forma necesaria para su eliminacidn por bilis. Otros autores, sin embargo,
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no reportan cambios en el transporte de arsenito en presencia de GSH. Asi, Burton et al.
(1995) muestra que el GSH extracelular no afecta la captacién y acumulacién de As(l11)

en células de la corteza renal de conejos.

En este trabajo se ha puesto de manifiesto que la presencia de GSH extracelular
reduce el transporte de As(lll) y aumenta el transporte de As(V), igualandose los
valores de Py, obtenidos para ambas especies. Esto puede deberse a que en presencia de
GSH el As(V) se reduzca y conjugue con el tripéptido (Delnomdedieu et al., 1994), de
forma que ambas especies inorgénicas se encuentren en la misma forma. En los estudios
en direccion apical-basolateral se observa una reduccion del contenido intracelular de
As(111) en presencia de GSH, bien porque se favorece su salida del interior celular hacia
el lumen intestinal o porque se reduce su entrada al interior celular. Sin embargo, para el
As(V), el GSH causa un incremento en la retencion celular. Es destacable el incremento
en el transporte (6 veces) y retencion celular (13 veces) del As(V) en presencia de GSH
en la direccion basal-apical, indicando que este compuesto es importante para el proceso
de salida al lumen intestinal de la forma inorganica pentavalente, aunque durante este
proceso el incremento de retencion celular puede aumentar la toxicidad sobre el epitelio
intestinal. Debe tenerse en cuenta también la posible participacion de co-transportadores
acoplados a GSH, tales como MRP u OATP, en el transporte de arsénico inorganico por

las células del epitelio intestinal.

Por lo que respecta a las sales biliares, provocan un incremento en la absorcion del
arsénico inorganico. En estudios previos se ha indicado que las sales biliares son
capaces de aumentar la permeabilidad intestinal de distintos farmacos debido a que
reducen la fluidez y/o interaccionan con dominios hidrofilicos de la membrana (Sharma
et al., 2005). Este puede ser el motivo por el cual el arsénico inorgénico ve
incrementado su transporte, tanto al interior celular como al compartimento basal. La
presencia de sales biliares y GSH en el tracto gastrointestinal podria favorecer la
absorcion del arsénico inorganico, especialmente del As(V). La inclusion de estos
factores en el modelo in vitro Caco-2, podria dar lugar a valores de absorcién méas
semejantes a los observados en modelos in vivo por otros autores (Gonzalez et al.,
19954, Juhasz et al., 2006).
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Adicionalmente a los compuestos que se encuentran habitualmente en el tracto
gastrointestinal, distintos alimentos pueden influir en la absorcion del arsénico. En el
presente trabajo se ha observado que el extracto de té verde provoca un incremento de
los valores de la resistencia eléctrica transepitelial (RET) a tiempos cortos, y
consecuentemente una reduccion en los valores de P, del As(V) y del As(l11), debido a
una disminucidn del transporte paracelular de esta especies. Sin embargo a tiempos
superiores a 120 min el efecto es opuesto (reduccion de RET, aumento P, de arsénico
inorganico). Lu et al. (2005) describen el efecto del ETV en la remodelacion de la
actina en distintos tipos celulares, debido al incremento en la polarizacién de la actina
filamentosa por aumentos en expresién de anexina I. Este efecto no esta descrito en la
linea celular Caco-2, si bien los resultados obtenidos indican que el té verde podria
actuar sobre el citoesqueleto originando los cambios observados en los valores de RET
y consecuentemente en la Py, del As(V) y del As(111). Por otro lado, se ha evidenciado
la capacidad del ETV de quelar otros metales como el Fe(lll) (Ryan y Hynes, 2007),

capacidad quelante que también podria afectar al As(l11).

El estudio realizado muestra que los mecanismos de absorcién de los compuestos
arsenicales, especialmente las formas inorganicas, son complejos e implican
posiblemente distintas vias de transporte, asi como distintos transportadores, tal y como

se refleja en la figura 17.
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Figura 17. Hipotesis sobre el transporte del arsénico inorganico a nivel intestinal.
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CAPITULO 4

Transporte y permeabilidad de formas arsenicales
pentavalentes y trivalentes empleando cocultivos
Caco-2/HT29-MTX como modelo celular






Capitulo 4. Resultados

En el presente capitulo se han llevado a cabo estudios de transporte y permeabilidad
de arsénico en el modelo Caco-2/HT29-MTX con el fin de evaluar la influencia del
modelo celular en la absorcion in vitro de distintas formas quimicas de este metaloide.
La incorporacion de células HT29-MTX al cultivo de células Caco-2 da lugar a uniones
estrechas mas laxas, ademas de producir una capa de mucus que recubre la monocapa

celular, factores que puden influir en la absorcion intestinal de las especies arsenicales.

Resultados

4.1. Caracterizacion del cocultivo Caco-2/HT29-MTX

El incremento en los valores de RET durante el proceso de diferenciacion celular
permite evaluar el desarrollo de uniones estrechas. La figura 1 muestra la evolucion de
los valores de RET durante el crecimiento de los distintos cultivos ensayados. En el
monocultivo de Caco-2, la RET aumenta progresivamente durante los 14 dias
postsiembra, alcanzando un valor maximo de 446 + 30 Ohms cm?. Por lo que respecta a
los cocultivos Caco-2/HT29-MTX, el valor de RET se mantiene estable hasta el quinto
dia postsiembra (140 + 20 Ohms cm?) y a partir de entonces s6lo aumenta
significativamente en el cocultivo 90/10. Los valores de TEER obtenidos en los
cocultivos tras 14 dias de siembra (164-363 Ohms cm?) son inferiores al hallado en

Caco-2, especialmente en las proporciones 50/50 y 30/70.
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Figura 1. Valores de RET obtenidos durante el periodo de cultivo de las distintas proporciones
Caco-2/HT29-MTX ensayadas: 100/0 (e); 90/10 (V¥); 50/50 (m) y 30/70 (). Resultados
expresados en Ohms cm? (media + desviacion estandar; n=10).

En las monocapas diferenciadas (14 dias postsiembra), el coeficiente de
permeabilidad aparente del LY aumenta significativamente con el incremento de la
proporcion de HT29-MTX en el cocultivo (figura 2). El radio de poro de la unidn
estrecha estimado oscila entre 5y 8 A, y se incrementa al aumentar la proporcion de
HT29-MTX en el cocultivo (figura 2). Los valores de radio de poro correlacionan

negativamente con los valores de RET (R” = 0.96).
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Figura 2. Caracterizacion de los cocultivos Caco-2/HT29-MTX transcurridos 14 dias
postsiembra. Valores de RET [Ohms cm? (Iinea negra; eje derecho)], permeabilidad aparente del
LY [10°® cm/s; 120 min; (barra blanca, eje izquierdo)] y radio de poro estimado [A (barra gris; eje
izquierdo)]. Resultados expresados como media + desviacion estandar (n=10).

4.2. Coeficiente de permeabilidad aparente de las especies arsenicales

Los distintos cultivos celulares se expusieron durante 120 minutos a especies
pentavalentes [67 UM de As(V), MMA(V) y DMA(V)] y trivalentes [67 uM de As(lI1);
1 uM de MMAC(I11) y DMA(IIN]. Todas las especies arsenicales se testaron en Caco-2 y
en las proporciones 90/10, 50/50 y 30/70 de los cocultivos Caco-2/HT29-MTX. Sin
embargo, los resultados de los estudios de permeabilidad de MMA(III) y DMAC(III) en
la proporcién 30/70 no se han tenido en cuenta debido a que los cambios en los valores
de RET y Py, del LY superaron los limites establecidos para considerar integra la

membrana (metodologia, aparatados 6 y 9).

La figura 3a muestra los valores de P,p, obtenidos para las especies pentavalentes,
evidenciandose un aumento de la P, al incrementarse la proporcion de células HT29-
MTX en el cocultivo. El incremento es significativo a partir de la proporcién Caco-
2/HT29-MTX 50/50 para As(V) y MMA(V) y de la proporcién 90/10 para DMA(V). El
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mayor aumento del valor de P.,, se produce para el MMA(V) (30/70 vs. 100/0:
incremento de 36 veces). El As(V) y DMA(V) presentan incrementos similares de la
Papp [30/70 vs. 100/0: As(V) 16 veces; DMA(V) 14 veces].

El comportamiento para las especies trivalentes (figura 3b) es distinto al de las
especies pentavalentes. ElI As(l11), no muestra diferencias significativas entre los valores
de Py, Obtenidos en las distintas proporciones Caco-2/HT29-MTX (media = 3 + 0.2 x
10°® cm/s). Las especies metiladas trivalentes disminuyen su Papp @l incrementarse la
proporcion de células HT29-MTX en el cocultivo. El Py, para el MMA(IIT) disminuye
de 8.6 x 10°® cm/s en Caco-2 a 4.4 x 10°° cm/s en Caco-2/HT29-MTX 50/50, siendo la

reduccion del mismo orden para el DMA(III) (de 11.6 x 10° cm/s a 6.5 x 10°® cm/s).
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Figura 3. Coeficientes de permeabilidad aparente (Papp) para As(V), MMA(V), DMA(V) (figura 3a) y As(lll), MMA(IIT) y DMA(III) (figura 3b) en las
diferentes proporciones Caco-2/HT29-MTX ensayadas: 100/0 (barras blancas); 90/10 (barras gris claro); 50/50 (barras gris oscuro) y 30/70 (barras punteadas).

Valores expresados en 10-6 cm/s (media + desviacion estandar de al menos cuatro réplicas de cada especie arsenical). El asterisco indica diferencias
estadisticamente significativas respecto al cultivo Caco-2 (p<0.05)



Capitulo 4. Resultados

4.3. Retencion celular y transporte de especies arsenicales en el cocultivo Caco-
2/HT29-MTX

En el estudio de transporte y retencion celular se utilizaron las concentraciones y
tiempos descritos anteriormente para el estudio de la permeabilidad aparente. Los
resultados de transporte muestran un comportamiento similar al obtenido para
permeabilidad aparente, tal y como se muestra en las tablas 1 (especies pentavalentes) y
2 (especies trivalentes). En las especies pentavalentes, la incorporacion de HT29-MTX
al cultivo incrementa el transporte al lado basal, alcanzado los porcentajes de transporte
mas elevados en la proporcion 30/70 [As(V) 54%; MMA(V) 47%; DMA(V) 25%]. Para
las formas trivalentes, la introduccion de HT29-MTX en el cultivo afecta de forma
desigual a las especies; no modifica el transporte basal de As(lll) y disminuye el
transporte de MMA(I11) y DMAC(III), tal y como se habia observado en el estudio de

permeabilidad.

La retencion celular para las especies pentavalentes es baja (< 0.5%), similar en
todas ellas y no se modifica con el porcentaje de HT29-MTX en el cultivo. Un
comportamiento similar se observa para el As(Ill), aunque la retencion (= 1.4%) es
ligeramente superior a la de su analogo pentavalente. Para MMA(I11) y DMA(1II), la
retencion celular es muy superior a la de especies pentavalentes (27-46% vs < 0.5%) y

se incrementa al aumentar la proporcion de células HT29-MTX en el cultivo.
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Tabla 1. Retencion celular y transporte de As(V), MMA(V) y DMA(V) en distintas proporciones
del cultivo Caco-2/HT29-MTX (100/0; 90/10; 50/50 y 30/70). Se indica el contenido de arsénico
adicionado a las células y el contenido presente en el medio basal e interior celular a los 120 min
de exposicién. Se indica también la captacion (contenido celular + transporte basal). Valores
expresados en ng As/10® células (media + desviacion estandar de al menos cuatro réplicas de cada
especie arsenical) y en porcentaje (valor entre paréntesis).

As(V)
(0)
oo o T 100/0 90/10 50/50 30170
Adicion ng | 4250+124 | 4439+211 | 4067+39 | 3971+275
ng 126+ 29 164+ 15 530 + 50 2140 + 264
Basal
%) | (3.0+04) (4.0+05) (13+2) (54 + 5)
ng 1342 14+3 1442 15+3
Celular
%) | (©3+0.1) 03+01) | (03+01) | (0.4+0.1)
Captacitn ng 139+ 27 171+ 12 539 + 12 2191 + 217
(basal+celulas) | gy | (30404 (4+1) (13+2) (55 + 5)
MMA(V)
(%)
Caco 2 be MTX 100/0 90/10 50/50 30/70
Adici6n ng 4719+ 141 | 4994+205 | 4517+ 27 4821+ 84
ng 603+43 | 750+103 | 1330+ 195 2240+8
Basal
(%) (13+2) (15 + 3) (30 + 4) 47+ 1)
ng 1742 15+3 1342 247
Celular
%) 04+01) | (03+01) | (0.30+0.1) (05+0.1)
Captacion ng 624+51 | 771+105 | 1345+15 2281 + 26
(basal+células) | gy, (13+3) (15 + 3) (30+ 4) (50 + 1)
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Tabla 1. Continuacién.

DMA(V)
(%)
Cacoali o T 100/0 90/10 50/50 30/70
Adicion ng 5015471 | 4841+25 | 4530119 4212479
ng 312+65 | 856+120 | 127049 1041 + 107
Basal
%) 6+1) (18 + 4) (28+1) (25 +3)
ng 11+3 10+3 1242 19+ 4
Celular
®%) | (02+003) | (02+01) | (03+0.1) (0.5+0.1)
Captacitn ng 334+71 | 867+125 | 1284+51 1057 + 110
(basal+células) | (g5 6+1) (18 + 4) 28+ 1) (25 + 4)
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Tabla 2. Retencion celular y transporte de As(l11), MMA(III) y DMA(III) en distintas proporciones del cultivo Caco-2/HT29-MTX (100/0; 90/10; 50/50).
Se indica el contenido de arsénico adicionado a las células y el contenido presente en el medio basal e interior celular a los 120 min de exposicién. Se indica
también la captacion (contenido celular + transporte basal). Valores expresados en ng As/10° células (media + desviacion estandar de al menos cuatro
réplicas de cada especie arsenical) y en porcentaje (valor entre paréntesis).

As(I11) MMA(II1) DMA(III)
(%)
CacodtiboTx | 1000 90/10 50/50 1000 | 90/10 | 50550 | 10000 | 90/10 | 50/50
Adicion ng | 3250+ 105 | 3700+ 91 | 3550+ 201 | 190+ 11 | 126+ 14 | 141+20 | 153 +17 | 124+ 16 | 142+ 25
ng | 758+94 | 701+36 | 967+56 | 55+15 | 24+3 | 28+2 | 56410 | 38+5 | 30+6
Basal
@) | @35 | (19+3) | 26+5) | (28+7) | @2+1) | @7+2) | 47+4) | 35+4) | 26+1)
ng | 46+3 48+5 46+2 | 55+1 | 6546 | 47+2 | 32+7 | 40+6 | 50+5
Células
) | (14+02) | 15+02) | 4+01) | @8+1) | G7+1) | (46+4) | 7+5) | (37+3) | (43+4)
Coptacion | "9 | B04%95 | 749227 | 1013260 | 110+15 | 89%9 | 75:4 | 88+12 | 789 | 8010
(basal+celulas) | o0y | 044+5) | (21+4) | (28+6) | (56+8) | (59+6) | (64+3) | (74+4) | (73+4) | (70+5)
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La mayor retencién de las especies metiladas trivalentes puede ser debida al mucus
secretado por las células HT29-MTX, cuyo efecto en la retencién de arsénico
inorgénico ya ha sido evidenciado en el capitulo 2. Con objeto de evaluar la influencia
de esta capa glicoprotéica en la acumulacién intracelular de las especies metiladas
trivalentes, se han expuesto células HT29-MTX a MMA(II) y DMA(I) (1 pM)
durante 2 horas. La figura 4 muestra los porcentajes de arsénico en el mucus, interior
celular y medio. En ambas especies, el porcentaje de arsénico en el mucus [MMA(III):
33 + 8%; DMA(III): 65 + 2%] es superior al hallado en el interior celular [MMA(III): 7
+ 2%; DMA(I1I): 2.9 + 0.6%)].
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0 =
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Figura 4. Porcentaje de arsénico en mucus, células y medio tras la exposicion de células HT29-
MTX a 1 uM de MMA(111) (barra blanca) y DMA(III) (barra gris) durante 2 horas. El porcentaje
de arsénico se evalla respecto a la cantidad adicionada a las células al inicio del tratamiento. Los
valores expresados como media * desviacion estandar (n = 3-6).
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4.4. Retencion y transporte de arsénico desde alimentos empleando como modelo el
cocultivo Caco-2/HT29-MTX

Tras el estudio con patrones de especies arsenicales, se procedio a evaluar el efecto
de la incorporacion de HT29-MTX en el cultivo sobre el transporte y retencion celular
de la fraccion bioaccesible obtenida tras la digestion gastrointestinal in vitro de muestras
de alimentos: arroz y alga crudos; ajo cocinado en un patron acuoso de As(V) (1
mg/mL).

El andlisis de arsénico total y especies arsenicales en la fraccion bioaccesible,
evidencia que en las muestras de arroz y de ajo la totalidad del arsénico solubilizado se
encuentra como arsénico inorganico. En el alga, sin embargo, no se detecta arsénico
inorgénico ni MMA, y el DMA s6lo representa un 1% del arsénico total (16 ng), por lo
que el resto arsénico podrian atribuirse a especies que no generan hidruros en las
condiciones de anélisis utilizadas, muy probablemente arsenoazlcares (Francesconi y
Kuehnelt, 2004).

Los resultados obtenidos para el transporte y retencion de arsénico en el cocultivo
desde las fracciones bioaccesibles de distintos alimentos se presentan en la tabla 3. En
las dos muestras de arroz ensayadas la cantidad de arsénico adicionada al cultivo celular
es muy similar (=50 ng). Al utilizar el cocultivo Caco-2/HT29-MTX en la proporcion
50/50 se incrementa notablemente el transporte al lado basal (=27%), respecto al
hallado en la proporcién 90/10 (=12%) y en Caco-2 (~13%). La retencion celular es
muy superior en los cocultivos, independientemente de la proporcion de HT29-MTX

gue contengan (Caco-2 ~13%; cocultivos 22-34%).

