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Resumen

El mercurio es un metal toxico ampliamente distribuido en el
medioambiente. Las formas quimicas mayoritarias en los alimentos son el
mercurio mercarico [Hg(11)] y el metilmercurio (CHzHg). La principal via de
exposicion para el ser humano la constituye la dieta, siendo los productos
pesqueros los que mayor aporte de mercurio realizan. Teniendo en cuenta
que la principal via de exposicion al mercurio es la oral, el tracto
gastrointestinal se considera la puerta de entrada de este toxico al organismo.
Estudios in vivo han demostrado que el Hg(ll) presenta una moderada
absorcion (2-38%) mientras que el CHz;Hg es absorbido practicamente en su
totalidad. Aunque se conocen los ratios de absorcién de ambas especies
mercuriales, se desconocen los mecanismos implicados y las caracteristicas
de este proceso, asi como el posible efecto téxico del mercurio sobre el
epitelio intestinal. Esta tesis doctoral tiene como objetivo caracterizar los
mecanismos de transporte y toxicidad a nivel intestinal de las especies de
mercurio presentes en los alimentos. Para tal fin se han empleado modelos
celulares procedentes de adenocarcinomas de colon (Caco-2 y HT29-MTX),
cepas de Saccharomyces cerevisiae y ratas Wistar.

Los ensayos de transporte han demostrado que el transporte de ambas
especies es transcelular, no existiendo evidencias de la participacion de la
via paracelular. EI Hg(ll) en forma de sales o unido a cisteina muestra
principalmente un transporte mediado por portador. El transporte de CHs;Hg
en forma de sal de cloruro se realiza principalmente por difusion pasiva a
través de la bicapa lipidica, mientras que unido a cisteina estd mediado por
portador. Para ambas especies parte del transporte mediado por portador es
activo y se observa una dependencia de H* y de Na*. Los ensayos empleando

inhibidores y sustratos de ciertas familias de transportadores han evidenciado



que en presencia de aminoécidos anionicos y cationicos hay una reduccion
importante de la entrada y transporte transepitelial de ambas formas
mercuriales. Por otro lado, la presencia de Mn(ll) reduce significativamente
el transporte de Hg(ll). Todos estos datos han permitido apuntar a algunos
transportadores como posibles participes en el transporte de estas formas

mercuriales.

Los estudios realizados con el fin de confirmar la participacion de
algunos de los transportadores sefialados se han basado en técnicas de
silenciamiento génico en células Caco-2 mediante RNA interferente de
pequefio tamafio, en tratamientos quimicos y en el empleo de cepas de S.
cerevisiae transformadas. Estos ensayos han permitido identificar al
transportador DMT1, H" dependiente, como participe en la entrada del
Hg(ll) en forma salina al interior de la monocapa epitelial. Asimismo, se ha
evidenciado la participacion de transportadores de aminoacidos (sistema b®*

y B%") en el transporte de las formas mercuriales unidas a cisteina.

Adicionalmente se han identificado factores que pueden influir en el
transporte intestinal. Los ensayos han puesto de manifiesto que la capa de
mucus secretada por las células caliciformes del intestino, que recubre en
condiciones habituales el epitelio, constituye una barrera para la entrada de
Hg(ll) y CHsHg. Ademéas se ha evidenciado que los componentes
solubilizados durante la digestion gastrointestinal de un alimento, en
concreto el pez espada, y la presencia de sales biliares disminuyen el paso de

mercurio a través de los modelos celulares de epitelio intestinal empleados.

Los estudios realizados en animales y células epiteliales han mostrado
una elevada acumulacion en el epitelio intestinal para ambas formas
mercuriales, que tal y como se ha evidenciado en la presente tesis doctoral

tiene un efecto toxico. Uno de los mecanismos de toxicidad identificados ha



sido la generacion de especies reactivas de oxigeno y/o nitrégeno, con
disminucion del glutation intracelular, peroxidacion lipidica y una induccion
de la expresion de metalotioneinas y proteinas de choque térmico.
Adicionalmente se han observado incrementos de los niveles de la citoquina
proinflamatoria TNFa. Estos efectos citotoxicos se acompanan de una
redistribucién de la actina filamentosa del citoesqueleto y de la proteina de
unién Z0O1, una disminucién de la expresion de los genes que codifican las
proteinas constituyentes de las uniones intercelulares y una disminucién de
la resistencia eléctrica transepitelial con el consiguiente aumento de la
permeabilidad epitelial. Esto produce una alteracion de la funcion barrera del
epitelio. Todos estos efectos se han puesto de manifiesto a concentraciones

inferiores a 2 mg/L, similares a las encontradas en alimentos.