Para las muestras de alga y ajo, la cantidad de arsénico adicionada al cultivo es en
torno a 20 veces superior a la adicionada al arroz (1187 ng y 890 ng respectivamente).
En ambas muestras, la introduccion de HT29-MTX en el cocultivo incrementa
notablemente el transporte basal de arsénico, siendo especialmente elevado en el ajo
para la proporcion 50/50 (33 + 2%; 293 + 17 ng/mg proteina). La retencion celular en
ambas muestras (<2%) es muy inferior a la hallada para el arroz, y no se ve afectada de
forma destacable por la presencia de células HT29-MTX.
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Considerando todas la muestras ensayadas, el porcentaje de transporte en Caco-2 y
en cocultivo muestra la misma gradacién: ajo ~ arroz > alga. La gradacion en la
retencion celular (arroz >> ajo ~ alga) tampoco varia entre los distintos cultivos

celulares.
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Tabla 3. Retencion celular y transporte en distintas proporciones Caco-2/HT29-MTX (100/0; 90/10; 50/50) del arsénico existente en la fraccion bioaccesible
de alimentos. Se indica el contenido de arsénico adicionado a las células y el contenido presente en el medio basal e interior celular tras 120 minutos de
exposicion. Valores expresados en ng As/10° células (media + desviacion estandar de al menos cuatro réplicas de cada especie arsenical) y en porcentaje
(valor entre paréntesis).

(%) Caco-2/HT29-
MTX 100/0 90/10 50/50
Adicién Transporte Retencion Transporte Retencién Transporte .
Retencion celular
(ng As) basal celular basal celular basal
Oriza sativa ng 70+0.2 40+0.3 8x2 10+1 15+2 12+2
53+ 6
(muestra 1) (%) (14 + 2) (7+05) (15 + 4) 28+ 2) @7+1) (22+1)
Oriza sativa ng 61 5+04 6.0£0.3 9.0+x04 14+3 11+3
49+4
(muestra 2) (%) (13+2) ©+1) (12.0 + 0.5) (34+2) (29+2) 22+ 4)
ng 12+2 71 674 14£2 129 +13 214
fsiorme | 118771
(%) (1.0+0.1) (0.6 +0.1) (6.0+0.3) (1.0+0.2) (11+1) (2+0.3)
Allium sativa ng 97 +3 8x1 217 £ 30 13+1 293 £ 17 14+1
cocinado con | 890 + 57
As(V) (%) (11.0 £ 0.4) (20+0.1) (24 +3) (1.0£0.1) (33+2) (2+0.2)
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Discusion

Los estudios sobre los mecanismos de transporte en células Caco-2 diferenciadas
llevados a cabo en el capitulo 3 de esta tesis ponen de manifiesto el importante papel de
la via paracelular en el transporte de la mayoria de las especies arsenicales evaluadas.
Por lo tanto, el empleo de células Caco-2 diferenciadas como modelo de epitelio
intestinal puede no ser el mas adecuado para evaluar su transporte intestinal, dado que
este tipo celular forma uniones estrechas menos permeables que las presente en el
intestino delgado humano. Esta limitacion del modelo celular Caco-2 ha sido descrita
previamente para sustancias con una importante participacion de la via paracelular en su
transporte (Tavelin et al., 2003, Hilgendorf et al., 2000; Nagahara et al., 2004). El
empleo de modelos que combinan células Caco-2 y HT29-MTX incluyen los dos tipos
celulares mas abundante en el epitelio intestinal (células absortivas y células
caliciformes) y emulan mejor las condiciones fisiolégicas (Hilgendorf et al., 2000) ya
que la presencia HT29-MTX modula la geometria y tamafio de las uniones
intercelulares, y crea una capa de mucus que cubre la superficie celular. Este modelo de
epitelio intestinal ha sido ampliamente utilizado en la bibliografia para multiples
propdsitos (Wikman-Lared y Artursson, 1995; Mahler et al., 2009; Laparra y Sanz,
2009), si bien no existen antecedentes sobre el estudio de la absorcion intestinal de las
especies arsenicales en estos cocultivos. En el presente capitulo de tesis se evaltan las
modificaciones de la permeabilidad aparente, transporte y retencién celular de especies
arsenicales pentavalentes y trivalentes como consecuencia de la introduccion de células
HT29-MTX en el cultivo.

La caracterizacion del cocultivo Caco-2/HT29-MTX ha puesto de manifiesto que la
incorporacion de HT29-MTX produce un descenso significativo en el valor de la RTE y
un aumento en la P,y del LY respecto al monocultivo de Caco-2. La existencia de
cambios en ambos parametros ya ha sido puesta de manifiesto en trabajos previos que
utilizan células secretoras de mucus junto a células Caco-2 (Karlsson et al., 1993;
Wikman-Larhed y Artursson, 1995; Hilgendorf et al., 2000; Wood et al., 2010). Estos
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cambios pueden deberse a un aumento en el tamafio medio del radio de poro de las
uniones estrechas por la presencia de HT29-MTX, tal y como ponen de manifiesto otros
autores (Cohen et al., 1985). El incremento del radio de poro también se ha evidenciado
en esta tesis, siendo mayor en los cocultivos, 6-8 A (figura 2), y mas proximo a los
valores fisioldgicos del intestino delgado, 6.7-7.9 A (Fordtran, 1965; Soergel, 1968) que

los obtenidos con el monocultivo Caco-2 (5 A).

Por otra parte, trabajos més recientes indican que en los cocultivos Caco-2/HT29-
MTX la mayor permeabilidad de los compuestos que se transportan por via paracelular
puede deberse también a un mayor nimero de poros entre células por cm? que los
existentes en monocultivos de Caco-2 (Linnankoski et al., 2010). Wikman-Lared y
Artursson (1995) observaron que si bien se siembra un proporcion concreta de cada uno
de los dos tipos celulares Caco-2 y HT29-H, durante los primeros dias de cultivo se
produce un mayor crecimiento de las células HT29-H, por lo que al alcanzar el estadio
de diferenciacién celular existe una elevada proporcion de células HT29-H en el
cocultivo. Ello supondria un mayor ndmero de poros por cm? y un mayor transporte
paracelular. Es posible que este fendmeno se haya producido en los cocultivos Caco-
2/HT29-MTX utilizados en este trabajo y que el incremento en la Py, del LY se deba
tanto a un mayor nimero de poros por cm?, como a uniones estrechas més laxas entre

los dos tipos celulares.

La apertura de las uniones estrechas y/o incremento en la porosidad observado en el
cocultivo afecta al transporte y a la P4y, de las especies arsenicales pentavalentes, que
aumentan significativamente con la proporcién de HT29-MTX en el cocultivo. Este
hecho corrobora la importante participacion de la via paracelular en el transporte de
estas formas arsenicales observada en el capitulo 3. EI comportamiento de las especies
trivalentes difiere del observado para los analogos pentavalentes. Asi, la Py, transporte
y retencién celular del As(Ill) no se modifica con la incorporacion de HT29-MTX al
cultivo, mientras que las especies metiladas trivalentes disminuyen su Py, y por tanto su
paso al lado basolateral. Estos resultados apuntarian a una escasa participacion de la via

paracelular en su transporte, si bien estudios previos realizados en el capitulo 3
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evidencian incrementos significativos en la Py, de As(l11) y MMAC(III) tras la apertura

de las uniones estrechas.

El mucus secretado por HT29-MTX constituye una barrera a la difusion de
nutrientes, drogas, iones, toxinas, metales pesados y macromoléculas (Forstner et al.,
1994). Estructuralmente, las mucinas consisten en un nucleo proteico conjugado con
mdltiples cadenas de carbohidratos. MUC2 y MUCS5AC, presentes en el tracto
gastrointestinal contienen residuos de cisteina y participan en la formacién de geles
extracelulares (Gum et al., 1992; Lau et al., 2004). Los estudios realizados en células
HT29-MTX para evaluar el efecto del mucus sobre la retencion de especies trivalentes
metiladas y As(ll) indican que son altamente retenidas por el mucus [DMA(III) >>
MMAC(I) >> As(lI)] y que esta retencion es muy superior a su entrada al interior
celular. Esta retencion posiblemente se produce por interaccion con residuos de cisteina
libres existentes en la mucina, dado que se ha descrito una importante union de las
especies arsenicales trivalentes a los residuos tiolados de proteinas y péptidos (Styblo y
Thomas, 1997).

Esta retencion por el mucus podria ser la causa de la disminucion del Py, del
DMAC(I) y MMA(IIT). Como se ha indicado en el capitulo 3, para el DMAC(III) el
transporte paracelular seria minimo, mientras que para el As(l11) y MMAC(III) si se ha
puesto de manifiesto su significacion. En cuanto a la forma monometilada, su transporte
paracelular, que deberia estar incrementado en los cocultivos Caco-2/HT29-MTX, se
veria contrarrestado por la retencion de esta especie en el mucus. Respecto al As(l11),
seria necesario realizar estudios adicionales con objeto de dilucidar las razones por las

que su P4y, N0 se modifica con la incorporacion de HT29-MTX.

La retencion por el mucus de las especies trivalentes podria ser considerada como
beneficiosa al suponer un efecto barrera a la entrada a la circulacién sanguinea de estas
especies, altamente reactivas y tdxicas. No obstante deberia evaluarse si estas especies
podrian afectar a la produccion de mucus, lo cual daria lugar a disfunciones en la
barrera intestinal, o podrian producir otros efectos toxicos sobre las propias células

intestinales.
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La significacion de los cambios en la Py, que introduce el uso de cocultivo ha sido
evaluada utilizando el criterio de Yee (1997), ya descrito para los ensayos con el
monocultivo Caco-2 [Py, <10 cmis: baja absorcion in vivo (<30%); Py, entre 10°-107
cm/s: moderada absorcion (30-70%); P, >10°° cmi/s: absorcion completa (>70%)]. Las
especies pentavalentes pasan de ser compuestos poco absorbibles a compuestos con una
absorcion moderada con la proporcion Caco-2/HT29-MTX 50/50. De las especies
trivalentes, solo el DMA(IIl) cambia su clasificaciéon, pasando de ser altamente
absorbible en el modelo Caco-2 y en el cocultivo 90/10, a ser moderadamente
absorbible en el cocultivo 50/50. Los valores de P, de las formas pentavalentes
obtenidos con el modelo Caco-2/HT29-MTX suponen una mejor aproximacion a los
datos in vivo (Juhasz et al., 2006, 2008) que los hallados en el monocultivo Caco-2. Las
diferencias que persisten entre el modelo in vitro y la situacion in vivo son posiblemente
al efecto de factores que no se contemplan en este modelo de cocultivo (superficie de
absorcion, movimientos peristalticos, regulacion neuroendocrina, presencia de

componentes del quimo como sales biliares 0 GSH).

Los estudios en patrones acuosos comentados hasta ahora evidencian que el
transporte varia con el modelo de cultivo empleado y que esta variacion es distinta
segun la forma arsenical considerada. Estos cambios podrian ocurrir igualmente en la
absorcidn de arsénico desde los alimentos. Para estudiar este aspecto se ha evaluado el
transporte y retencion celular del arsénico presente en la fraccidn solubilizada tras la
digestion gastrointestinal de distintos alimentos: arroz, alga y ajo. Los datos obtenidos
muestran un aumento del transporte de arsénico con la incorporacion de HT29-MTX al
cultivo Caco-2, para las tres fracciones bioaccesibles. La retencion celular sélo se
modifica en las muestras de arroz, que experimentan aumentos muy acentuados en
presencia de HT29-MTX. La magnitud de la respuesta al cambio del modelo celular no
es igual para todas las matrices, hecho que puede estar relacionado con las especies
arsenicales existentes en cada una de las fracciones bioaccesibles (arsénico inorganico
para arroz y ajo; arsenoazlcares y DMA para el alga), la concentracion de arsénico en la
fraccion bioaccesible (= 50 ng para arroz; = 1000 ng para alga y ajo) y con el efecto de

otros constituyentes de la matriz. En este sentido, estudios in vivo realizados por Juhasz
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et al. (2006) en cerdos alimentados con arroz evidenciaron que la biodisponibilidad es
muy distinta si las muestras contienen mayoritariamente DMA o As(V) (33% vs 100%).
Por lo que respecta al efecto de los concomitantes, los mismos autores postulan que la
presencia de polisacaridos no digestibles puede reducir la absorcién de arsénico
inorganico, haciendo que la biodisponibilidad de acelgas y lechuga (= 50%) sea inferior
a la obtenida en arroz, rabano, soja y judias (77-100%) (Juhasz et al., 2008). Se requiere
el estudio de un mayor nimero de muestras para establecer los posibles efectos de la
matriz alimentaria, asi como evaluar transportes con los mismos contenidos de arsénico
adicionados al cultivo. El presente estudio pone de manifiesto la importancia del
modelo celular, de la matriz alimentaria y de la especiacién en los estudios sobre la

absorcion de arsénico.

La investigacion realizada evidencia que la presencia de mucus y la apertura de las
uniones intercelulares aportada por las HT29-MTX al cocultivo con Caco-2 tiene un
marcado efecto en la absorcion intestinal in vitro de especies arsenicales. Teniendo en
cuenta la elevada exposicién a arsénico inorganico a través del agua de bebida y de los
alimentos que presentan muchas poblaciones rurales de Asia y Latinoamérica, la
ampliacién del conocimiento sobre su absorcién intestinal y el establecimiento de

modelos que permitan realizar estos estudios deberia ser objeto de mayor investigacion.
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Figura 5. Representacion esquematica del efecto del mucus y la apertura de uniones estrechas en

el cocultivo de Caco-2 y HT29-MTX sobre la absorcidn intestinal de distintas especies

arsenicales.
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Capitulo 5. Resultados

En el presente capitulo se ha evaluado la toxicidad de las formas arsenicales
inorgénicas, mono y dimetiladas [As(V), As(lll), MMA(V), MMA(III), DMA(V) y
DMA(111)] sobre el modelo de epitelio intestinal formado células Caco-2 diferenciadas.
Existen muchos estudios que evallan la toxicidad del arsénico en otros tipos celulares,
si bien los datos existentes a nivel intestinal son escasos y se centran Unicamente en la
toxicidad de As(lll) (Davis et al., 2000, Laparra et al., 2006, 2008, Nakagawa et al.,
2002).

Resultados

5.1. Actividad mitocondrial de células Caco-2 expuestas a especies arsenicales

pentavalentes y trivalentes

Las células diferenciadas se expusieron durante 24, 48y 72 horas a 0.1, 0.5, 1, 10 y
100 uM de cada una de las especies arsenicales pentavalentes. Los resultados obtenidos
muestran que el MMA(V) y el DMA(V) no afectan a la actividad mitocondrial en
ninguna de las concentraciones y tiempos ensayados (figura 1b y 1c). EI As(V) produce
sin embargo, una reduccion de la actividad mitocondrial inicamente tras la exposicion a
la concentracion mas elevada (100 uM), que alcanza el 71 + 6% a las 72 horas de

tratamiento (figura 1a).
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Figura 1. Porcentaje de actividad mitocondrial respecto al control en células Caco-2 expuestas a distintas concentraciones de As(V) (1a), MMA(V) (1b) y
DMA(V) (1c) durante 24 (barra blanca), 48 (barra gris) y 72 horas (barra rayada). Valores expresados como media * desviacion estandar (n = 8-12). Las
variaciones significativas respecto al control se marcan con un asterisco (p<0.05).
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Las células también se expusieron a As(l11) (1, 10, 25, 50 y 75 uM) durante 24, 48 y
72 horas y a MMA(III) y DMA(1II) (0.05, 0.1, 0.5, 1 y 5 uM) durante 2 y 24 horas. Los
resultados obtenidos (figura 2) indican que las formas trivalentes presentan mayor
toxicidad, reduciendo la actividad mitocondrial a concentraciones de exposicion
inferiores a las de As(V). Asi, la exposicion a 10 uM de As(l11) (figura 2a) produce un
descenso de la actividad mitocondrial del 53 + 3% y 55 + 8% a las 48 y 72 horas de
tratamiento, respectivamente. A concentraciones mas altas, 50 y 75 pM de As(ll), se
producen reducciones moderadas de la actividad mitocondrial tras 24 horas de

exposicion (65 + 2% y 68 + 3% respectivamente) y reducciones totales a 48 y 72 horas.

En cuanto al MMA(III) (Figura 2b), sélo la concentracion de 1 uM produce cambios
significativos en la actividad mitocondrial tras 2 horas de exposicién. Cuando el
tratamiento con MMA(III) se prolonga hasta las 24 horas existen descensos
significativos de la actividad para las concentraciones iguales o superiores a 1 uM
(reduccion: 1 uM = 60 * 8%, 5 uM = 100 * 3%).

ElI DMA(II) (figura 2c), a concentraciones iguales o inferiores a 0.5 uM se produce
mayor descenso de la actividad mitocondrial a 2 horas que a 24 horas de exposicion,
siendo estadisticamente significativos respecto al control los cambios a las 2 horas. A
concentraciones superiores, 1 y 5 uM, la mayor reduccién de la actividad se pone de
manifiesto a las 24 horas (reduccion: 1 uM = 35 + 7%, 5 uM = 49 + 5%).
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Figura 2. Porcentaje de actividad mitocondrial respecto al control en células Caco-2 expuestas a distintas concentraciones de As(l1) (figura
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5.2. Generacion de especies reactivas de oxigeno de células Caco-2 expuestas a

especies arsenicales pentavalentes y trivalentes

Para la cuantificacion de las especies reactivas de oxigeno (ROS) se ha empleado
2',7'-dicloro fluoresceina diacetato (DCFDA). Esta molécula es deacetilada por esterasas
a diclorofluoresceina (DCFH), compuesto no fluorescente que se transforma a DCF,

altamente fluorescente, tras reaccionar con las ROS intracelulares.

La evaluacion del efecto del arsénico sobre la generacién de ROS en células Caco-2
se llevo a cabo tras exposicion durante 24 horas a especies pentavalentes [0.1, 0.5, 1, 10
y 100 uM de As(V), MMA(V) y DMA(V)] y trivalentes [5, 10, 25 y 50 uM de As(l11);
0.01,0.1,0.5y 1 pM de MMA(I11); 0.1, 1, 5 y 10 pM de DMA(III)].

Los resultados obtenidos muestran que para las formas arsenicales pentavalentes,
s6lo la concentracion mas elevada de As(V) (100 uM) produce un aumento significativo
de la fluorescencia de DCF (149 + 19%) respecto al control. Por el contrario, los
resultados obtenidos tras los tratamientos con las formas trivalentes son diferentes
(figura 3). Existe un incremento estadisticamente significativo en la fluorescencia de
DCF a concentraciones > 10 uM de As(Ill), > 0.1 uM de MMA(IIl) y > 1 uM de
DMAC(III) y. Estos resultados indican que el MMA(III) es la especie arsenical que
incrementa de forma mas notoria la generacién de ROS respecto al control. Cabe
destacar que las concentraciones mas elevadas de MMA(III) producen aumentos de la
fluorescencia de DCF respecto al control (0.5 uM: 401 + 57%; 1 uM: 1145 + 162%)

muy superiores a los observados para el tratamiento con H,O, 2 mM (272 + 28%).
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Figura 3. Porcentaje de fluorescencia de DCF respecto al control en células Caco-2 expuestas a
distintas concentraciones de As(I11), MMA(III) y DMA(III) durante 24 horas. Valores expresados
como media + desviacion estandar (n = 8-12). Las variaciones significativas respecto al control se
marcan con un asterisco (p<0.05).

5.3. Peroxidacion lipidica de células Caco-2 expuestas a especies arsenicales

trivalentes

El malondialdehido (MDA) es una de las muchas moléculas de bajo peso molecular
formadas tras el proceso de peroxidacion lipidica ocasionado por el estrés oxidativo.
Los equivalentes de MDA se han evaluado tras su reaccién de adicién nucleofilica con
el acido 2-tiobarbitdrico en células Caco-2 tratadas durante 24 horas con distintas
concentraciones de especies arsenicales trivalentes [10, 25 y 50 pM de As(lll); 0.1, 0.5
y 1 uM de MMA(III); 0.1, 1 y 5 pM de DMA(III)]. La figura 4 muestra el incremento
en los equivalentes de MDA en células tratadas respecto al control, expresado en
porcentaje. El valor de equivalentes de MDA en las células control es de 134 + 12

pmol/mg proteina.
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El As(Ill) es la forma arsenical que menos efecto tiene sobre la peroxidacion
lipidica, con incrementos que no difieren significativamente respecto al control para
ninguna de las concentraciones estudiadas. EI DMA(III) produce el mayor porcentaje de
equivalentes de MDA respecto al control en todas las concentraciones ensayadas (692-
1074%). El MMA(1I1), también induce un incremento muy marcado a la concentracion
mas elevada (1 uM, 577 + 50%).
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Figura 4. Porcentaje de equivalentes de MDA respecto al control en células Caco-2 expuestas a
distintas concentraciones de As(I11), MMA(I11) y DMA(III) durante 24 horas. Valores expresados
como media * desviacion estandar (n = 6). Las variaciones significativas respecto al control se
marcan con un asterisco (p<0.05).
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5.4. Determinacion de glutation reducido (GSH) y oxidado (GSSG) en células

Caco-2 expuestas a especies arsenicales pentavalentes y trivalentes

Los niveles de GSH y GSSG en células Caco-2 expuestas durante 24 horas a As(V)
(0.1, 0.5, 1, 10 y 100 uM), presentan solamente una reduccion significativa tras el
tratamiento con 100 puM [control: 72 + 9 nmol GSH/mg proteina y 1 + 0.3 nmol
GSSG/mg proteina; As(V): 41 + 6 nmol GSH/mg proteina y 0.3 + 0.1 nmol GSSG/mg
proteina). A concentraciones inferiores sin embargo, los niveles de GSH y GSSG se ven
significativamente aumentados respecto al control (GSH: 124-153%; GSSG: 135-
169%). Ninguno de los tratamiento con As(V) modifica el ratio GSSG/GSH. El
MMA(V) y DMA(V) aumentan los niveles de GSH (128-177%) y GSSG (134-215%) a
todas las concentraciones estudiadas (0.1, 0.5, 1, 10 y 100 uM). Sin embargo, para estas
especies el ratio GSSG/GSH se ve significativamente aumentado (0.03-0.05) respecto al
control (0.015).

La tabla 1 muestra los contenidos intracelulares de GSH y GSSG (nmol/mg
proteina) y el ratio GSSG/GSH en células Caco-2 tratadas durante 24 horas con especies
trivalentes: As(ll1) [5, 10, 25y 50 y 75 uM], MMA(1I1) y DMA(III) [0.1, 0.5, 1,5y 10
MM]. Las muestras no tratadas presentan valores medios de 72 = 9 nmol GSH/mg
proteina. Los tratamientos con las formas trivalentes conllevan, en general, una
disminucion significativa de los contenidos intracelulares de GSH. Esta disminucién ya
se pone de manifiesto desde la concentracion mas baja de As(I1l) (5 uM), y a partir de
0.5 uM para MMA(III) y 1 uM para DMA(III). El descenso de la concentracién de
GSH no va acompafiada de un aumento de la forma oxidada (GSSG) para los
tratamientos con MMA(111) y DMA(II); todo lo contrario, las disminuciones de GSSG
son similares a las observadas para el GSH y por tanto no hay cambios en el ratio
GSSG/GSH. Para el As(lll) sin embargo, si hay aumentos significativos del ratio
GSSG/GSH  (0.046-0.062) respecto al control no tratado (0.015), que son

independientes de la concentracion de As(l11) utilizada.
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Tabla 1. Contenidos de GSH y GSSG (nmol/mg proteina) y ratio GSSG/GSH en células Caco-2
tratadas con As(lll), MMA(III) y DMA(III) durante 24 horas. Los valores se expresan como
media + desviacion estandar (n = 8). Las variaciones significativas respecto al control se marcan

con un asterisco (p<0.05).

Tratamiento GSH GSSG | motaasi

Control 703+9.4 | 0.95+0.26 0.014
5uM | 54.6+7.7° | 2.83+0.28" 0.052"

10uM | 55.2+2.7 | 3.07+0.52 0.056"

As(lll) 25uM | 48.9+27" | 3.01+0.21 0.062"
50uM | 38.2+1.3" | 2.15+0.14 0.056"

75uM | 27.4+16° | 1.26+0.12 0.046"

01pM | 80.2+88 | 1.02+0.13 0.013

05uM | 258+3.2" | 0.25+0.02" 0.010

MMA(I) | 1uM | 248+1.8 | 0.24+0.04 0.010
5uM | 350+54° | 0.39+0.09" 0.011

10uM | 35.6+6.5 | 0.38+0.13 0.011

01uM | 746+42 | 0.79+0.12 0.011

05uM | 80.9+43 | 0.93+0.15 0.011

DMA(II) | 1pM | 57.3+8.9° | 0.63+0.03 0.011
5uM | 31.2+27° | 0.35+0.02 0.011

10uM | 34.7+4.4" | 0.46+0.03 0.013

5.5. Actividad de enzimas antioxidantes de células Caco-2 expuestas a especies

arsenicales trivalentes

Se evalud la actividad de glutation peroxidasa (GPx) en Caco-2 expuestas 24 horas a

las formas arsenicales trivalentes [5, 10 y 25 uM de As(lll); 0.1, 0.5 y 1 uM de
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MMA(IIN); 1y 5 uM de DMA(IIN]. La figura 5 muestra los valores obtenidos
expresados como porcentaje respecto al control. La actividad GPx de las células tratadas
con As(lll) (1 y 5 uM) es significativamente superior al control (181 + 25% y 134 +
11% respectivamente). También existen aumentos de la actividad para la concentracion
mas baja de MMA(III) (0.1 uM, 127 + 15%) y de DMA(III) (1 pM, 121 £ 14%). Las
concentraciones mas elevadas ensayadas de todas las especies, producen por el contrario
descensos significativos de la actividad GPx: 25 pM As(lll) (59 + 15%); 1 pM
MMAC(III) (41 £ 12%); 5 uM DMA(1II) (53 + 8%).
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Figura 5. Porcentaje de actividad de la GPx respecto al control en células Caco-2 expuestas a
distintas concentraciones de As(I11), MMA(III) y DMA(III) durante 24 horas. Valores expresados
como media * desviacion estandar (n = 6). Las variaciones significativas respecto al control se
marcan con un asterisco (p<0.05).

La figura 6 muestra el porcentaje de actividad de la catalasa (CAT) respecto al
control de células expuestas 24 horas a As(l11) (5, 10 y 25 uM), MMA(III) (0.1,05y 1
pM) y DMA(II) (1 y 5 pM). La actividad se reduce respecto al control en las células

expuestas a las concentraciones mas altas de las tres formas arsenicales [As(l11) 25 pM,
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44 £ 3%; MMAC(II) 1 uM, 52 = 4%; DMA(II) 5 pM, 50 + 9%]. Se observa, sin
embargo, un aumento significativo en el tratamiento con As(lll) 10 uM (135 £ 9%) y
MMA(II1) 0.1 uM (167 % 15%).
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Figura 6. Porcentaje de actividad de la catalasa respecto al control en células Caco-2 expuestas a
distintas concentraciones de As(I11), MMA(I11) y DMA(III) durante 24 horas. Valores expresados
como media + desviacion estandar (n = 6). Las variaciones significativas respecto al control se
marcan con un asterisco (p<0.05).

5.6. Evaluacion de la viabilidad celular y tipo de muerte celular mediante doble
tinciéon anexina V/yoduro de propidio de células Caco-2 expuestas a especies
arsenicales trivalentes

Durante la fase inicial de la apoptosis, la fosfatidilserina, molécula localizada en la
porcion citosolica de la bicapa lipidica queda expuesta en la superficie celular. La
anexina V es un miembro de la familia de las proteinas de unién a calcio y fosfolipidos
con una gran afinidad por la fosfatidilserina, que se ha empleando ampliamente como
marcador de esta externalizacion. Por otro lado, el yoduro de propidio (IP) no puede

atravesar la membrana plasmaética intacta pero si es capaz de entrar en células con la
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membrana plasmatica dafiada o en células muertas, permitiendo distinguir entre células

viables y no viables.

Las células se trataron con las siguientes concentraciones de especies trivalentes: 5,
10, 25y 50 uM de As(ll1); 0.1, 0.5, 1 y 5 uM de MMA(III); 0.1, 1, 5, 10 y 25 pM de
DMA(II), durante 2 y 24 horas. Como control positivo de apoptosis se empled
estaurosporina 2 pM, 24 horas. Las figura 7 muestra los porcentajes respecto a la
poblacidn celular total de las células viables, necréticas y apoptoéticas tras 2 y 24 horas

de exposicion.

Los resultados obtenidos evidencian que el tratamiento con estaurosporina reduce
significativamente la viabilidad celular respecto al control, tanto a las 2 horas (70 + 3%)
como a las 24 horas (48 + 7%). Esta pérdida de viabilidad se debe tanto a procesos
necroticos (2 horas, 13 + 1%; 24 horas, 19 + 3%) como apoptoticos (2 horas, 16 + 2%;
24 horas, 21 = 7%).

Las especies arsenicales afectan significativamente la viabilidad celular, si bien en
distinto grado [As(I1)>DMA(IIN>MMAC(II]. El indice de citotoxicidad 50 (ICsp),
dosis que produce el 50% de muerte en la poblacion celular, para Caco-2 diferenciadas
tras 24 horas de exposicion es de 2, 6 y 23 uM para MMA(I11), DMA(I1) y As(l11)
respectivamente. El tipo de muerte celular que predomina en cada especie arsenical es
distinto. En general, e independientemente del tiempo, el As(lIl) induce una muerte
celular mayoritariamente por necrosis, si bien el nimero de células apoptdticas aumenta
con respecto al control a medida que aumenta la concentracion de As(ll1) utilizada,
especialmente a las 2 horas de tratamiento (Figura 7a, control: 1 = 0.5%; 5 pM: 1.5 £
0.8%; 50 pM: 8.1 * 2.1%). Para el MMA(III), tanto a las 2 como a las 24 horas (figuras
7c y 7d), la apoptosis es la Unica forma de muerte celular. Es destacable que a las 24
horas de exposicion, las concentraciones mas elevadas de MMA(III) presentan
porcentajes de apoptosis (1 uM: 51 + 5%; 5 uM: 84 + 5%) muy superiores al de las
células tratadas con estaurosporina, considerado un potente inductor de apoptosis. En
cuanto al DMA(III), desde los tratamientos mas bajos (0.1 uM), los porcentajes de
apoptosis y necrosis son superiores a los de las células no tratadas, siendo los ratios de

las dos formas de muerte celular muy similares en todas las concentraciones y en todos
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los tiempos de tratamiento. Al igual que ocurria con el MMAC(III), el tratamiento con 10
UM de DMA(III) produce a las 24 horas mas apoptosis (37 + 6%) que el marcador
positivo (estaurosporina 2 uM).

Figura 7. Porcentaje de necrosis (barras blancas; eje izquierdo), apoptosis (barras grises; eje
izquierdo) y viabilidad (linea continua; eje derecho) respecto al control en células Caco-2
expuestas a distintas concentraciones de As(l11), MMA(III) y DMA(III) durante 2 (a, cy e) y 24
(b, d'y f) horas. Valores expresados como media + desviacion estandar (n = 6).
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Figura 7. Continuacién
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5.7. Actividad de caspasa-3 de células Caco-2 expuestas a especies arsenicales
trivalentes

Los valores de actividad caspasa-3 (nmol p-nitroanilina/min/mg proteina) en células
Caco-2 expuestas durante 24 horas a As(l11) (5, 10 y 25 uM), MMA(III) (0.1 y 0.5 pM)
o DMA(III) (1 y 5 pM) se muestran en la figura 8. En todos los tratamientos hay un
aumento significativo de la actividad caspasa-3 con respecto al control no tratado, a
excepcion de As(lll) 5 uM y MMA(III) 0.1 uM. Al aumentar la concentracion de
arsénico aumenta la actividad caspasa-3, hecho especialmente acentuado en el caso del
DMA(II) (1 pM: 50 £ 8 nmol p-nitroanilina/min/mg proteina; 5 pM: 368 + 65 nmol p-
nitroanilina/min/mg proteina). A diferencia de lo reportado en otros estudios realizados
con células Caco-2 (Silano et al., 2004; Circu et al., 2009), las células tratadas con
estaurosporina 2 uM, empleada como control positivo, no presentan un aumento de la
actividad caspasa-3 tras 24 horas de tratamiento.

260



Capitulo 5. Resultados

500 W

N

o

]
1

300 -

200

nmol p-nitroanilina/min/mg proteina
*

100

J mam

T
25

T
5

Control
As(lll) (um) MMA(II) (uM) DMA(II) (uM)

Figura 8. Actividad caspasa-3 (nmol p-nitroanilina/min/mg proteina) en células Caco-2 expuestas
a distintas concentraciones de As(I11), MMA(IIl) y DMAC(III) durante 24 horas. Valores
expresados como media + desviacion estandar (n = 3).

5.8. Expresion diferencial de proteinas de estrés térmico (HSP) y metalotioneinas

(MT) en células Caco-2 expuestas a especies arsenicales trivalentes

Los datos obtenidos en los estudios de expresion ponen de manifiesto que todas las
proteinas de choque térmico (HSP27, HSP70 y HSP90) y metalotioneinas (MT1A,
MT1B y MT2A) evaluadas se expresan en el clon de células Caco-2 empleado en el

presente estudio.

Las células Caco-2 se expusieron a 1 uM de As(lI1), 0.1 uM de MMA(IIN y 1 uM
de DMA(III) durante 2, 4, 6, 24 y 48 horas. Los tratamientos a las 2 y 48 horas no
conllevan cambios significativos en la expresion de estas proteinas para ninguna de las
formas arsenicales. Por el contrario, si se observan cambios a las 4, 6 y 24 horas, tal y

como se muestra en la tabla 2.
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Los cambios en los niveles de ARNm de HSP y MT varian dependiendo de la forma
arsenical ensayada. Para las HSP, los tratamientos con MMA(III) conllevan una mayor
induccidn de la expresion que la forma inorgénica y dimetilada. Las células tratadas con
MMAC(I1I) presentan aumentos significativos a las 4, 6 y 24 horas de tratamiento, siendo
los de 4 horas muy acentuados [ratio de expresion (log,); HSP27 = 12.6 + 7; HSP70 =
14.0 £ 7; HSP90 = 14.3 + 7)]. El As(l11) presenta aumentos menos notables, aunque
significativos a 4 y 6 horas para la HSP70 [ratio de expresion (logy) entre 2.2 y 4.2] y
HSP90 [ratio de expresion (log,) = 5.6 £ 0.7]. EI DMA(III) produce una sobreexpresion de
la HSP70 y HSP90 a las 6 horas de tratamiento [ratio de expresion (log,) entre 2.6 y 3.0].

En cuanto a las MTs, la MT2A se induce tras 4 y 24 horas de exposicion a MMA(III)
(3.6-12.6) y 6 horas de tratamiento con As(lll) (6.6 £ 3.1). La expresion de las dos
isoformas de la MT1 solo se induce significativamente a las 4 y 24 horas de tratamiento
con MMA(1I1). Cabe destacar que el tratamiento con DMA(III) provoca un descenso
significativo a las 4 horas en la expresion de todas las MTs estudiadas, tendencia que

también se observa, aunque en menor medida tras el tratamiento con As(l11).
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Tabla 2. Expresion relativa de ARNm de metalotioneinas y proteinas de estrés térmico [ratio de expresion (logy)] de células Caco-2 tratadas con 1 uM de
As(I11), 0.1 pM de MMA(II) y 1 uM de DMA(III) durante 4, 6 y 24 horas (media + desviacion estdndar, n=8). Las diferencias significativas respecto al

control se marcan con un asterisco (p<0.05). En rojo se indican los incrementos significativos en la expresion y en azul los descensos.

As(111) 1 uM MMAC(II1) 0.1 uM DMA(II) 1 puM
4h 6h 24 h 4h 6h 24 h 4h 6h 24 h
HSP27 | -1.3+0.06 1.4+0.2 -1.94001 | 126+71° | 1602 | 37+25% | -0.7+0.05 1.1+01 0.18 +0.07
HSP70 | 22+05 42+12° | -06+007 | 140+73" | 32+08 | 15+08 0.4+0.1 3.0£06" 0.034 +0.008
HSP90 | 5.6+0.7 1.4+0.2 -1.2+0.1 143+73" 1.2+02 | 28+19" 08£0.1 2.6 £0.07" -0.064 +0.02
MTIA | -1.0+009 | 098+01 | -02+003 | 13.0+11.4" | 1.0+02 | 1406 -6 +0.08" -0.65+0.1 -0.34 £0.024
MT1B | -2.7+0.09" | 0.24+0.08 | -1.8+0.03" 6.2+31° | 053+0.1 | 3.8+25 | -7.5+0.003" | -0.041+0.01 | -0.20%0.04
MT2A | -1.1+004 | 6.6+31" | -1.8+0.05 | 126+6.5 1.7+07 | 36+18 | -32+0.01 1.04 £0.2 -0.56 +0.15
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5.9. Evaluacién morfologica de las células expuestas a especies arsenicales

trivalentes mediante microscopia de fluorescencia

Las imagenes de la morfologia nuclear (figura 9) de las células Caco-2 tras distintos
tratamientos con arsénico durante 24 horas, corroboran los resultados obtenidos en el
apartado 5.6. Indican cambios significativos en el cultivo celular, con condensacion de

la cromatina, fragmentacion de nlcleos y formacion de cuerpos apoptéticos.