Los estudios in vivo han mostrado un efecto importante sobre la
expresion de transportadores de membrana. Se observa una reduccién de los
niveles de acuaporinas, especialmente la 3 y la 7, que podria explicar la
pérdida de liquido y los procesos diarreicos derivados de la exposicion a
ambas formas mercuriales. Por otro lado hay una modulacién de la expresion
de transportadores de nutrientes y sustancias necesarias para un adecuado
funcionamiento local y sistémico (y'LAT1, LAT1, LAT2, OATP y DMT1),

como respuesta celular al tdxico.

Todos estos datos evidencian que el mercurio en sus formas habituales en
alimentos puede tener un efecto toxico que afecta a las principales funciones

del epitelio intestinal.
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1. Formas quimicas de mercurio

El mercurio es un metal presente en el medioambiente por causas de
origen natural o antropogénico. Experimenta complejas transformaciones en
la atmdsfera, el sistema terrestre y el acuatico, donde puede encontrarse en
tres formas quimicas: mercurio elemental, mercurio inorganico y mercurio

organico.

El mercurio elemental o mercurio metalico [Hg"] es la Gnica especie
metalica liquida a temperatura y presion ambiental. Esta caracteristica es la
base del nombre y simbolo del mercurio (Hg) que deriva de la palabra griega
hydrargyros (hydros: agua; argyros: plata). Los romanos llamaron al
mercurio Argentum Vivum, que significa “plata liquida”. ElI mercurio
elemental es muy volatil y es la forma de mercurio predominante en la

atmosfera. Su solubilidad en agua es baja.

Los compuestos inorganicos de mercurio presentan dos posibles estados
de oxidacion, Hg,™ [mercurio mercurioso, Hg(l)] y Hg*™ [mercurio
mercurico, Hg(ll)]. Son mas solubles en agua que el mercurio elemental.
Presentan una alta afinidad por grupos inorganicos y organicos,
especialmente por los que contienen azufre. Las sales de mercurio
inorganico més habituales son HgS, HgO y HgCl, (JEFCA, 2011; EFSA,
2012).

En los compuestos organicos el &tomo de mercurio est4 unido a uno o
dos grupos alquil o aril, generando especies del tipo RHgX o RHgR' donde
R y R' representan los grupos alquil o aril (CHs—, C;Hs—, CsHs—) y X es un
anion (haluro, nitrato, sulfato). Las principales especies son metilmercurio,
dimetilmercurio, etilmercurio y fenilmercurio, siendo el metilmercurio la

especie organica mas abundante en el medioambiente (EFSA, 2012).
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La tabla 1 muestra las especies de mercurio mayoritarias en muestras

bioldgicas y medioambientales.

Tabla 1. Especies de mercurio mayoritarias en muestras bioldgicas y
medioambientales (EFSA, 2012).

Mercurio elemental Hg(0) Hg’
lones inorgénicos de 16n mercurioso Hg(1) Hg,™
mercurio 16n merctrico Hg(I1) Hg*
Metilmercurio CH3Hg"
Especies organicas de Dimetilmercurio (CHz).Hg
mercurio Etilmercurio CH5CH,Hg*
Fenilmercurio CeHsHg"

2. Usos del mercurio

El ser humano obtiene mercurio a partir del cinabrio (HgS), principal
mena de este elemento. Existen importantes depdsitos de cinabrio en Rusia,
Estados Unidos, Italia y Espaiia. Por calentamiento del mineral se genera
vapor de mercurio y posteriormente mercurio metélico liquido, con multiples
aplicaciones en procesos industriales y en la fabricacion de diversos
productos. Su extenso empleo es debido a sus caracteristicas especiales:
metal en forma liquida a temperatura ambiente, buen conductor eléctrico,
densidad y una tension superficial elevadas, capacidad para expandirse o
contraerse en respuesta a cambios de presion y temperatura (Del Cerro-
Martin, 2012).