Las figuras 10 y 11 muestran la afectacion en la organizacion del citoesqueleto de
actina filamentosa en células Caco-2 tras distintos tratamientos con arsénico As(l1) (10
UM; 24, 48 y 72 horas). En las células control la actina se localiza principalmente en la
periferia celular, dando una imagen caracteristica en empedrado (A). El tratamiento con
citocalasina B, inhibidor de la polimerizacién de las subunidades de actina presenta una
imagen con pérdida de definicion en la estructura celular (B) y aparicién de agregados

de actina en el citoplasma, que se observan como un punteado (C).

El As(lI1) 10 pM 24 horas (D) produce una afectacion de la estructura celular, con
cambios en la morfologia de las células, que se refleja en mayor presencia de actina en
el citoplasma, sin embargo la desestructuracion de la monocapa celular se hace mas

evidente a las 48 (E) y 72 horas de tratamiento (F).

En la figura 11 se observa también un cambio en la estructura del citoesqueleto
celular, con pérdida de la morfologia de empedrado y formacion de estructuras
redondeadas englobando los nicleos apoptéticos (figura 11, A). Se muestra con mas

detalle de una célula apoptotica (C) tras el tratamiento de As(l11) 10 pM.
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Figura 9. Microscopia de fluorescencia con tincién nuclear (DAPI) de células Caco-2 tras distintos tratamientos: A) Control; B) As(l1l) 10
UM C) MMA(II) 1uM; D) DMA(II) 5 pM; E) estaurosporina 2 puM, durante 24 horas. Se observan ndcleos con condensacion de la
cromatina (cc), fragmentados (fr), cuerpos apoptdéticos (ca) y nlcleos picnéticos (pic). F) morfologia celular normal; G) ndcleo mitético; H) e
1) nicleos picnéticos; J) y K) condensacion de la cromatina y formacion de cuerpos apoptéticos. Imagenes tomadas con objetivo de 40X. Las
imagenes F-K son ampliaciones de imagenes también tomadas a 40X.




Figura 10. Microscopia de fluorescencia del citoesqueleto de actina filamentosa en células Caco-2. A) Control; B y C) Citocalasina B, 2
horas; D, E y F) As(lll) 10 uM 24, 48 y 72 horas respectivamente. Imagenes tomadas con objetivo de 40X, excepto la figura C, que se tomd
con objetivo 100X.

-
-




Figura 11. Microscopia de fluorescencia con doble tincion, nicleos (DAPI, azul) y actina filamentosa (rodamina-faloidina, rojo) de células
Caco-2 tras tratamientos con As(lIl) 10 uM, 72 horas (A, B). Se observa la desestructuracion de la monocapa, con condensacion y
fragmentacion de cromatina (C, F) y microntcleos (mic) (flechas blancas). Imagenes tomadas con objetivo 20X (A'y B) y 40X (C).
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Discusion

La toxicidad del arsénico sobre el epitelio intestinal humano ha sido escasamente
evaluada. Los estudios existentes al respecto se limitan a la evaluacion in vitro del
As(I11), empleando la linea Caco-2 como modelo de epitelio intestinal (Davis et al.,
2000; Nakagawa et al., 2002; Laparra et al., 2006, 2008,). Estos estudios muestran que
el As(lll) induce estrés oxidativo en Caco-2, afectando el potencial de membrana
mitocondrial (Laparra et al., 2008) y produciendo finalmente muerte celular por
apoptosis (Nakagawa et al., 2002). Asi mismo, se ha visto que el As(lll) produce un
arresto del ciclo celular (Laparra et al., 2008) y un cambio en los patrones de metilacion
del DNA (Davis et al., 2000). Por otro lado, no existen estudios a nivel intestinal que
evaluien los efectos de las formas mono y dimetiladas [MMA(V), MMA(I1), DMA(V)
y DMA(111)] ni del arsénico inorgénico pentavalente [As(V)]. Sin embargo, como ya se
ha comentado anteriormente, todas estas especies pueden entrar en contacto con el
epitelio intestinal a través de los alimentos o como consecuencia de las

transformaciones de las especies arsenicales previas a su absorcion.

En este capitulo se ha evaluado la toxicidad de las formas inorganicas [As(V),
As(111)] y todos sus metabolitos [MMA(V), MMA(lIl), DMA(V) y DMA(IID]. Los
resultados obtenidos muestran que las especies trivalentes son mas toxicas que las
pentavalentes y que el grado de toxicidad depende de la especie considerada. Asi, la
reduccion de la actividad mitocondrial a las 24 horas de exposicion a la concentracion
de 1 uM presenta la gradacion MMA(I11) > DMA(III) > As(111). La mayor toxicidad de
las formas metiladas trivalentes respecto a la inorganica se ha puesto de manifiesto en
otras lineas celulares (Styblo et al., 2000; Charoensuk et al., 2009; Naranmandura et al.,
2011a), atribuyéndose en parte a una mayor entrada y acumulacion celular de las formas
metiladas. Este hecho se ha evidenciado también para Caco-2 en los capitulos 2 y 3 de

la presente tesis.

Los mecanismos de accion de estas formas arsenicales pueden ser muy variados

(Lanzt y Hays, 2006), sin embargo numerosos estudios en cultivos celulares, modelos
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animales y estudios en humanos describen los efectos toxicos causados por la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) asociadas al estrés oxidativo. Los
resultados obtenidos en la presente tesis muestran que la exposicion a las formas
trivalentes genera ROS, especialmente tras la exposicion a MMAC(III), debido
posiblemente al importante efecto toxico de esta especie arsenical sobre la mitocondria
(Naramandura et al.., 2011b).

La peroxidacion lipidica asociada al estrés oxidativo inducido por arsénico ha sido
ampliamente estudiada, observandose una correlacion positiva entre los niveles de
peroxidacién lipidica en plasma y los niveles de arsénico en orina o tejidos (Flora,
2011). Los resultados obtenidos evidencian que el incremento de los niveles de
peroxidacion lipidica es mayor en las células tratadas con DMA(III) que en células
expuestas a MMA(III), mientras que el As(lll) no provoca cambios significativos
respecto al control. No se observa una relacion directa entre el nivel de peroxidacion y
los niveles de ROS, ya que a niveles similares de ROS el As(lll) no induce
peroxidacién mientras que el DMAC(III) si la produce. Se ha puesto de manifiesto que
las formas dimetiladas arsenicales, especialmente el DMA(III), son capaces de liberar
hierro de la ferritina (Ahmad et al.,, 2000). Diversos estudios vinculan altas
concentraciones de hierro con un aumento de la peroxidacion lipidica (Kanner et al.,
1986; Courtois et al., 2003). Esto podria explicar, al menos en parte, el hecho de que el
DMA(I1) produzca una mayor peroxidacion lipidica en las células intestinales que las
otras formas arsenicales. Adicionalmente, debido a su elevada reactividad y caracter
hidrofébico, las especies metiladas trivalentes podrian aumentar la peroxidacion lipidica
por interaccién con fosfolipidos de membrana. Esta interaccion se ha puesto de
manifiesto para otras formas arsenicales (Marafante et al., 1987; Suwalsky et al.., 2007;

Jemiola-Rzeminska et al., 2007).

Las células en condiciones fisiolégicas poseen un sistema antioxidante para
combatir la formacion de especies reactivas. Este sistema incluye componentes no
enzimaticos (vitaminas o compuestos tiolados de bajo peso molecular como el GSH) y
sistemas enzimaticos [glutation peroxidasa (GPx), superoxido dismutasa (SOD) y
catalasa (CAT)]. La determinacién del ratio GSSG/GSH es uno de los principales
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indicadores de estrés oxidativo en células y tejidos. Las células sometidas a estrés
oxidativo experimentan aumentos en el ratio GSSG/GSH debido a que la forma
reducida de glutation es oxidada por los radicales libres de oxigeno. En este estudio,
solo las células Caco-2 expuestas a As(lll) (5-50 uM) aumentan el ratio GSSG/GSH.
Parte de la oxidacion del GSH observada en las células tratadas con As(l11) puede no ser
consecuencia de su papel como secuestrador de radicales libres, sino a la participacion
de GSH en el metabolismo de As(lll) (Waters et al., 2004a). Respecto a las formas
metiladas trivalentes, no existe modificacion en el ratio GSSG/GSH ya que existe una

reduccion proporcional de ambas formas en el interior celular.

Independientemente de los cambios en el ratio GSSG/GSH, la mayor parte de los
tratamientos con formas trivalentes conllevan una disminucion significativa de los
contenidos de GSH respecto al control. Este hecho puede deberse a que las formas
trivalentes arsenicales se transportan al exterior de las células en forma de complejos
con GSH (Leslie et al., 2004). Adicionalmente, la disponibilidad de cisteina en la célula
se considera el factor limitante en la formacién de GSH por la glutation sintetasa (Sies,
1999; Estrela et al., 2006). Un estudio reciente ha evidenciado la formacién de
complejos MMA(III)-cisteina y DMA(III)-cisteina en el interior celular (Murota et al.,
2006). Asi, esta reduccion en la disponibilidad de la cisteina puede reducir la sintesis de
nuevas moléculas del tripéptido. Por otra parte, esta descrito que la salida de GSH de las
células esta mediada por distintos transportadores, tales como proteinas de resistencia a
multiples drogas (MRP) o polipéptidos transportadores de aniones organicos (OAPT)
(Lee et al., 2001; Ballatori et al., 2005). Como se ha puesto de manifiesto en el capitulo
3, el As(lll) induce la expresion de estos transportadores, pudiendo afectar

secundariamente a los procesos de transporte de GSH en las células.

Ademas de la deplecion de GSH, la investigacion realizada ha puesto de manifiesto
que las formas arsenicales modifican la actividad de enzimas responsables de mantener
el equilibrio redox en el organismo (GPx y CAT). A bajas concentraciones de arsénico,
las actividades enzimaticas estan aumentadas, en general, indicando una respuesta
celular frente al estrés oxidativo. A mayores concentraciones, sin embargo, la actividad

de ambas enzimas estd disminuida. Esta inhibicién enzimatica puede ser resultado de la

271



Capitulo 5. Discusion

unién de las formas trivalentes a grupos sulfhidrilo de proteinas intracelulares (Styblo et
al., 1997, Hirano et al., 2003). A este respecto se ha observado que la actividad de
enzimas antioxidantes (catalasa, SOD, GPX) en plasma, higado y lisado de eritrocitos
disminuye en humanos y ratas expuestos a arsénico (Saha et al., 2011; Majumdar et al.,
2010). La reduccion de la actividad enzimética también puede ser consecuencia de la
generacion de radicales libres (Arivazhagan et al., 2002). La actividad enzimatica de las
células Caco-2 expuestas a las distintas formas arsenicales presenta una respuesta que se
adapta al fenémeno de hormesis, caracterizado por una estimulacion a dosis bajas y una
inhibicion a dosis altas. La hormesis se ha descrito en células embrionarias humanas de
pulmén (HELF) expuestas a As(lll) para otra enzima relacionada con el sistema redox
celular, la superdxido dismutasa (SOD), evidenciandose que la actividad de SOD se

potencia con dosis bajas (0.5 uM) y se inhibe a dosis altas (10 uM).

Todos los procesos descritos hasta el momento, relacionados con el estrés oxidativo
inducido por arsénico pueden provocar la muerte celular por varios mecanismos. Las
especies reactivas de oxigeno, a través de diversas vias de sefializacion son capaces de
inducir apoptosis y necrosis (Fiers et al., 1999; Proskuryakov et al., 2003). Se ha
descrito en estudios previos que el arsénico altera los niveles de citocromo c en el
citoplasma y afecta la expresion génica y proteica de un gran nimero de genes
relacionados con los procesos de apoptosis y estrés oxidativo (Hamadeh et al., 2002;
Habib 2010; Mo et al., 2011). Menos descritos estan los procesos necroéticos asociados
con exposiciones a triéxido de arsénico, si bien también existen referencias al respecto
(Lew et al.., 1999; Janku et al., 2011).

En el presente trabajo, tras el tratamiento con As(lll), independientemente de la
concentracion y el tiempo de exposicion utilizado, predomina la muerte por necrosis,
aunque también hay una pequefia proporcion de células apoptéticas. En las células
expuestas a MMA(I1I) sélo se detectan células apoptoticas, mientras que en las células
tratadas con DMAC(III), los porcentajes de células apoptéticas y necroticas son similares
en la mayoria de tratamientos. En las tres formas arsenicales se observa una activacion
de la caspasa-3 tras 24 horas de exposicion. La caspasa-3 es una proteina perteneciente

al grupo de las cistein-proteasas, implicado en procesos apoptéticos tales como la
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condensacion de la cromatina y la fragmentacion del DNA (Porter y Janicke, 1999). Los
aumentos de la actividad de esta proteasa son mayores para la forma dimetilada e
inorgénica que para la monometilada. Este hecho no coincide con los porcentajes de
apoptosis  detectados en la celulas tras 24 horas de exposicion
[MMA(I)>>DMA(IIN>As(I1)]. Ello sugiere que la muerte por apoptosis de las
células expuestas a MMA(IIl) se produce principalmente por una via caspasa
independiente y que en los tratamientos con DMA(III) la via apopt6tica predominante

conlleva la activacidn de la caspasa efectora 3.

En relacion al As(l11), aunque la mayoria de las células tras 24 horas de exposicién
muestran una tincién necrosis positiva, la actividad caspasa-3 es elevada. Algunos
estudios identifican una activacion de esta caspasa en procesos de muerte celular por
necrosis (Niquet et al., 2003). Serian necesarios mas estudios para evaluar la causa del
elevado porcentaje de células necroticas tras tratamientos con As(l11), ya que el proceso
de muerte celular originado por esta forma arsenical depende en muchas ocasiones de
los niveles de energia y oxigeno de la célula (Formigli et al., 2000), asi como de
multiples vias de sefializacién caspasa dependientes e independientes (McCafferty-Grad
et al., 2003, Michel et al., 2003). En otros tipos celulares también se observd el mismo
patron de muerte celular, con predominancia del fenotipo necrético (Scholz et al.,
2005).

La respuesta de las células intestinales al estrés generado por la exposicion a las
especies arsenicales trivalentes también se manifiesta en la induccion de proteinas de
estrés. Las proteinas denominadas de estrés engloban una serie de familias entre las que
cabe destacar las metalotioneinas (MT) y las proteinas de choque térmico (HSP), las
cuales se ha demostrado en trabajos previos que se inducen por la exposicion a especies
arsenicales (Del Razo et al., 2001b; Eblin et al., 2006). En este sentido los trabajos son
maés abundantes para las formas inorganicas y monometiladas trivalentes, no existiendo
datos para el DMA(III). Las MT tienen una composicidon aminoacidica rica en cisteina
(30%), residuos capaces de unir iones metélicos. Son moléculas implicadas en la
homeostasis de iones metélicos esenciales para el correcto funcionamiento de la

maquinaria celular (Maret, 2009; Festa y Thiele, 2011). Asimismo, la induccion de MT
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protege a las células de la toxicidad de metales tdxicos y del estrés oxidativo generado
por radicales libres (Viarengo et al., 2000). Las proteinas de choque térmico son un
grupo altamente conservado con funciones importantes en la homeostasis proteica, que
se inducen ante estimulos de estrés. El incremento en la sintesis de hsp, especialmente
hsp70, puede evitar fallos en el plegamiento de las proteinas asi como su agregacion
(Kalmar y Greensmith, 2009). En este estudio, se observa que las tres especies
arsenicales inducen la expresion de HSP70 y HSP90, que la MT2A es inducida por la
forma inorgénica y la metilada, y que solo las células tratadas con MMA(III) presentan
aumentos en la expresion de HSP27 y de las dos isoformas de MT1. Podemos decir por
tanto, que la formas arsenicales trivalentes regulan estas proteinas de estrés a nivel
transcripcional, siendo mayor la induccién por la forma monometilada que por As(l11) y
DMA(III). Eblin et al. (2006) también muestran como en células de vejiga urinaria, el
MMA(I11) induce HSP70 y MT1 a tiempos mas cortos y concentraciones menores que
el As(lI1). Es destacable también la reduccién de la expresion de las MT producida por
las exposiciones a As(lll) y DMAC(III), que podrian afectar los procesos de
detoxificacion de este metaloide y de otros contaminantes ingeridos con los alimentos
(Hg, Cd), asi como a la homeostasis de metales como el Zn o el Cu, y a los procesos de

proteccion frente al estrés oxidativo.

En cuanto a las formas arsenicales pentavalentes, el MMA(V) y DMA(V) no
producen efectos tdxicos sobre la monocapa formada por Caco-2 diferenciadas a
concentraciones iguales o inferiores a 100 puM. EIl Unico efecto observado tras la
exposicion a estas especies es un aumento en el ratio GSSG/GSH, indicador temprano
de estrés oxidativo, si bien es el Unico parametro que se altera, ya que no se detectan
aumentos en ROS ni peroxidacion lipidica. EI As(V) sin embargo, reduce la actividad
mitocondrial y genera cierta respuesta celular con una disminucion del GSH intracelular
y un aumento de las sustancias reactivas de oxigeno a concentraciones de 100 uM. Estas
concentraciones no superan las halladas habitualmente en las principales vias de
exposicion a As(V) [agua (< 1 mg/L) y alimentos (<0.5 mg/L); JEFCA 2011],
exceptuando algunos tipos de algas pardas (Almela et al., 2002;). La susceptibilidad de

las células Caco-2 diferenciadas a la forma inorganica pentavalente es similar a la
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observada para otros tipos celulares (Styblo et al., 2000; Vega et al., 2001; Hirano et al.,
2003). La reducida toxicidad de las especies pentavalentes en sistemas celulares puede
deberse a la baja entrada al interior celular de estas formas arsenicales (Dopp et al.,
2010), hecho que también se ha puesto de manifiesto en la presente tesis (capitulo 2 y
3).

Por otra parte, una de las funciones principales del intestino es actuar como barrera
de proteccion frente a los agentes externos presentes en el lumen, especialmente
microorganismos. Una de las estructuras fundamentales en el mantenimiento de la
integridad del epitelio intestinal es el citoesqueleto celular, formado por tres sistemas de
microfibras; microfilamentos (filamentos de actina), microtubulos (o y B tubulina) y
filamentos intermedios (lzdebska et al., 2009). La actina globular (actina-G) es capaz de
agregarse y formar homopolimeros filamentosos (actina-F), proceso de una gran
importancia en la citoquinesis, endocitosis, quimiotaxis, diferenciacion y apoptosis
(I1zdebska et al., 2009). Diversos estudios han asociado los procesos apoptéticos con
modificaciones en la distribucidn celular de la actina, que parece estar implicada en la
formacién de vesiculas en la membrana y cuerpos apopt6ticos y marginacion de la
cromatina nuclear (Carlier et al., 1999; Rando et al., 2000; Grzanka et al., 2005;
Pederson, 2008).

El importante efecto del arsenito sobre la organizacién de la actina en diversos tipos
celulares se ha puesto de manifiesto previamente (Li y Chou, 1992; Izdebska et al..,
2009; Zhang et al., 2012). En el presente trabajo se ha observado que en Caco-2
expuestas a As(l11) existe un cambio en la morfologia celular, con una desestructuracién
de la forma geométrica de las células y cambios importantes en la distribucion de la
actina filamentosa. Este efecto puede afectar a la pérdida de permeabilidad selectiva
intestinal y favorecer el contacto de sustancias antigénicas con la lamina propia, asi

como afectar a multiples procesos vitales en las células.

Podemos concluir, a la luz de los resultados obtenidos, que al igual que ocurre en
otros sistemas celulares, las formas arsenicales trivalentes, pueden afectar la viabilidad
celular de las células intestinales por distintos mecanismos relacionados con la

induccion de estrés oxidativo. Esta induccién se produce a concentraciones similares a
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las encontradas en alimentos y agua de bebida o a las observadas en la monocapa
celular como consecuencia del metabolismo del arsénico inorganico. Es conocido que el
estrés oxidativo sobre tejido intestinal es un factor importante en la génesis de
patologias inflamatorias cronicas o cancer (Aw, 2003). Por tanto, es necesario realizar
estudios mas detallados que evalten los posibles procesos fisiopatolégicos que la
exposicion a arsénico, especialmente en situaciones crénicas, puede ocasionar en la
mucosa intestinal y como estos procesos pueden afectar su estructura y funcionalidad

(absorcion, defensa frente a sustancias exdgenas, procesos metabolicos).

La figura 12 muestra graficamente, un resumen de los resultados mas significativos

obtenidos en los estudios de toxicidad presentados en este capitulo.
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Capitulo 6. Resultados

Existen pocos estudios que evallen el efecto del arsénico en la liberacion y
expresion de citoquinas a nivel intestinal, si bien algunos estudios previos demuestran
que este elemento tiene un importante efecto sobre el sistema inmunitario, tanto en
sistemas in vitro como en estudios epidemioldgicos sobre poblaciones expuestas a
arsénico a través del agua de bebida.

En el presente capitulo se ha evaluado la respuesta inflamatoria del epitelio intestinal
expuesto a las formas arsenicales inorganicas, mono y dimetiladas trivalentes [As(l11),
MMAC(I) y DMAC(II] o a la combinacion de estas formas arsenicales con LPS. Tras
los distintos tratamientos se han determinado los niveles de citoquinas y de ARNm tras
exposiciéon de células Caco-2 y del cocultivo Caco-2/PBMC. Adicionalmente se ha
evaluado el efecto de los tratamientos sobre la permeabilidad de la monocapa formada
por Caco-2 y sobre el transporte de las formas arsenicales trivalentes en el sistema de
cocultivo Caco-2/PBMC.

Resultados

6.1. Efectos inflamatorios del arsénico en el modelo in vitro Caco-2

Los ensayos realizados en el presente apartado se han llevado a cabo con dosis
subletales de arsénico, LPS o combinaciéon de ambos. En todos los casos se han
expuesto los cultivos durante 2, 4, 6, 24 y 48 horas. Las concentraciones de arsénico
empleadas han sido: 1 uM de As(lll), 0.1 uM de MMA(II) y 1 uM de DMA(1II). El
LPS se ha empleado a una concentracién de 10 ng/mL y las combinaciones
arsénico/LPS se han realizado a las concentraciones descritas anteriormente. Para las
distintas citoquinas estudiadas, la cuantificacion de proteina se ha llevado a cabo en el
medio de cultivo (TNFa, IL8 e IL6), mientras que los niveles de ARNm (TNFo, ILS,

IL6, IL1a e IL1P) se han evaluado en las células Caco-2.
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6.1.1. Efecto del arsénico y del LPS sobre TNFa

La tabla 1 presenta los valores, en pg/mg proteina, de TNFa en el medio de cultivo,
tras los distintos tratamientos. La figura 1 muestra, en porcentaje, los cambios de los
niveles de proteina TNFa, asi como los cambios en la expresion de ARNm de células

Caco-2 expuestas a especies trivalentes, a LPS 0 a combinaciones de ambos.

La secrecion de TNFa al medio es superior al control a todos los tiempos de
exposicion a DMA(III) y hasta las 24 horas de exposicion a As(I11) y MMA(III). La
mayor liberaciéon de TNFa se observa a las 2 horas para As(Ill) y DMA(II), y a las 4
horas para MMA(III).En la exposiciéon a LPS, tras un incremento de TNFa en el medio
a las 2 horas, se produce un retorno al valor basal que se mantiene hasta las 48 horas de
tratamiento. La combinacion arsénico/LPS afecta a la secrecion de TNFo de forma
distinta para cada especie. El tratamiento As(III)/LPS supone un incremento de TNFa
en el medio a la mayoria de los tiempos de tratamiento en relacion a las células tratadas
con As(III); el mayor nivel de TNFa se observa a las 2 horas y la respuesta es similar a
la producida por el LPS. Por el contrario, para MMA/LPS y DMAJ/LPS la tendencia es a
la reduccion en la secrecion de TNFa en relacion al tratamiento tinicamente con la

especie arsenical.

La expresion génica de TNFa también se modifica tras los tratamientos con las
formas arsenicales, y al igual que ocurre con la secrecidn, esta respuesta varia con la
especie. En general, los aumentos mas marcados tienen lugar tras la fase de maxima
secrecion de esta citoquina al medio. Asi, el As(l11) produce un incremento significativo
en la expresion a las 4 horas de tratamiento [ratio de expresién (log,) = 2.4 + 0.3], el
MMA(111) a las 6 horas [ratio de expresion (log,) = 4.3+ 1.1]y el DMA(Il) alas 6 y 48
horas [ratio de expresion (log,) entre 3.2 y 3.3]. La combinacion arsénico/LPS afecta la
expresion de esta citoquina principalmente en los tratamientos As(l11)/LPS, donde se
observa una mayor induccién con respecto a los tratamientos con As(l11) en la mayoria
de los tiempos ensayados. Para los tratamientos MMA(I1)/LPS o DMA(II)/LPS, por el
contrario, existe una tendencia a la reduccion en la expresion respecto al tratamiento

Unicamente con arsénico, tendencia similar a la observada en los niveles proteicos.
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Tabla 1. Niveles de TNFo (pg/mg proteina) tras distintos tratamientos con LPS, especies
arsenicales y combinaciones.

TNFa
Tratamiento (pg/mg proteina)

2 horas 4 horas 6 horas 24 horas 48 horas

control 27+3 44 +12 35=+4 39+8 57 +£10
LPS 244 + 15 55+2 42+7 54 +11 50+ 12
As(l) 156 + 17 96 + 7 92+20 66+6 69+ 11
As(H)/LPS 259+ 24 143+ 7 75+11 92 £13 112+ 19

MMA(I1T) 56+ 5 111+14 46+8 70+ 15 46+ 9

MMAC(IIT)/LPS 40+£5 89+3 262 35+5 60 £ 6
DMA(I11) 285 + 27 95+ 11 92+10 190+ 11 188 + 19
DMA(II1)/LPS 135+11 124 +5 55+7 165+ 16 103+8
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Figura 1. Niveles de TNFa en el medio de cultivo y cambios en la expresion tras tratamiento de As(III), MMA(III) y DMA(III). Las barras representan el
porcentaje de TNFo en el medio de cultivo en relacion a un control no tratado a distintos tiempos de tratamiento (eje izquierdo) [barras azules: LPS; barras
grises: As(lll), MMA(I) o DMA(III) y barras blancas: As(I11)/LPS, MMA(III)/LPS o DMA(I)/LPS]. Las lineas representan cambios relativos en la
expresion de TNFa [ratio de expresion (log,)] respecto a un control no tratado (eje derecho), tras tratamientos con LPS (linea continua, @), As(IIT), MMA(III)
o DMA(II) (linea punteada, o) o As(III)/LPS, MMA(II)/LPS, DMA(II)/LPS (guion, V) (n=4-6). Los resultados significativos respecto al control sin
tratamiento se indican con barras rayadas (niveles de citoquinas) y con las figuras de las lineas en color rojo (expresion génica) (p<0.05). Los resultados
significativos en los porcentajes de secrecion de TNFa de los tratamientos arsénico/LPS respecto a los tratamientos tinicamente con arsénico se marcan con un
asterisco sobre las barras (p<0.05).
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6.1.2. Efecto del arsénico y del LPS sobre IL8

La tabla 2 presenta los valores, en pg/mg proteina, de IL8 en el medio de cultivo,
tras los distintos tratamientos aplicados. La figura 2 muestra los cambios de los niveles
de proteina IL8, asi como los cambios en la expresién de ARNm de células Caco-2
expuestas a especies trivalentes, a LPS o a combinaciones de ambos. En general, la
secrecion de IL8 es mas tardia que la de TNFo. Hasta las 24 horas de ensayo los niveles
de esta citoquina estdn por debajo de los limites de cuantificacion (LOQ) de la
metodologia (62.5 pg/mL). A partir de este tiempo, el tratamiento con As(lIl) y
DMAC(III) aumenta significativamente los niveles de esta citoquina en el medio de

cultivo, siendo mayor la respuesta ocasionada por el DMA(III).

El LPS sélo afecta a los niveles de IL8 a las 24 horas, mientras que los tratamientos
combinados As(l11)/LPS y DMA(I11)/LPS producen un incremento en los niveles de 1L8
superiores al control a las 24 y 48 horas y superiores a los tratamientos Unicamente con
especie arsenical a las 24 horas. Tras el tratamiento con MMA(III) y su combinacion

con LPS, los valores de IL8 se encuentran por debajo del LOQ o igual al control.

Los cambios de expresién de ARNm de IL8 coinciden con los cambios observados
para el nivel proteico en el medio de cultivo. Asi, se observan sobreexpresiones
significativas de esta citoquina a partir de las 24 horas para As(l11) y DMAC(III). Las
coexposiciones As(II)/LPS (24 horas) y DMAC(II)/LPS (48 horas) producen un
aumento de los niveles de ARNm de IL8 respecto a las células tratadas nicamente con

la especie arsenical.
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Figura 2. Niveles de IL8 en el medio de cultivo y cambios en la expresion tras tratamiento de As(111), MMA(III) y DMAC(III). Las barras representan el
porcentaje de IL8 en el medio de cultivo en relacién a un control no tratado a distintos tiempos de tratamiento (eje izquierdo) [barras rayadas: LPS; barras
grises: As(lll), MMA(IIl) o DMA(III) y barras blancas: As(lI1)/LPS, MMA(III)/LPS, DMA(II)/LPS]. Las lineas representan cambios relativos en la
expresion de IL8 [ratio de expresion (logy)] respecto a un control no tratado (eje derecho), tras tratamientos con LPS (linea continua, @), As(l11), MMAC(III) o
DMA(II) (linea punteada, o) o As(IIT)/LPS, MMA(I)/LPS, DMA(III)/LPS (guion, V) (n=4-6). Los resultados significativos respecto al control sin
tratamiento se indican con barras rayadas (niveles de citoquinas) y con las figuras de las lineas en color rojo (expresion génica) (p<0.05). Los resultados
significativos en los porcentajes de secrecion de TNFa de los tratamientos arsénico/LPS respecto a los tratamientos tinicamente con arsénico se marcan con un
asterisco sobre las barras (p<0.05).
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Tabla 2. Niveles de IL8 (pg/mg proteina) tras distintos tratamientos con LPS, especies arsenicales
y combinaciones.

IL8

Tratamiento (pg/mg proteina)
2 horas 4 horas ‘ 6 horas 24 horas 48 horas
control 64 + 15 95+ 12
LPS 89+8 92 £17
As(111) 212 + 17 125+ 20
As(I11)/LPS <LOQ" 255 + 23 180+ 31
MMA(II1) <LOQ" 95+ 15
MMA(I)/LPS <LoQ <LOQ"
DMAC(II) 3755 450 £ 76
DMA(I1)/LPS 659 + 85 510 + 66

*LOQ < 62.5 pg/mi

6.1.3. Efecto del arsénico y del LPS sobre IL6

La tabla 3 presenta los valores, en pg/mg proteina, de IL6 en el medio de cultivo,
tras los distintos tratamientos aplicados. La figura 3 muestra los resultados de los
niveles de IL6 en el medio de cultivo y cambios en la expresion génica para los distintos
tratamientos realizados. Los cambios provocados por las formas arsenicales sobre la
secrecion de IL6 son menores que los observados para las otras citoquinas, no obstante,
se observan incrementos significativos respecto a las células control para todas las
especies. Los mayores incrementos ocurren a las 24 horas para el As(lll) y a las 48
horas para el MMA(I11) y DMA(III). Cabe destacar que tras 48 horas de tratamiento con
As(I11), los niveles de IL6 en el medio son significativamente inferiores a los del

control.

El LPS incrementa ligeramente la secrecion de 1L6 a las 2 horas, volviendo a las 4
horas a valores similares al control. En la mayoria de los tratamientos con arsénico/LPS
no se modifica la respuesta respecto al tratamiento Gnicamente con arsénico, si bien
existen cambios puntuales significativos. Cabe destacar la reduccion significativa en los

niveles de IL6 que se produce tras 48 horas de exposicion al tratamiento combinado con
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las tres especies arsenicales, y el aumento de IL6 tras 24 horas de exposicién a
DMAC(II/LPS.

Los tratamientos con las formas arsenicales, asi como la combinacion arsénico/LPS
no modifican la expresion de IL6, a excepcion de MMA(III)/LPS, que provoca un

descenso a las 24 horas [ratio de expresion (logy) =-2.3 +0.2].

Tabla 3. Niveles de IL6 (pg/mg proteina) tras distintos tratamientos con LPS, especies arsenicales
y combinaciones.

IL6
Tratamiento (pg/mg proteina)

2 horas 4 horas 6 horas 24 horas 48 horas

control 24+3 271 38+3 101+4 147 + 14
LPS 35+4 32+1 44 +2 94+9 177+ 18
As(IT) 26+3 303 45 +7 218+ 10 98+7
As(HIT)/LPS 31+4 347 45+5 242+ 19 49+6
MMA(I11) 29+5 26+3 32+8 138+ 10 253+ 29
MMAC(IT)/LPS 22+2 24+4 31+1 102 + 14 162+3
DMA(1II) 24+4 27+2 41+2 100+5 359+5
DMA(II1)/LPS 25+3 29+4 34+1 257+ 41 250 £ 41
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Figura 3. Niveles de IL6 en el medio de cultivo y cambios en la expresion tras tratamiento de As(l1l), MMA(III) y DMAC(III). Las barras representan el
porcentaje de IL6 en el medio de cultivo en relacién a un control no tratado a distintos tiempos de tratamiento [barras rayadas: LPS; barras grises: As(ll1),
MMA(I11) o DMA(II) y barras blancas: As(111)/LPS, MMAC(II)/LPS, DMA(I)/LPS]. Las lineas representan cambios relativos en la expresion de IL6 [ratio
de expresion (log,)] respecto a un control no tratado, tras tratamientos con LPS (linea continua, ®), As(IIl), MMA(III) o DMA(III) (linea punteada, o) o
As(IIT)/LPS, MMA(IIT)/LPS, DMA(IIT)/LPS (guién, V) (n=4-6). Los resultados significativos respecto al control sin tratamiento se indican con barras
rayadas (niveles de citoquinas) y con las figuras de las lineas en color rojo (expresion génica) (p<0.05). Los resultados significativos en los porcentajes de
secrecion de TNFa de los tratamientos arsénico/LPS respecto a los tratamientos Unicamente con arsénico se marcan con un asterisco sobre las barras

(p<0.05).
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6.1.4. Efecto del As(l11) sobre la expresion de IL1a e IL1S

Las figura 4 muestra los cambios en expresién de ILIo e IL1S de células Caco-2
expuestas a especies trivalentes, a LPS o a combinaciones de ambos. La expresion de
IL1a se induce significativamente con As(IIl) y MMA(III) tras 6 horas de tratamiento
[ratio de expresion (log,) = 1.5 £ 0.6 y 1.8 + 0.7, respectivamente]. EI DMA(III) causa
también una sobreexpresion, si bien a las 48 horas [ratio de expresién (log,) = 1.6 +
0.1]. Respecto a /L1, el MMA(III) incrementa significativamente su expresion tras 6
horas de tratamiento [ratio de expresidon (log;) = 2 + 0.5], no existiendo cambios
significativos para As(l11) y DMA(III).

El tratamiento con LPS no produce cambios significativos en los niveles de ARNm
de ambas citoquinas, sin embargo, es capaz de modular la respuesta proinflamatoria de
las células intestinales expuestas a las formas arsenicales. Asi, todos los tratamientos
combinados arsénico/LPS producen, respecto al tratamiento Unicamente con arsénico,
un incremento significativo en la expresion de ILIa e IL1§ a los tiempos superiores de
ensayo (24 yl/o 48 horas). La mayor respuesta se observa para el tratamiento con
As(II)/LPS [ratio de expresion (log,): ILI1a, 24 horas: 3.1 £ 0.8; IL1, 48 horas: 2.5 +
0.6].
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6.2. Efectos inflamatorios del arsénico sobre el modelo in vitro Caco-2/PBMC

Los ensayos realizados en el presente apartado se han llevado a cabo con dosis
subletales de arsénico [1 uM de As(lll) y DMA(IIIT); 0.1 uM de MMAC(III], LPS (10
ng/mL) o combinaciones de ambos arsénico/LPS a las concentraciones descritas
anteriormente. En todos los casos se han expuesto los cultivos durante 2, 4, 6 y 24
horas. Tras el tratamiento en sistemas Transwell® se han recuperado los medios apical y
basal, y se ha cuantificado el nivel de las citoquinas proinflamatorias TNFa, IL8 y IL6.
Adicionalmente se ha evaluado el nivel de expresion de ARNm de citoquinas en Caco-2
(TNFa, IL8 e IL6) y en PMBC (TNFa, IL8, IL6, IL10 e IL13).