Entre los procesos industriales que utilizan mercurio destaca la

produccién de cloro y de sosa caustica, la produccion de cloruro de vinilo
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mondmero y la extracciébn de oro de minerales. EI mercurio como
componente se encuentra en espejos, termémetros, barémetros, baterias,
interruptores eléctricos, lamparas, aparatos eléctricos y explosivos (EFSA,
2012).

El mercurio también ha sido empleado con fines medicinales. Entre sus
aplicaciones destaca el uso como purgante, antihelmintico y en el
tratamiento de la sifilis, la fiebre amarilla y el tifus. Hasta la década de los
setenta del siglo XX se utilizaron como diuréticos, compuestos organicos
sintéticos con un 30-40% de mercurio en su formulacién. Otros farmacos
gue presentan mercurio en su composicion son las formulaciones
oftalmoldgicas, Gticas, descongestivos nasales, antihemorroidales,
corticoides, antivirales, antimicéticos, antibidticos y ciertas vacunas
distribuidas en viales multidosis. Las amalgamas dentales también pueden
contener mercurio (45-55%) junto a plata (30%) y otros metales (cobre,

zinc).

3. Fuentes de emisién de mercurio

El mercurio no es un metal abundante en la corteza terrestre, donde su
concentracién media se estima en 80 ug/kg (OMS, 2003). El contenido en la
atmoésfera es muy superior; se cifra entre 5500 y 8900 toneladas
consecuencia de emisiones naturales y antropogénicas (UNEP, 2013).

Las fuentes naturales mas importantes de emision de mercurio a la
atmosfera son la desgasificacion de la corteza terrestre, las emisiones
volcénicas, la actividad geotermal, la evaporacion desde el medio acuatico y
la disolucién de los minerales de las rocas. Algunos modelos recientes sobre

el flujo de mercurio en el medioambiente sugieren que las fuentes naturales
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de origen geoldgico representan un 10% del mercurio que llega a la

atmosfera desde reemisiones y nuevas emisiones (UNEP, 2013).

El porcentaje de las emisiones antropogénicas de mercurio es superior
(30%) y se estima que en el afio 2005 alcanz6 las 1921 toneladas (UNEP
2013). Estas emisiones han sido diferenciadas en “no intencionales” e
“intencionales”. En las emisiones “no intencionales” el mercurio es un
subproducto del proceso productivo dada la presencia de este elemento en
combustibles fosiles como el carbdn y petroleo, y en otras materias primas.
Los sectores productivos en los que se generan este tipo de emisiones son:
refinado de petréleo crudo, combustién estacionaria de combustibles fésiles
en las centrales eléctricas y en la calefaccion residencial, produccion de
hierro en lingotes y acero, produccion de metales no ferrosos, produccion de
cemento y produccion de oro a gran escala (UNEP, 2010). Las emisiones
“intencionales” estan relacionados con los usos que el hombre ha dado a este
elemento: la mineria de oro artesanal y en pequefia escala, las liberaciones
difusas que tienen lugar desde productos que contienen mercurio, los
procesos de incineracién de residuos, especialmente de origen médico como
las amalgamas, manufactura y reparacion de equipos eléctricos y cientificos
(UNEP, 2010). La figura 1 muestra la contribucion de diversos sectores a las

emisiones antropogénicas de mercurio a la atmdésfera en el afio 2005.
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1% Otros
1% Amalgama dental
(cremacion)
1% Otros desechos
2% Industria de clorodlcalis

Combustién de carbon en
las termoeléctricas y las
calderas industriales 26%

Metales no ferrosos 7%
Producci6n en gran escala de oro 6%

Produccion de cemento  10%

17% Produccién artesanal y en
pequefia escala de oro

0,5% Produccion de mercurio  Emmmms
3% Produccion de hierro
en lingotes y acero,

acero secundario

20% Calefaccion residencial/ ™
combustion de otra indole

|
|
\

Incineracion de desechos 2%

Figura 1. Proporcion de las emisiones antropogénicas mundiales de mercurio a la
atmosfera procedentes de diversos sectores en 2005 (UNEP, 2010).