6.2.1. Niveles proteicos de citoquinas proinflamatorias en el compartimento apical

Las figuras 5, 6 y 7 muestran los porcentajes de TNFa, IL8 e IL6, respectivamente,
secretados al medio apical tras los tratamientos aplicados, respecto los niveles de estas
citoquinas en cocultivos Caco-2/PBMC no tratados. Las tablas 4, 5y 6 se presentan los

contenidos de estas citoquinas en pg/mg de proteina.

Todas las especies arsenicales producen aumentos significativos de la citoquina
TNFa en el compartimento apical a las 24 horas de tratamiento (figura 5, tabla 4). Estos
incrementos son mas acentuados en los tratamientos con As(l11) y MMAC(III) que con
DMA(III). A tiempos inferiores, Unicamente el MMA(III) tras 4 horas de exposicion
incrementa significativamente el contenido de TNFa en el medio. El tratamiento con
LPS no provoca una respuesta significativa a los tiempos ensayados. Su combinacion
con las formas arsenicales solo afecta a la respuesta MMAC(III)/LPS, que respecto a
MMA(III), incrementa los niveles de TNFa en el medio a las 4 horas de tratamiento, y a
la respuesta As(I11)/LPS, que disminuye respecto a As(lll) los niveles de TNFa en el

medio a las 24 horas de tratamiento.
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Figura 5. Porcentaje de liberacion de TNFa en el medio apical, tras exposiciones a
distintos tiempos a LPS, arsénico y combinaciones de ambos, calculado respecto a los
niveles de TNFa en el medio apical de muestras control sin ningin tratamiento. Las
barras representan la media £ desviacion estdndar (n=4-6). Los cambios significativos
(p<0.05) respecto al control se marcan con una (a) y respecto al tratamiento Unicamente
con especie arsenical con una (b).

Tabla 4. Niveles de TNFa (pg/mg proteina) en el medio apical del cocultivo Caco-
2/PBMC tras distintos tratamientos con LPS, especies arsenicales y combinaciones.

TNFa

Tratamientos (pg/mg proteina)
2 horas 4 horas 6 horas 24 horas
Control 217+ 25 149 + 16 148 + 31 87 £ 13
LPS 208 £ 19 167 +31 165+ 6 102 + 10
As(IT) 180+ 41 178 + 58 151+ 10 153+ 24
As(HIT)/LPS 171+ 71 159+ 34 133+ 28 108+ 7
MMA(I11) 2069 173+ 10 141+31 154 + 24
MMAC(IT)/LPS 160 + 45 206 £ 16 163+ 22 118+ 16
DMA(I1T) 163+ 35 145+ 18 162 + 13 122+ 15
DMA(II1)/LPS 165 + 26 166 + 62 169 + 32 125+ 18
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En cuanto a IL8, la mayoria de los tratamientos (arsénico, LPS, arsénico/LPS)
incrementan su nivel, respecto al control, en el medio apical tras 2 y 4 horas (figura 6,
tabla 5). A partir de este tiempo los valores de IL8 retornan a niveles similares a los
hallados en el control. La coexposicion a As(I11)/LPS aumenta significativamente la
liberacion de IL8 al medio apical a las 24 horas, respecto al tratamiento con As(l11).
Este efecto se observa a las 6 horas con el tratamiento DMA(I)/LPS y MMA(III)/LPS.
En algunos tratamientos combinados a ciertos tiempos, por el contrario, se observan
contenidos de IL8 menores que los obtenidos para los tratamientos Gnicamente con las
formas arsenicales. Esta reduccidn es significativa a las 2 horas de exposicion a
DMA(HI/LPS y MMA(II)/LPS.

[ 2horas
250 [ 4horas
I 6 horas
I 24 horas
a
200 A a a a
a a af a
je i ﬁ
150 - b ab |” ab
3 T 7
E I
100 o
50 1
0

L2 A P AR P oMU P

Figura 6. Porcentaje de liberacion de 1L8 en el medio apical, tras exposiciones a distintos tiempos
a LPS, arsénico y combinaciones de ambos, calculado respecto a los niveles de 1L8 en el medio
apical de muestras control sin ningun tratamiento. Las barras representan la media + desviacion
estandar (n=4-6). Los resultados significativos (p<0.05) se indican en el texto. Los cambios
significativos respecto al control se marcan con una (a) y respecto al tratamiento nicamente con
especie arsenical con una (b).
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Tabla 5. Niveles de IL8 (pg/mg proteina) en el medio apical del cocultivo Caco-2/PBMC tras
distintos tratamientos con LPS, especies arsenicales y combinaciones.

IL8
Tratamientos (pg/mg proteina)
2 horas 4 horas 6 horas 24 horas

Control 829 £ 212 819 + 117 1019 £ 115 21597 + 8906
LPS 1394 + 66 1179 £ 156 1149 £ 177 20647 + 846
As(I11) 1424 £ 191 1459 £+ 122 1094 + 122 16975 + 1327
As(I1)/LPS 1139 £ 232 1384 £ 76 1334 £ 296 27104 + 1550
MMA(I11) 1354 £ 124 1349 £ 155 1119 £ 153 18703 + 1995
MMA(I1)/LPS 949 + 141 1379+ 181 1374+ 71 22007 + 1737
DMA(I1) 1329 + 224 1504 + 156 1064 + 214 23411 + 1594
DMA(II)/LPS 979 £ 83 1269 £ 193 1404 + 122 19588 + 2004

En cuanto a los contenidos de 1L6 liberados al medio apical (figura 7, tabla 6), no se
modifican tras el tratamiento con LPS a ninguno de los tiempos estudiados. ElI mayor
incremento se produce tras 6 horas de tratamiento con As(ll1), existiendo también un
aumento significativo a las 24 horas de exposicion. Las células tratadas con MMA(III) y
DMA(III) producen un menor incremento en los niveles de IL6 que el As(lIl), con
valores significativos respecto al control a las 2 horas para el MMA(lII) y hasta las 6
horas para el DMA(III). La introduccion de LPS en los tratamientos con arsénico no
conlleva una mayor liberacion de IL6 en relacion a las células tratadas sélo con las
formas arsenicales. Se observa, sin embargo, una reduccion en el nivel de IL6 que
resulta significativa para el As(I11)/LPS a las 2 'y 6 horas y para el DMA(II)/LPS a las 2
y 4 horas.
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Figura 7. Porcentaje de liberacion de IL6 en el medio apical, tras exposiciones a distintos tiempos
a LPS, arsénico y combinaciones de ambos, calculado respecto a los niveles de 1L6 en el medio
apical de muestras control sin ningun tratamiento. Las barras representan la media + desviacion
estandar (n=4-6). Los cambios significativos (p<0.05) respecto al control se marcan con una (a) y
respecto al tratamiento Unicamente con especie arsenical con una (b).

Tabla 6. Niveles de IL6 (pg/mg proteina) en el medio apical del cocultivo Caco-2/PBMC tras
distintos tratamientos con LPS, especies arsenicales y combinaciones.

IL6
Tratamientos (pg/mg proteina)
2 horas 4 horas 6 horas 24 horas

Control 356 + 48 389 + 86 360 + 20 887 £ 177
LPS 310 + 62 302+ 49 399 + 84 727 £ 175
As(I11) 380 + 55 491 + 104 1053 + 152 2275 + 196
As(IT)/LPS 243+ 31 622+ 73 721 +108 1918 + 509
MMA(IIT) 550 £ 71 551 £ 95 333+64 789 + 325
MMA(IIT)/LPS 641 + 129 611 + 98 423 +88 850 + 398
DMA(I11) 561 + 119 537 + 58 643 £ 128 1287 + 379
DMA(IIIT)/LPS 239+ 41 292 + 67 536 + 105 1409 + 477
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6.2.2. Niveles proteicos de citoquinas proinflamatorias en el compartimento basal

Las figuras 8, 9 y 10 muestran los porcentajes de citoquinas (TNFa, IL8 € IL6) en el
medio basolateral de los cocultivos Caco-2/PBMC en respuesta a los tratamientos con
arsénico, LPS o combinaciones arsénico/LPS (porcentajes calculados respecto a las
células control). En las tablas 7, 8 y 9 se presentan los contenidos de estas citoquinas en
pg/mg de proteina. En general, la liberacién de citoquinas a lado basolateral es muy

superior a la observada en el lado apical.

TNFa es la citoquina con mayores cambios en respuesta a los tratamientos con las
distintas formas arsenicales, especialmente a tiempos cortos (figura 8, tabla 9). Los
incrementos tras 2 horas son similares para todas las especies (1387 - 1591%). El LPS
produce incrementos en los valores de TNFa a 2, 4 y 6 horas, sin embargo, estos
aumentos, especialmente a las 2 y 4 horas, son inferiores a los obtenidos para las células
expuestas a las formas arsenicales. En los tratamientos combinados arsénico/LPS se
observa un aumento en la respuesta respecto a los tratamientos con la forma arsenical
para As(I11)/LPS y MMA(II)/LPS a las 2 y 4 horas, y para DMA(III)/LPS a las 6 horas.
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Figura 8. Porcentaje de liberacion de TNFa en el medio basal, tras exposiciones a distintos
tiempos a LPS, arsénico y combinaciones de ambos, calculado respecto a los niveles de TNFa en
el medio basal de muestras control sin ningln tratamiento. Las barras representan la media +
desviacion estandar (n=4-6). Los cambios significativos (p<0.05) respecto al control se marcan
con una (a) y respecto al tratamiento Unicamente con especie arsenical con una (b).

Tabla 7. Niveles de TNFa (pg/mg proteina) en el medio basal del cocultivo Caco-2/PBMC tras
distintos tratamientos con LPS, especies arsenicales y combinaciones.

TNFa
Tratamientos (pg/mg proteina)
2 horas 4 horas 6 horas 24 horas

Control 25+ 12 37 +20 77 + 24 3004 + 1279
LPS 45+5 96 + 27 150 + 53 3431 + 781
As(I11) 347 + 26 124 + 30 315+ 81 6451 + 2026
As(I1)/LPS 491 + 73 379+ 77 215+ 10 7131 + 3092
MMA(III) 398 + 29 133 + 34 115 + 27 3373 + 691
MMA(I1)/LPS 559 + 72 267 + 47 97 + 22 7734 + 4197
DMA(I11) 371+ 48 580 + 158 146 + 64 2880 + 661
DMA(I1)/LPS 416+ 11 561 + 47 561 + 201 6805 + 2919
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Los niveles de IL8 en el lado basal también se incrementan con los tratamientos
aplicados respecto a un control no tratado, incluido el LPS (figura 9, tabla 8). Los
cambios no son tan marcados (< 300%) como para el TNFaq, se manifiestan mas tarde
(entre 4 y 24 horas) y se incrementan con el tiempo. Los valores maximos se detectan a
las 24 horas y son similares para las tres especies arsenicales. No se observan
diferencias importantes entre los tratamientos individuales y las co-exposiciones con
LPS.
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Figura 9. Porcentaje de liberacidn de IL8 en el medio basal, tras exposiciones a distintos tiempos
a LPS, arsénico y combinaciones de ambos, calculado respecto a los niveles de 1L8 en el medio
basal de muestras control sin ningln tratamiento. Las barras representan la media + desviacion
estandar (n=4-6). Los cambios significativos (p<0.05) respecto al control se marcan con una (a) y
respecto al tratamiento Unicamente con especie arsenical con una (b).
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Tabla 8. Niveles de IL8 (pg/mg proteina) en el medio basal del cocultivo Caco-2/PBMC tras
distintos tratamientos con LPS, especies arsenicales y combinaciones.

IL8
(pg/mg proteina)
2 horas 4 horas 6 horas 24 horas
Control 2760 + 329 3520+ 805 | 2073 +793 15709 + 3234
LPS 3215+334 | 8124+2713 | 4079 +818 327252 + 2671
As(11T) 3005+ 622 | 5846+2586 | 3373+311 45512 + 5341
As(I1)/LPS 2892 + 437 5295 + 855 | 4679 + 897 49655 + 9111
MMA(III) 3469 + 280 5439 + 642 3648 + 351 41150 + 4241
MMA(1)/LPS 3303 + 588 5399 + 734 | 4304 + 530 47392 + 6441
DMA(I1I) 3435 + 265 5702 + 618 | 4685 + 681 37262 + 6127
DMA(II/LPS 2579 + 337 4472 +508 | 4472 + 615 47751 + 9897

Los niveles de citoquina IL6 en el compartimento basal presentan también cambios
respecto al control tras la estimulacion con LPS siendo la citoquina mas inducida por
este compuesto (figura 10, tabla 9). Por lo que respecta a los tratamientos con especies
arsenicales, todas ellos producen un incremento en los niveles de citoquina, con valores
maximos, en porcentaje respecto al control, a las 4 horas de exposicion para As(I11) y a
las 6 horas para MMA(III). En los tratamientos conjuntos arsénico/LPS se observa un
descenso en los niveles de IL6 respecto a los tratamientos inicamente con arsénico. Este

efecto es significativo en la mayoria de los tiempos y tratamientos.
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Figura 10. Porcentaje de liberacion de IL6 en el medio basal, tras exposiciones a distintos
tiempos a LPS, arsénico y combinaciones de ambos, calculado respecto a los niveles de I1L6 en el
medio basal de muestras control sin ningun tratamiento. Las barras representan la media *
desviacion estandar (n=4-6). Los cambios significativos respecto al control (p<0.05) se marcan
con una (a) y respecto al tratamiento Gnicamente con especie arsenical con una (b).

Tabla 9. Niveles de IL6 (pg/mg proteina) en el medio basal del cocultivo Caco-2/PBMC tras
distintos tratamientos con LPS, especies arsenicales y combinaciones.

IL6

Tratamietnos (pg/mg proteina)
2 horas 4 horas 6 horas 24 horas
Control 356 + 48 398 + 106 256 + 65 1434 + 238
LPS 310 + 62 432 +91 782 + 87 3019 + 459
As(111) 380 + 55 1139+126 | 595+ 76 2507 + 301
As(I1)/LPS 243 + 31 520+ 117 | 410+ 110 1349 + 421
MMA(III) 550 + 71 551 + 95 775 + 178 2186 + 560
MMA(IT)/LPS 285 + 58 458 + 56 441 + 100 822 + 271
DMA(III) 561 + 119 695 + 138 422 +131 1701 + 640
DMA(II)/LPS 239 + 52 292 + 67 217 +50 2045 + 488
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6.2.3. Cambios en la expresion de ARNm de TNFa, IL8 e IL6 en células Caco-2 en
cocultivo con PBMC

La figura 11 muestra los cambios en la expresion de TNFa, IL8 e IL6 en células
Caco-2 tras la exposicion del cocultivo a LPS, especies arsenicales trivalentes o
combinaciones. Los cambios significativos en la expresion de las distintas citoquinas
entre tratamientos con arsénico y arsénico/LPS no se han considerado en el caso que

ninguno de los dos presente diferencias significativas respecto al control.

Los cambios en respuesta a LPS son poco remarcables, con un ligero incremento en

la expresién de 1L8 [ratio de expresion (log,) = 1.5 £+ 0.3] a las 6 horas de tratamiento.

En cuanto a las formas arsenicales, el As(l1l) produce incrementos en la expresién
de IL8 e IL6 a las 4 y 6 horas de exposicion, con aumentos especialmente importantes
para IL8 [ratio de expresion (log,) entre 4.9 y 9.5]. El tratamiento combinado
As(II)/LPS, en general disminuye la respuesta a estos tiempos, hasta valores
semejantes al control. El tratamiento con MMA(III) produce un incremento
significativo en la expresion de TNFa tras 24 horas y de IL6 tras 2 horas, mientras que
para IL8 una regulacién a la baja a las 6 horas de tratamiento. La combinacion
MMA(I1)/LPS aumenta la expresion de TNFa respecto al control a las 6 y 24 horas.
Respecto al tratamiento con MMA(III), la combinacion MMA(II)/LPS incrementa la
expresion de TNFa e IL8 (6 horas) y reduce la expresion de I1L6 a las 2 horas. El
DMA(I1) no incrementa la expresion de ninguna citoquina, mientras que el tratamiento
combinado DMA(I1)/LPS aumenta Unicamente la expresion de IL8 a las 6 horas, tanto

respecto al control como al tratamiento Gnicamente con DMA(III).
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Figura 11. Ratio de expresion (log,) de ARNm de TNFa, IL8 e IL6 en células Caco-2 tras
exposiciones a distintos tiempos a LPS, arsénico y combinaciones de ambos. Los valores para
cada tratamiento se comparan con los niveles de ARNm de muestras control sin ningdn
tratamiento pero mantenidas el mismo tiempo en cultivo. Las barras representan la media +
desviacion estadndar (n=6-8). Los cambios significativos (p<0.05) respecto al control se marcan
con una () y respecto al tratamiento Unicamente con especie arsenical con una (b).
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Figura 11. Continuacion.
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6.2.4. Cambios en la expresion de ARNm de TNFa, IL8 e IL6 en PBMC en cocultivo

con Caco-2

La figura 12 muestra los cambios en la expresion de TNFa, IL8 e IL6 en el medio
apical del cocultivo Caco-2/PBMC tras la aplicacion de LPS, especies arsenicales

trivalentes o combinaciones arsénico/LPS.

Los cambios en la expresion de las citoquinas en los PBMC varian en funcion de la
citoquina estudiada. De modo general, existe una reduccion en la expresion de TNFa en
todos los tratamientos aplicados, especialmente importante para LPS y As(l11) [ratio de
expresion (log,) entre -3.1 y -3.4]. Los cambios en la expresién de IL8 son solamente
destacables para el tratamiento con LPS tras 2 y 24 horas de exposicion [ratio de
expresion (log,) entre 1.5y 1.9] y para el tratamiento combinado DMA(I11)/LPS a las 2
horas [ratio de expresion (log,) = 2.3 £ 0.9]. Para la IL6 se observa, en general para los
tratamientos con LPS y arsénico/LPS un incremento en la expresién a 2 horas,
comparado con el control. A este tiempo también se observa una tendencia a
incrementar la expresion respecto a los tratamientos Unicamente con arsénico. A
tiempos superiores, tanto los tratamientos con LPS, como con arsénico y las
combinaciones tienden a reducir la expresién de IL6 [4-6 horas, ratio de expresion
(log,) entre —2.6 y -3.7].
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Figura 12. Ratio de expresion (log,) de ARNm de TNFa, IL8 e IL6 en PBMC tras exposiciones a
distintos tiempos a LPS, arsénico y combinaciones de ambos. Los valores para cada tratamiento
se comparan con los niveles de ARNm de muestras control sin ningun tratamiento pero
mantenidas el mismo tiempo en cultivo. Las barras representan la media + desviacién estandar
(n=6-8). Los resultados significativos respecto al control (p<0.05) se marcan con una (a) y
respecto al tratamiento Unicamente con especie arsenical con una (b).
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Figura 12. Continuacion.
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6.2.5. Cambios en la expresion de ARNm de 1L10 e IL13 en PBMC

La figura 13 muestra los cambios en los niveles de ARNm para IL10 e IL13 en los
PBMC del cocultivo, tras los distintos tratamientos. Los resultados obtenidos muestran
que el LPS reduce la expresion de 1L10 a las 2 horas [ratio de expresion (log,) = 2.6 +
0.02] mientras que a las 4 horas es capaz de inducir la expresion de 1L10 e IL13 [ratio

de expresidn (logy) = 3.6 £ 0.5y 3.8 + 1, respectivamente] (figura 13).