Las fuentes antropogénicas de mercurio a la atmosfera se incrementaron
drasticamente como consecuencia de la industrializacién. A partir de 1990
estas emisiones han permanecido relativamente estables, si bien se ha
producido un cambio en el origen geografico de las mismas (figura 2, UNEP
2008). Entre 1990 y 2005 las emisiones aumentaron sustancialmente en
Asia, y en mucha menor cuantia en Africa y América del Sur. Por el

contrario en Europa y América del Norte disminuyeron.
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Figura 2. Emisiones de mercurio a la atmésfera en distintas regiones del mundo
entre 1990 y 2005 (UNEP, 2010).

Desde hace afios, existe una preocupacion creciente de los organismos
reguladores por los niveles de mercurio en el medio ambiente y sus
consecuencias para la salud humana. Como ejemplo, la Unién Europea
elabord en el afio 2005 una estrategia destinada a reducir las cantidades de
mercurio en la UE y en el mundo, su circulacion y la exposicion de las
poblaciones a dicha sustancia (Comision de las Comunidades Europeas,
2005). Entre los objetivos de esta medida se encontraban: reducir las
emisiones de mercurio, restringir la oferta y la demanda de esta sustancia y
gestionar las cantidades de mercurio ya almacenadas asi como las presentes
en los productos. La UE ha elaborado directivas limitando o reduciendo el
uso de mercurio en productos (Directiva 2005/32/CE; Directiva 2006/66/CE)
0 procesos industriales (Directiva 2010/75/UE). Desde el 10 de abril de 2014
esta prohibida la comercializacion de tensiometros, barémetros, higrémetros,
manometros, esfigmomandmetros y termdmetros que contengan mercurio y

estén destinados a usos profesionales e industriales (Reglamento 847/2012).


http://europa.eu/legislation_summaries/environment/waste_management/l21202_es.htm
http://europa.eu/legislation_summaries/environment/waste_management/l21202_es.htm
http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=CELEX:32010L0075:ES:NOT
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4. Ciclo del mercurio

El ciclo biogeoquimico del mercurio en el medioambiente se muestra en
la figura 3. EI mercurio elemental, muy volétil, pasa a la atmésfera donde
presenta un tiempo de residencia de uno a dos afios. Su oxidacion a Hg(ll)
por reaccion con oxidantes de la atmosfera como el oxigeno, el ozono y el
cloro, permite su deposicion en la corteza terrestre donde su tiempo de

residencia varia entre horas y meses.

En los sedimentos el Hg(l1) esta sujeto a un amplio abanico de reacciones
quimicas y biologicas. Las condiciones de pH, temperatura y la composicién
del suelo favorecen la formacion de compuestos inorganicos de Hg(ll).
Aunque algunos de ellos son bastantes solubles, y en consecuencia mdviles,
suelen formar complejos con la materia organica (&cidos fulvicos y hdmicos)
y con las arcillas de los suelos, lo que limita en gran medida la movilidad del
mercurio en los suelos, haciendo que éstos actlen como grandes reservas de
mercurio. La accion de la microbiota del suelo sobre el Hg(Il) da lugar a una
pequefia cantidad de metilmercurio cuya proporcién media respecto al total

de mercurio presente en suelos y sedimentos suele ser inferior al 1%.

Una parte del Hg(ll) presente en el suelo llega a las cuencas
hidrogréficas. En el agua experimenta procesos de metilacion por la accion
de microorganismos, principalmente, bacterias anaerobias reductoras de
sulfuro. Se generan compuestos organicos, entre ellos el dimetilmercurio
volatil, que se recicla a la atmosfera, y el metilmercurio, que se bioacumula
en el plancton y por tanto, puede ingresar en la cadena alimentaria. El
metilmercurio se biomagnifica sobre todo en la cadena trofica marina. Por
otra parte, el metal disuelto en el agua puede evaporarse y retornar a la

atmosfera.
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Figura 3. Ciclo biogeoguimico del mercurio.

5. Exposicién humana a mercurio

El mercurio contamina aire, agua y alimentos, que constituyen las fuentes

del toxico para la poblacion.

La mayor exposicion al mercurio elemental se produce por via aérea. El
limite recomendado por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) para
mercurio en aire es de 1 pg/m® (OMS, 2000). La concentracién en al aire
varfa mucho seglin sean zonas rurales (2-4 ng/m®) o urbanas (10 ng/m°)
(OMS, 2000). Salvo en casos excepcionales no supera los 50 ng/m®. Debe
considerarse que una parte de la poblacidn puede estar expuesta a mercurio

elemental a través de las amalgamas dentales.

Por lo que respecta al mercurio inorganico, la exposiciéon se produce
principalmente a través del agua y de los alimentos. Se estima que la

cantidad media de mercurio consumida a través del agua es de 50 ng/dia

10
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(ATSDR, 1999). En aguas que estan situadas en areas no influenciadas por
la industrializacion, la concentracion media es de 50 ng/L. En regiones
proximas a minas de mercurio e industrializadas, se han reportado valores
entre 400 y 700 ng/L. Un caso extremo es el de la bahia de Minamata
(Japdn), donde se detectaron entre 1600 y 3600 ng/L. La OMS recomienda
un limite de 1 pg/L de mercurio total en agua destinada al consumo humano

(OMS, 2004).

Los alimentos también pueden aportar mercurio inorganico. Para la
poblacién europea, los grupos de alimentos “Pescados y otros productos de
la pesca”, “Bebidas no alcohodlicas” y “Miscelaneos” son los que mayor
contribucién tienen a la ingesta de esta especie (EFSA, 2012). El reciente
informe de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) indica
que la ingesta media semanal de mercurio inorganico a través de los
alimentos puede llegar a alcanzar los 2.16 pg/kg peso corporal en la
poblacién adulta. EI Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos
Alimentarios (JECFA) establece como valor de referencia para el mercurio
inorganico una ingesta semanal tolerable provisional (ISTP) que no debe

superar los 4 pg/kg peso corporal (JECFA, 2011).

Las exposiciones a formas organicas de mercurio se deben basicamente a
etilmercurio y metilmercurio. Las vacunas que contienen tiomersal como
agente antiséptico constituyen la principal fuente de etilmercurio. Por lo que
respecta a metilmercurio, la Unica fuente de exposicion relevante es el
consumo de productos de la pesca. La EFSA (2012) indica que la ingesta
media de metilmercurio alcanza un maéaximo de 1.57 pg/kg peso
corporal/semana en la poblacion adulta. Este valor esta proximo a la ISTP
propuesta para metilmercurio por JECFA, 1.6 pg/kg peso corporal (JECFA,
2011). EFSA rebaja esta recomendacién a 1.3 pg/kg peso corporal a la

semana (EFSA, 2012), mientras que la Agencia de Proteccidn

11
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Medioambiental de los Estados Unidos (U.S. EPA) establece una dosis de
referencia para una exposicion crénica oral a metilmercurio muy inferior
(0.1 pg/kg peso corporal al dia; U.S. EPA, 2001).

Tal y como se ha comentado, los alimentos constituyen la principal
fuente de exposicion a mercurio para la mayor parte de la poblacién
mundial. El contenido de mercurio es variable en funcion del grupo de
alimentos considerados. En pescados y productos de la pesca las
concentraciones oscilan entre 0.001 y 11.4 mg/kg. Los contenidos mas
elevados aparecen siempre en los grandes depredadores marinos como atdn,
bonito, pez espada y tiburén. Segun indica el informe de la EFSA (2012), un
5% de los productos de la pesca superan 1 mg/kg, limite maximo de
mercurio admitido por la legislacion europea en estos alimentos. En el resto
de alimentos los contenidos son bajos, oscilan entre 0.0001 y 0.050 mg/kg,
siendo en la mayoria de las muestras analizadas los valores inferiores al
limite de cuantificacion de la metodologia de andlisis. Los valores mas
elevados se han descrito en setas (JEFCA, 2011).