Ratio de expresion (log,)

-4 T T T T
2 4 6 24

Tiempo (horas)

 — | 0]
 —

Figura 13. Ratio de expresion (log,) de ARNm de IL10 e IL13 en PBMC tras exposicién a LPS.
Los valores para cada tratamiento se comparan con los niveles de ARNm de muestras control sin
ningln tratamiento pero mantenidas el mismo tiempo en cultivo. Las barras representan la media
+ desviacion estandar (n=6-8). Los resultados significativos (p<0.05) se marcan con una (a).
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La figura 14 muestra los cambios de expresion de ARNm tras los tratamientos con
As(I11) o As(II1)/LPS. Existe una tendencia a la reduccion en la expresion de I1L10 e

IL13 con ambos tratamientos, si bien la respuesta sélo es significativa para IL10.

IL10 IL13
1,0 5

T

21,0 -

ab

Ratio de expresion (log,)
N
)

Ratio de expresion (log,)

-5 . . . T -2,0 T T . T
2 4 6 24 2 4 6 24
Tiempo (horas) Tiempo (horas)

1 As(lll)
1 As(IlI)/LPS

Figura 14. Ratio de expresion (log,) de ARNm de IL10 e IL13 en PBMC tras exposicion a
As(I11) y As(IIT)/LPS. Las barras representan la media + desviacion estdndar (n=6-8). Los
resultados significativos respecto al control (p<0.05) se marcan con una (a) y respecto al
tratamiento Unicamente con especie arsenical con una (b).

El MMA(11) produce en la mayoria de los casos una reduccion significativa en los
niveles de ambas citoquinas (figura 15). La mayor reduccion se produce para la IL10 a
las 2 horas [ratio de expresion (log,) = -3.5 + 0.03]. El tratamiento combinado
MMA(I1)/LPS produce un descenso mas marcado en los niveles de ARNm de ambas
citoquinas que el tratamiento con MMA(II1), especialmente a las 24 horas. Nuevamente,
la citoquina IL10 es la que presenta el mayor descenso de expresion [24 horas; ratio de

expresion (log,) =-4.8 + 0.5].
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Figura
15. Ratio de expresion (log,) de ARNm de IL10 e IL13 en PBMC tras exposicion a MMA(III) y
MMA(I)/LPS. Las barras representan la media + desviacion estandar (n=6-8). Los resultados
significativos respecto al control (p<0.05) se marcan con una (a) y respecto al tratamiento
Unicamente con especie arsenical con una (b).

Los cambios en las citoquinas ocasionados por los tratamientos con DMA(III) y
DMA(I)/LPS se presentan en la figura 16. Tras el tratamiento con DMA(III) existe
una reduccion en la expresion de 1L10 e 1L13 [ratio de expresion (log,) entre -2.7 y -3.8]
a las 2 horas de exposicidn. El tratamiento DMA(I11)/LPS reduce los niveles de ARNm
hasta las 24 horas de exposicién [ratio de expresion (log,) entre -2.9 y -1.5], aunque este

descenso es menor al observado para el DMA(III).
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Figura 16. Ratio de expresion (log,) de ARNm de IL10 e IL13 en PBMC tras exposicion a
DMAC(IIT) y DMA(II)/LPS. Las barras representan la media + desviacion estandar (n=6-8). Los
resultados significativos (p<0.05) se marcan con un asterisco.

6.2.6. Valores de RET y transporte de lucifer yellow en los cocultivos Caco-2/PBMC

La figura 17 muestra los valores de RET de la monocapa celular formada por Caco-
2y el transporte de LY al compartimento basolateral en el cocultivo Caco-2/PBMC para
los distintos tratamientos ensayados. Los valores de estos parametros en el control
Caco-2 /PBMC (RET: 263 + 30 Q cm?, transporte de LY: 0.6 = 0.5%) son similares a
los obtenidos en el capitulo 3 para los controles de monocultivos Caco-2 sembrados en

Transwells® (RET: 313 + 30 Q cm?; transporte de LY: 0.5 + 0.02 %).

Los tratamientos individuales con especies arsenicales no afectan la RET. Por el
contrario el tratamiento con LPS o especie arsenical/LPS produce un descenso
significativo de la RET (179-196 Q cm?) respecto al control no tratado y a las

exposiciones Unicamente a especie arsenical, sin diferencias significativas entre

tratamientos.
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Respecto al transporte de LY, As(lll) y MMA(III) no afectan a este parametro,
mientras que las células tratadas con DMA(I11) muestran un aumento significativo en su
transporte (1.9 + 0.4%) respecto al control no tratado (0.6 £ 0.5%). El tratamiento con
LPS, asi como las combinaciones arsénico/LPS también aumentan el transporte de LY,

siendo los tratamientos conjuntos los que producen un mayor incremento.
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Figura 17. Valores de RET (barras; eje izquierdo) y porcentaje de transporte de lucifer yellow al
compartimento basolateral (linea continua; eje derecho), tras tratamientos con LPS, especies
arsenicales trivalentes y combinaciones durante 24 horas. Los datos representan la media +
desviacidn estandar (n=4-6). Las diferencias significativas (p<0.05) respecto al control no tratado
se marcan en gris (barras) o con un asterisco (linea)
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6.2.7. Transporte apical-basolateral de especies arsenicales en cocultivos Caco-
2/PBMC

La figura 18 muestra los contenidos de arsénico en el lado basolateral a distintos
tiempos de exposicion del cocultivo Caco-2/PBMC a As(111), MMA(II1), DMA(III) y

combinaciones de estas especies arsenicales con LPS.

Los porcentajes de transporte de las formas arsenicales muestran la gradacion
DMA(IN>MMA(II)>As(I1I). La presencia de LPS modifica el transporte de la forma
inorganica y monometilada. El tratamiento con As(111)/LPS presenta a todos los tiempos
un transporte significativamente superior al observado en células tratadas sélo con
As(111), con un maximo a las 6 horas [As(I11): 31 £ 6 ng/mg proteina; As(l11)/LPS: 113
* 11 ng/mg proteina]. La coexposicion MMA(II)/LPS aumenta el transporte de esta
forma arsenical a las 4 horas [MMA(II1): 8 £ 2 ng/mg proteina; MMA(II)/LPS: 21+ 1
ng/mg proteina] y 6 horas [MMA(III): 12 + 0.4 ng/mg proteina; MMA(III)/LPS: 17 + 2
ng/mg proteina]. Por lo que respecta al DMA(III), la introduccién de LPS no afecta

significativamente su transporte al lado basolateral.

315



Capitulo 6. Resultados

160 -
[ 2 horas
[ 4 horas
140 A I 6 horas -
[ 24 horas
8 120+ &
c
B
5 100 1 N
()
k] L *
@ 80 A &
S
o
2 60 .
e
}_
R 40 A «
20 + “
L Al =

Ast\D ASQ“Y,\,PS MMM\S\MAQ\\Y‘LPS D\\I\M\SMM\\\\*\’PS

Figura 18. Porcentajes de transporte de arsénico al lado basolateral a distintos tiempos, tras el
tratamiento con especies arsenicales trivalentes solas 0 en combinacion con LPS. Los porcentajes
estan calculados en base a la adicion (ng de arsénico total) aplicada al compartimento apical del
cocultivo Caco-2/PBMC. Las barras representan la media + desviacion estandar (n=4-6). Las
diferencias significativas (p<0.05) respecto a los tratamientos Unicamente con la arsénico se
marcan con un asterisco.
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Discusion

La mucosa intestinal participa de forma activa en la respuesta inflamatoria frente a
distintos estimulos asi como en el establecimiento de interacciones con células del
sistema inmune (Eckmann, et al., 1995). Las células epiteliales intestinales son capaces
de sintetizar distintas citoquinas, tales como IL1, IL6, IL8, TGFB y TNFa (Vitkus et al.,
1998; Woywodt et al., 1994). El modelo celular Caco-2 se ha empleado previamente en
la evaluacién de procesos inflamatorios y se ha puesto de manifiesto que sintetizan y
secretan citoquinas frente a diversos estimulos (Jung et al., 1995; Amin et al., 2008;
Brozek et al., 2008; Van de Walle et al., 2010). Asi mismo, las células Caco-2 son
capaces de desarrollar tras su diferenciacion caracteristicas similares a los enterocitos y
expresar multiples proteinas de membrana, entre ellas receptores tipo toll directamente
relacionados con la sefializacion en respuesta a estimulos inflamatorios a nivel intestinal
(Cario et al., 2000)

Los estudios que evaltan el efecto del arsénico en la respuesta inmune tanto en
poblaciones como en modelos in vivo y en sistemas in vitro, presentan resultados
contradictorios indicativos de la complejidad y la diversidad en la respuesta segun el
tipo celular o el modelo de estudio utilizado (Soto-Pefia et al., 2006; Fry et al., 2007;
Burchiel et al., 2009; Acharya et al., 2010). Las citoquinas proinflamatorias, moléculas
peptidicas que actlan como mediadores en la regulaciéon de la respuesta inmune e
inflamatoria, se inducen tras el tratamiento con arsénico de distintos tipos celulares
(Germolec et al., 1997; Yen et al., 1996; Corsini et al., 1999). Esté aceptado que una de
las causas que desencadena este proceso proinflamatorio es la generacion de estrés
oxidativo (Eblin et al., 2008; Bourdonnay et al., 2009b; Escudero-Lourdes et al., 2010).

En la presente tesis se ha evaluado el efecto de los tratamientos con especies
arsenicales trivalentes [As(111), MMA(IIT) y DMA(III)] sobre la expresion génica (IL1a,
IL1p, TNFa, IL8 € IL6) y niveles proteicos (TNFa, IL8 ¢ IL6) de distintas citoquinas en
el modelo in vitro Caco-2. La citoquina TNFa tiene multiples efectos proinflamatorios,
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tanto a nivel local como sistémico. Es fundamental en la respuesta de fase aguda asi
como en el reclutamiento y adhesidn de leucocitos y la presentacién de antigenos (Van
de Walle et al., 2010), siendo uno de los primeros factores solubles que se producen tras
un estimulo antigénico, tal y como apuntan los tiempos cortos en los que se manifiesta
la méxima respuesta tras exposicion a arsénico. Es capaz de inducir la produccién de
otras citoquinas tales como IL1, IL6, IL8 e 1L12 (Sands, 1997), ejerciendo con ello un
efecto proinflamatorio. La quimiocina proinflamatoria I1L8 se ha asociado con la
quimiotaxis de neutréfilos y su degranulacion (Baggiolini et al., 1994, 1995). Aumentos
en la expresién de IL8 se han puesto de manifiesto en células endoteliales, neutréfilos
tisulares, macréfagos asociados a tumores y células cancerosas, indicando que tiene una
importante participacion en la regulacion del microambiente tumoral, promoviendo la
angiogénesis, la proliferacion y la migracion celular (Waugh y Wilson, 2008). IL6 es
una citoquina inmunoreguladora que participa en los procesos de crecimiento,
metastasis y angiogénesis en distintos tumores, incluido el cancer colorrectal (Brozek et
al., 2005; Hsu y Chung, 2006).

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que las especies arsenicales
trivalentes afectan la secrecion y la expresion a nivel de ARNm de diversas citoquinas,
induciendo una respuesta principalmente inflamatoria en células Caco-2. Asi, se ha
demostrado el incremento significativo en la liberacion al medio de TNFa, IL8 e IL6 en
respuesta a las formas arsenicales trivalentes, especialmente DMA(III) y As(lIl). Las
citoquinas TNFa e IL8 son las que mayores cambios presentan. También se ha
observado un incremento en los niveles de expresion de ILIo tras exposicion a las tres
formas arsenicales, mientras que /L1 sélo presenta un incremento en su expresion con
el MMAC(IIN). Las células expuestas a arsénico aumentan la secrecidn del factor de
necrosis tumoral desde las 2 horas. Este incremento de TNFa en el medio podria ser
responsable del posterior aumento de la secrecién de las citoquinas IL6 e IL8 que tiene
lugar a tiempos superiores (24-48 horas). Numerosos estudios ponen de manifiesto la
induccion de IL6 e IL8 por parte de TNFa en células epiteliales del intestino (Sonnier et
al., 2010; Van de Walle et al., 2010).
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El dnico antecedente sobre efectos del arsénico en el epitelio intestinal ha sido
descrito para el As(l11) (Hershko et al., 2002). Este estudio muestra una inhibicién en la
produccion de IL6 en células Caco-2 tratadas con As(III) tras su estimulo con IL1p. Las
diferencias observadas respecto a los resultados obtenidos en la presente tesis pueden
deberse a varios factores: empleo de células Caco-2 no diferenciadas; diferentes tiempos
de estimulacion y secuencia de aplicacion del As(I11); concentracion de As(Il1) (500
pUM), muy superior a la aplicada en este trabajo. En la presente tesis, los estudios
preliminares realizados para fijar las concentraciones de ensayo pusieron de manifiesto
que el tratamiento de Caco-2 con 50 uM de As(ll) suponia una reduccion en la
expresion de ARNm de ILIa, IL1p, IL6, IL8 y TNFa [ratio de expresion (log,) entre -4
y -2], dato que evidencia la importancia de la dosis de exposicion en el tipo de respuesta
celular. Existen otros trabajos que han descrito un efecto antiinflamatorio del arsénico
sobre distintos tipos celulares (Zhou et al., 2006; Shen et al., 2011). En un estudio
reciente, Singer et al. (2011), observaron la capacidad del As(Ill) (34-67 puM; 2.5-5
pg/mL) de prevenir o revertir el dafio tisular, la inflamacion y la muerte de los animales
en un modelo murino de colitis inducida. La via comin que se establece para este efecto
antiinflamatorio es a través de la inhibicion del factor nuclear Kp (NFKB), uno de los
reguladores mas importantes de la expresion génica de TNFa, IL1B, IL6 e IL8 (Tak y
Firestein, 2001). No obstante, los estudios descritos emplean dosis més elevadas que las
aplicadas en el presente estudio y se sabe que los efectos del arsénico sobre NFK[3

dependen de la dosis y el tiempo de exposicién, entre otros factores (Flora, 2011).

El MMAC(INI) es la forma arsenical que produce una menor respuesta inflamatoria de
las especies trivalentes ensayadas. Como se ha puesto de manifiesto en el capitulo 4 de
esta tesis, el MMA(III) es un compuesto que induce la muerte de la células intestinales
por apoptosis, proceso durante el cual la liberacidn de sustancias celulares es menor que
en los procesos necréticos, y que no lleva a la induccién de reacciones inflamatorias tan
acentuadas (Haanen y Vermes, 1995). No existen estudios previos que indiquen que el
MMA(I11) no modifique o reduzca la produccion de citoquinas proinflamatorias. Eblin
et al. (2007) por el contrario, observan la activacion de factores de transduccién de

moléculas inflamatorias tras exposiciones a MMAC(III) (50 nM, 30 min) de células de
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vejiga urinaria (UROtsa). Otros estudios llevados a cabo también en células UROtsa
indican incrementos en la produccion de citoquinas proinflamatorias (IL1, IL2, 1L4,
IL6, IL15 e IL17) tras exposiciones a MMAC(III), si bien IL8 no ha sido evaluada
(Escudero-Lourdes et al., 2010). Las diferencias entre los resultados hallados en células
Caco-2 y los descritos en células UROtsa, pueden deberse a diferencias en la retencién
celular y el metabolismo de arsénico por ambas lineas celulares. En el capitulo 2 de esta
tesis se ha puesto de manifiesto que las células intestinales son capaces de metabolizar
el arsénico, mientras que las células UROtsa no expresan la AS3MT y por tanto no
metabolizan (Drobna et al., 2005). Esto puede influir en la cantidad y formas

acumuladas en el interior celular y por lo tanto en la respuesta inflamatoria generada.

Adicionalmente a los estudios realizados con arsénico, se han llevado a cabo
tratamientos de los monocultivos Caco-2 con especies arsenicales trivalentes vy
lipopolisacérido de Salmonella enterica, con el objeto de evaluar el efecto conjunto de
esta combinacion en el tracto gastrointestinal. Teniendo en cuenta que las zonas con una
mayor prevalencia de agua contaminada con arsénico son zonas rurales de paises en
desarrollo y que el acceso a fuentes de agua potable es limitado, la coexistencia de
ambos factores (microorganismos patdgenos y arsénico) no es descartable. Los
resultados muestran que la presencia de LPS produce un aumento en la respuesta
proinflamatoria del As(l11) y el DMAC(III). La respuesta conjunta MMA(I)/LPS es, en
general, distinta a la observada para las otras dos especies, produciéndose en la mayoria
de los casos un descenso en la produccion de TNFa e IL6, respecto al tratamiento
Unicamente con arsénico o con LPS. Se desconoce sin embargo la causa de este tipo de

regulacion.

El modelo de epitelio intestinal formado por el cultivo Caco-2 permite realizar una
primera aproximacion a los procesos inflamatorios relacionados con el arsénico a nivel
intestinal. Sin embargo, la introduccion de células del sistema inmune en cocultivo se
aproxima mas a la situacion in vivo, ya que el tracto gastrointestinal acoge el mayor
namero de células del sistema inmune del organismo. EI modelo in vitro de cocultivo de
células de epitelio intestinal con distintos tipos celulares del sistema inmune se ha

descrito previamente para evaluar los factores que afectan a la inflamacion intestinal
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(Kerneis et al., 1997; Kanzato et al., 2001; Satsu y Shimizu 2006; Parlesak et al., 2004;
Kucharzik et al., 2007; Ishimoto et al., 2010; Emami et al., 2011). La interaccién entre
células del epitelio intestinal y del sistema inmune a través de factores solubles también
ha sido evidenciada (Shaykhiev y Bals, 2007; Pellegrina et al., 2009). Esta interaccion
también se ha puesto de manifiesto en la presente tesis, ya que el cocultivo Caco-
2/PBMC presenta mayores niveles de todas las citoquinas evaluadas, tanto en el medio
tanto apical como basolateral, y tanto en los controles como en los tratamientos, en

relacién al monocultivo Caco-2.