La gran mayoria de los estudios aportan datos sobre mercurio total en los
alimentos por lo que a dia de hoy se carece de suficiente informacion sobre
contenidos de especies de mercurio. Un claro ejemplo se cita en el informe
de la EFSA; de los 59650 datos de mercurio recibidos de los paises
europeos, sélo un 1.8% aportaban concentraciones de metilmercurio y sélo
en tres muestras se indic6 la concentracion de mercurio inorganico (EFSA,
2012). La especiacion es una labor que realizan muy pocos laboratorios de
control alimentario. De hecho, las dos Unicas recomendaciones del ultimo
informe de JEFCA sobre mercurio hacen referencia a este aspecto e indican
que 1) debe incrementarse la informacion sobre mercurio inorganico y

metilmercurio en alimentos tal y como son consumidos y 2) deben validarse

12
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métodos analiticos para la determinacion de ambas especies de mercurio en
distintas matrices alimentarias (JEFCA, 2011).

La especiacion de mercurio varia segun el alimento. Los estudios sobre
metilmercurio en productos de la pesca son suficientes para evidenciar que
es la especie mayoritaria (mas del 80% del mercurio total). Los datos sobre
su contenido en mercurio inorganico son escasos e indican que representan
menos del 10%. En el resto de alimentos se asume que el mercurio

inorgénico es la especie mas abundante (EFSA, 2012).

El riesgo que para la salud de la poblacion supone la presencia de
metilmercurio ha llevado a los organismos pertinentes a establecer distintas
medidas. Entre ellas cabe destacar la limitacion de la concentracion de
mercurio en alimentos, casi exclusivamente en productos de la pesca, y las
recomendaciones de consumo de determinadas especies de pescado a grupos
de poblacion vulnerables. En Espafia, la Agencia Espafiola de Seguridad
Alimentaria, Nutricion y Consumo (AECOSAN) recomienda evitar el
consumo de pez espada, tiburén, atin rojo y lucio a mujeres en edad fértil,
embarazadas o en periodo de lactancia y a nifios menores de 3 afios.
Asimismo, recomienda limitar a 50 g/semana el consumo de estos productos
pesqueros en nifios de 3 a 12 aiios (AECOSAN, 2011).

En el siglo pasado se produjeron episodios de intoxicacion por presencia
de altas concentraciones de mercurio en alimentos. La intoxicacion
evidenciada en Minamata (Japon) en el afio 1956, consecuencia de una
elevada exposicion a metilmercurio a través del consumo de productos de la
pesca, ha sido la que ha afectado a mayor numero de personas y es uno de
los episodios que mas conocimientos ha aportado sobre la toxicidad del
metilmercurio (Grandjean et al., 2010). El origen de la contaminacion fue el

mercurio vertido a la bahia de Minamata por una planta de acetaldehido. La
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empresa vertié entre 1932 y 1968 cerca de 27 toneladas de residuos de
mercurio a los que pudieron estar expuestas cerca de 200000 personas. Hasta
el 2001 se habian diagnosticado 2265 afectados.

El consumo de cereales contaminados con especies de mercurio utilizadas
como fungicidas, ha sido también causa de numerosas intoxicaciones (tabla
2; Grandjean et al., 2010). La intoxicacion ocurrida en Irak en 1971 es, tras
el episodio de Minamata, la que afect6 a un mayor nimero de personas. La
poblacién consumid cereales importados de EEUU y México que habian
sido tratados con metilmercurio y que no deberian haber sido destinados a

consumo humano.

Tabla 2. Episodios de intoxicacion por mercurio por consumo de cereales
contaminados.