Las diferencias observadas entre ambos modelos, Caco-2 y Caco-2/PBMC, pueden
ser debidas a la modulacion por parte de los PBMC sobre la respuesta de las células
epiteliales. La presencia de PBMC en el lado basolateral incorpora la interaccion a
través de factores solubles entre distintos tipos celulares. A este respecto, Haller et al.
(2000) han observado que tras neutralizar el TNFa del medio de cultivo, se inhibe la
secrecion de IL8 y TNFa en células Caco-2. Asimismo, observaron también una
secrecion polarizada de TNFa al compartimento basal tras estimular las células Caco-2
con bacterias patogénicas, siendo identificado como uno de los mediadores tempranos
en la respuesta intestinal. Debido a sus efectos proinflamatorios, los incrementos en su
sintesis se han asociado con dafio tisular, induccidon de apoptosis en enterocitos y

patologias intestinales (Haller et al., 2000).

Adicionalmente, la incorporacién de PBMC al modelo in vitro de epitelio intestinal
supone modificaciones significativas frente al empleo de células Caco-2
exclusivamente. En primer lugar, el soporte de cultivo empleado es distinto, ya que en
el monocultivo Caco-2 las células se siembran sobre placas de plastico, mientras que en
el cocultivo se encuentran sobre un soporte semipermeable que separa los
compartimentos apical y basolateral. En células polarizadas es de especial importancia
el soporte de crecimiento para el desarrollo adecuado de sus caracteristicas
morfolégicas y funcionales (Gaillard y Finlay, 1996; Fuller y Simons, 1986). Otros
autores han descrito la secrecion bidireccional de citoquinas por parte de células
intestinales, en funcién del origen del estimulo (Sonnier et al., 2010). Por otro lado, se

ha puesto de manifiesto que en sistemas Transwell® la acumulacién celular y
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metabolismo de As(l11) se modifica en relacion a las placas multipocillo (capitulo 2). En
cualquier caso, la exposicion de la moncapa formada por Caco-2 a las formas
arsenicales en un modelo Transwell®, mas cercano a las condiciones reales de la mucosa
intestinal, pone de manifiesto un incremento de citoquinas proinflamatorias en el
compartimento apical (lumen intestinal) y especialmente en el compartimento basal

(l&mina propia).

Los resultados obtenidos combinando ambos tipos celulares (Caco-2/PBMC)
indican que la exposicion a las formas trivalentes arsenicales, al igual que ocurria con
los monocultivos Caco-2, induce una respuesta proinflamatoria. Esta se manifiesta en
un incremento de las citoquinas TNFa, IL8 e IL6 secretadas al compartimento basal.
Por otra parte, los niveles de citoquinas en el lado apical, aunque menores a los
observados en el lado basolateral, también son significativamente superiores a los
obtenidos en las células control. En general, si bien los niveles de expresion de ARNm
en Caco-2 para las citoquinas ensayadas no se modifican de forma apreciable tras el
tratamiento con arsénico, se puede hablar sin embargo de una tendencia general de

regulacion a la baja de la expresion de estas citoquinas en PMBC.

En PBMC, ademas de las citoquinas proinflamatorias nombradas, se ha evaluado la
expresion de 1L10 e IL13. IL10 inhibe la activacién de células del sistema inmune, asi
como de células endoteliales y la produccién de diversas citoquinas en macrofagos y
celulas Thl (Fiorentino et al., 1991a, 1991b). IL13 inhibe la produccion de citoquinas
inflamatorias tras la induccién por LPS de PBMC (Kucharzik et al., 1998).

Haller et al. (2000), empleando el mismo modelo in vitro que el utilizado en la
presente tesis (cocultivo Caco-2/PMBC), ha evidenciado que tanto TNFa como IL1a
son moléculas que estimulan la secrecién de IL10 a modo de retroalimentacion negativa
en el control de la inflamacién intestinal. En esta tesis se ha observado un descenso en
la expresion de las citoquinas antiinflamatorias IL10 e IL13 en PBMC, especialmente
tras el tratamiento con As(l11), indicando que el arsénico es capaz, no solo de producir
una respuesta inflamatoria a través de la secrecion de citoquinas, sino que también
afecta a los procesos de regulacion y mantenimiento de la misma, reduciendo la
expresion de moléculas implicadas en el control de la inflamacién. Sin embargo, no se
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han cuantificado los niveles de IL10 e I1L13 en el medio de cultivo, por lo que serian
necesarios mas estudios para corroborar la implicacion de estos factores en la respuesta

inflamatoria intestinal inducida por arsénico.

En general se observa un menor efecto del LPS en este sistema que en el
monocultivo Caco-2. Estudios previos realizados por Haller et al. (2000) con un sistema
compartimentalizado similar al sistema Transwell® empleado en el presente trabajo,
ponen de manifiesto que el LPS de Escherichia coli no induce la secrecién de TNFo en
PBMC cocultivados con Caco-2, y concluyen que el LPS no migra a través de la barrera
epitelial. Este podria ser el motivo por el cual la coexposicién con LPS no produce un
aumento generalizado de la respuesta proinflamatoria. Los tratamientos combinados
arsénico/LPS en los cocultivos, afectan principalmente a la secrecion de TNFa al lado
basolateral. Los niveles de esta citoquina en las células coexpuestas se mantienen
elevados durante todo el tratamiento, mientras que en las exposiciones individuales a

arsénico los valores se van reduciendo con el tiempo.

Las células epiteliales que forman la mucosa intestinal son piezas clave en la
funcioén barrera de la mucosa. Las uniones intracelulares de las células epiteliales son las
responsables mayoritarias de la permeabilidad del epitelio y de la selectividad de su
transporte. Se ha puesto de manifiesto que diversas citoquinas proinflamatorias
producen un aumento de la permeabilidad intestinal (Ma et al., 2005; Al Sadi et al.,
2009; 2011), la cual se asocia a cambios conformacionales de proteinas de las uniones
intercelulares que conllevan finalmente una desestructuracion de las mismas. En el
presente trabajo se han puesto de manifiesto cambios en el transporte de lucifer yellow a
través del modelo Caco-2/PBMC tras determinados tratamientos. Asi, el tratamiento
individual con DMAC(III) o con LPS afecta significativamente a este pardmetro y
también lo hacen los tratamientos conjuntos especie arsenical/LPS. En todos los casos
se observa un mayor transporte de lucifer yellow a través de la uniones intracelulares y
por tanto un aumento de la permeabilidad del epitelio intestinal. Los tratamientos
conjuntos arsénico/LPS aumentan esta permeabilidad en mayor medida que el
tratamiento con LPS o con las especies arsenicales, indicando el efecto conjunto que

tienen estos compuestos.
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El aumento de la permeabilidad de membrana observado supone que puedan
alcanzar la lamina propia compuestos que en condiciones normales no lo harian o lo
harian en menor medida, algunos de los cuales pueden, a su vez, favorecer la respuesta
proinflamatoria. De hecho, los resultados obtenidos en la presente tesis indican que la
tasa de transporte de As(IlIl) y MMAC(III) en el cocultivo se ve afectada por los
tratamientos con LPS. Asi, estas dos formas arsenicales presentan un transporte
significativamente superior cuando la monocapa celular se expone a LPS, de acuerdo
con la existencia de un componente paracelular en su transporte a través del epitelio
intestinal (capitulo 3). EI DMAC(III), sin embargo, se transporta en igual medida en
presencia o ausencia de LPS. Este compuesto arsenical se absorbe principalmente via
transcelular (capitulo 3), por lo que el incremento en la permeabilidad paracelular no
afecta a su transporte al lado basolateral. Adicionalmente, la absorcion de otras formas
arsenicales con un importante componente paracelular [As(V), MMA(V) y DMA(V);
capitulo 3] estaria igualmente aumentada. Esto supondria que una mayor cantidad de
arsénico seria absorbida tras la ingesta de agua o alimentos, y que por tanto una mayor
cantidad de este metaloide alcanzaria la circulacién sistémica y los distintos érganos,

incluidos aquellos considerados diana.

El estudio del efecto de las formas arsenicales trivalentes sobre el epitelio intestinal
empleando un modelo formado por el cocultivo célula intestinal/célula del sistema
inmune, indica efectos inflamatorios de estas formas arsenicales. De hecho se han
reportado procesos inflamatorios a nivel gastrointestinal en exposiciones crénicas a este
metaloide, especialmente a arsénico inorgénico. Asi, en poblaciones expuestas a través
del agua de bebida se han puesto de manifiesto sintomas de gastroenteritis (Borgofio et
al., 1997; Majumdar et al., 2009) y en macacos Rhesus expuestos crénicamente a
elevadas dosis de As(l11) se han evidenciado signos de inflamacion aguda y hemorragia
del intestino delgado (Heywood y Sortwell, 1979).

A la vista de los resultados, se puede concluir que el arsénico inorganico presente en
los alimentos y las formas arsenicales mono y dimetiladas que pueden generarse por los
procesos metabélicos o por las transformaciones en el tracto gastrointestinal, causan un

importante efecto sobre la homeostasis intestinal, pudiendo favorecer el desarrollo de
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enfermedades inflamatorias. Se ha descrito que en pacientes con enfermedad
inflamatoria intestinal (IBD) los niveles de TNFa, IL8 ¢ IL6 en la mucosa intestinal
estan elevados, asociandose los niveles de estas citoquinas con la patogénesis y el nivel
de dafio tisular (Reimund et al., 1996; Atreya et al., 2000; Dube et al., 2004).

Diversos estudios han puesto de manifiesto la conexion entre inflamacién y cancer
(Baniyash, 2006; Hagemann et al., 2007; Mantovani et al., 2008) y en el caso del
arsénico, cada vez surgen mas evidencias de la importancia del proceso inflamatorio en
la induccion de distintos tipos de cancer ocasionados por este metaloide (Fry et al.,
2007; Achayara et al., 2010; Escudero-Lourdes et al., 2012). No existen, sin embargo,
un numero suficiente de estudios epidemiolégicos concluyentes que evidencien una
mayor prevalencia de cénceres del tracto gastrointestinal. Es por ello especialmente
importante considerar la exposicion a arsénico en zonas con contaminacion en agua de
bebida como posible causa de procesos inflamatorios intestinales y patologias

derivadas.
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Figura 19. Hipdtesis sobre los procesos inflamatorios asociados a la exposicion a arsénico del epitelio intestinal.
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Conclusiones

Las conclusiones extraidas de la presente tesis doctoral son:

1. Transformaciones de las especies arsenicales.

Durante el procesado de los alimentos en presencia de arsénico [As(V), MMA(V) y
DMA(V)] y tras la digestiébn gastrointestinal de los mismos se producen

modificaciones significativas en sus formas quimicas.

Distintas matrices vegetales han demostrado la capacidad de modificar el arsénico
inorganico durante el contacto por remojo o cocinado con agua contaminada.
Asimismo, tras la digestion gastrointestinal se detectan en la fraccion soluble especies
trivalentes y/o tioladas, no adicionadas al alimento para su preparacion. Estas

transformaciones pueden modificar la absorcidn intestinal y toxicidad del arsénico.

El epitelio intestinal metaboliza el arsénico inorganico.

Tras exposicion de células Caco-2 a arsénico inorganico se produce metabolismo,
especialmente del As(l11), formandose como metabolito mayoritario el MMA. Diversos
factores pueden influir en este proceso metabolico, tales como la concentracion de
arsénico, el grado de diferenciacion celular, el soporte de cultivo donde crecen las
células y la presencia de vitamina B12 y GSH. Los metabolitos formados a nivel
intestinal alcanzan la circulacion sanguinea o se eliminan hacia el lumen intestinal en la

misma proporcion.

El mucus secretado por las células HT29-MTX evita la entrada del metaloide al
interior celular y por ello no se observa metabolismo del arsénico inorganico en este

tipo celular.

Las formas arsenicales que alcanzan la circulacién portal tras su absorcién intestinal
pueden diferir de las especies presentes en agua o alimentos y de las especies
solubilizadas durante la digestién gastrointestinal, hecho que debe considerarse en la

evaluacidn del riesgo de este compuesto.
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2. Absorcion intestinal de arsénico.

La absorcion intestinal de arsénico difiere en funcion de la forma quimica en la

que se encuentre.

El As(V), As(lll) y MMA(III) presentan componentes mixtos, transcelular y
paracelular, en su transporte, mientras que el DMAC(III) se transporta mayoritariamente
via transcelular. EIl transporte transcelular puede implicar procesos dependientes de
energia, especialmente para el As(lll), MMAC(III) y DMA(II). MMA(V) y DMA(V)
presentan un importante transporte paracelular, si bien en el MMA(V) se evidencia un

proceso de saturacion que seria necesario estudiar con mas detalle.

El pH es un factor determinante en la absorcidn de algunas formas arsenicales.

El As(V) y DMA(V) se absorben en mayor medida en condiciones de pH acido en el
lado apical, lo cual podria indicar una mayor absorcion de estas especies en la zona
proximal del tracto gastrointestinal. Este efecto puede ser debido a la participacién de
transportadores dependientes de protones y/o a cambios en el estado de ionizacién de
estas formas arsenicales. Por el contrario, el MMA(V) y las especies trivalentes no

modifican su transporte con los cambios del pH.

La clasificacion de la absorcidon de las distintas formas arsenicales en base a
criterios de correlacion de la permeabilidad aparente en el modelo Caco-2 con la

absorcion en humanos indica que,

La absorcion del As(V), As(lll), MMA(I) y DMAC(III) puede considerarse
moderada-alta (> 70%), mientras que MMA(V) y DMA(V) se clasificarian como

compuestos de baja absorcién (< 30%).
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La captacién celular del arsénico inorganico a nivel intestinal se produce a través

de distintos transportadores.

El As(lll) entra en las células Caco-2 por mltiples transportadores, entre ellos
OATPB, GLUT5 y AQP10, mientras que el As(V) lo hace a través del transportador de
fosfato sodio dependiente NaPillb.

La exposicion de células Caco-2 al arsénico inorganico provoca cambios

significativos en la expresion de multiples transportadores.

Las células Caco-2 modifican la expresion génica de multiples transportadores
implicados en su absorcion o en la absorcion de nutrientes esenciales (OATPB, AQP3,
AQP4, AQP10, GLUT2, GLUTS5) o en la eliminacién de compuestos téxicos del
interior celular (P-gp, MRP2, MRP3 y BCRP), indicando los multiples efectos que

puede tener este metaloide sobre la homeostasis intestinal.

Las sustancias luminales pueden afectar a la captacion y transporte del arsénico a

nivel intestinal.

El GSH, sales biliares y extracto de té verde modifican la captacién del arsénico
inorganico por diversos mecanismos relacionados con cambios en la captacion celular
del arsénico (GSH) y por modificaciones estructurales de la membrana (ETV vy sales
biliares), indicando el importante efecto de sustancias luminales sobre la absorcion

intestinal de arsénico.

El modelo de cultivo empleado influye significativamente en la absorcion y

transporte de arsénico.

Las formas pentavalentes incrementan significativamente su transporte en el modelo
de cocultivo Caco-2/HT29-MTX, siendo atribuible este efecto al mayor tamafio de las
uniones intercelulares existente respecto al monocultivo Caco-2. Las formas trivalentes,

sin embargo, quedan retenidas en el mucus secretado por las células HT29-MTX,
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manteniendo [As(l11)] o reduciendo su absorcion [MMA(II) y DMA(II] en el modelo

de cocultivo. Todo ello apunta a la importancia del modelo celular empleado en los

estudios sobre la absorcién in vitro de arsénico.

3. Efectos toxicos de las especies arsenicales a nivel intestinal.

Las especies trivalentes arsenicales producen efectos toxicos sobre el epitelio
intestinal, especialmente relacionados con la induccién de especies reactivas de

oxigeno.

La exposicion de células Caco-2 a formas arsenicales trivalentes reduce la actividad
mitocondrial, disminuye los niveles de glutation reducido, causa peroxidacion lipidica,
afecta a las actividades enzimaticas de catalasa y peroxidasa y altera la expresién génica

de proteinas de estrés y metalotioneinas.

La pérdida de viabilidad inducida por las distintas formas arsenicales se produce

por distintos mecanismos.

El As(lll) induce muerte celular especialmente por necrosis, el MMAC(III) por

apoptosis y el DMA(III) causa porcentajes similares de necrosis y apoptosis.

La estructura del epitelio intestinal se afecta por la exposicion a As(l11).

El citoesqueleto de actina filamentosa de las células Caco-2 se altera tras
exposiciones a As(l11) a concentraciones que son habituales en el agua de bebida, siendo

especialmente importante este proceso a tiempos de exposicion superiores a 24 horas.
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4. Efectos inflamatorios del arsénico sobre el epitelio intestinal.

Las especies trivalentes generan una respuesta proinflamatoria en los modelos in

vitro formados por células Caco-2 y cocultivo Caco-2/PBMC.

El As(111), MMA(IIT) y DMA(1II) en contacto con los modelos celulares, aumentan
en general, la liberacion de citoquinas proinflamatorias TNFa, IL8 e IL6 y provocan

cambios en su expresion génica, lo que puede afectar a la homeostasis intestinal.

La presencia de lipopolisacarido, un agente inmunodgeno, aumenta en algunos
casos la magnitud o tiempo durante el que se mantiene la respuesta inflamatoria

producida por las especies arsenicales.

La respuesta proinflamatoria del As(I11) y DMAC(III) se incrementa en presencia de
LPS en el cultivo Caco-2. En el cocultivo Caco-2/PBMC todas las combinaciones de

arsénico/LPS incrementan la respuesta, especialmente en el caso de la citoquina TNFa.

Los tratamientos con LPS, DMA(III) y combinaciones de especies arsenicales/LPS

afectan la permeabilidad de la monocapa formada por Caco-2.

Estos tratamientos afectan la estructura de las uniones estrechas y por tanto
aumentan el transporte paracelular. Este hecho puede promover la mayor absorcién de
formas arsenicales que se transportan via paracelular y permitir el contacto de sustancias

luminales con la lamina propia promoviendo el dafio intestinal.

333






DIFUSION DE LOS RESULTADOS







Difusién de los resultados

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis doctoral han dado lugar a las

siguientes publicaciones y comunicaciones en congresos.

Publicaciones

Calatayud, M., Gimeno, J., Vélez, D., Devesa, V., Montoro, R. Characterization of
the intestinal absorption of arsenate, monomethylarsonic acid, and
dimethylarsinic acid using the Caco-2 cell line. Chemical Research in
Toxicology, 2010, 23, 547—556.
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