Contaminante | Alimento Pais Enfermos Muertos Afio
Etilmercurio Trigo Irak 200 70 1955
Etilmercurio Trigo Irak 1000 200 1959

Etilfenilmercurio Trigo Pakistan 100 9 1961

Metilmercurio Trigo Guatemala 45 20 1966
Etilmercurio Maiz Ghana 144 20 1967

Metilmercurio Trigo Irak 6530 459 1971

14
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6. Toxicocinética

Tal y como se ha comentado previamente, las formas quimicas de
mercurio que ingresan via oral son principalmente mercurio inorganico y
metilmercurio, aunque puede existir una exposicion oral accidental a la
forma elemental de este metal. Los procesos que experimenta el mercurio
desde su ingreso en el organismo hasta su eliminacién dependen de la forma
quimica en la que se encuentre, de la dosis, de factores propios del individuo
(edad, sexo, masa corporal, estado nutricional y enfermedades preexistentes,

entre otros) y de los componentes de la dieta.

6.1. Absorcién

La absorcion del mercurio elemental en forma de vapor a través del
pulmén es muy rapida, sin embargo se absorbe en cantidades muy reducidas
en el tracto gastrointestinal (0.01%, U.S. EPA, 1997a). Respecto al mercurio
inorgéanico, ensayos en animales y humanos indican que su absorcion es
variable, con ratios que oscilan entre un 1 y un 38% (Rahola et al., 1973;
Kostial et al., 1979, 1983; Piotrowski et al., 1992; Endo et al., 2003) y que
dependen del grado de solubilidad en el agua de la sal de mercurio utilizada
(JEFCA, 2011). Asi, los haluros, sulfatos y nitratos de mercurio, con
solubilidades altas, presentan absorciones moderadas mientras que el sulfuro
de mercurio (HgS) es poco soluble y, por tanto, su absorcion es minima
(JEFCA, 2011). A diferencia de lo observado para las formas inorganicas,
para el metilmercurio se describen tasas de absorcion superiores al 80%
(EFSA, 2012). Su absorcion es rapida, observandose picos en plasma dentro

de las primeras 6 horas (Aberg et al., 1969).
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6.2. Distribucion

El mercurio elemental, una vez absorbido, se distribuye con facilidad por
el organismo y es capaz de atravesar las barreras hematoencefélica y
placentaria (Clarkson et al., 2007). Su distribucion se encuentra limitada
principalmente por la oxidacion a Hg(ll), puesto que esta forma tiene una

movilidad mucho mas reducida (Clarkson, 1989; Rooney, 2007).

El Hg(ll) absorbido se distribuye en sangre a partes iguales entre el
plasma y los eritrocitos (Clarkson et al., 2007). En los eritrocitos se une
probablemente a los residuos cisteinil de la hemoglobina y en el plasma se
acumula en las distintas fracciones proteicas (EFSA, 2012). Debido a su baja
lipofilidad, su paso a través de la barrera placentaria y hematoencefalica es
limitado (Clarkson et al., 2007). El rifidbn y en concreto el tubulo
contorneado proximal, es el drgano que presenta una mayor acumulacion de
la forma inorganica de mercurio (Zalups, 2000). También se han descrito
concentraciones elevadas de mercurio en la zona periportal del higado, la
mucosa del tracto intestinal, el epitelio de la piel, las células intersticiales de
los testiculos y el plexo coroideo de animales expuestos a mercurio
mercirico (EFSA, 2012).

En cuanto al metilmercurio, tras su absorcion pasa a sangre donde se
acumula preferentemente en los eritrocitos. La fraccion de metilmercurio
unida a las células rojas de la sangre depende de la especie. Asi, en humanos
la relacion eritrocitos/plasma es de aproximadamente 20 (Clarkson et al.,
2007), en ratones y monos es de 10, mientras que en ratas es de alrededor de
300 (EFSA, 2012). En el plasma, la mayoria del metilmercurio esta unido a
la albdmina, que tiene un grupo sulfhidrilo libre en un residuo cisteinil
terminal (Yasutake et al., 1990). Por complejos mecanismos de intercambio

de ligando, el metilmercurio se transfiere de las proteinas del plasma a
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grupos tiol de bajo peso molecular como el glutation y la cisteina (Quig,
1998). El metilmercurio es capaz de atravesar el foliculo piloso, la placenta y
la barrera hematoencefalica, permitiendo su acumulacién en el cabello, el
feto y el cerebro (Clarkson y Magos, 2006). Al igual que ocurre con las otras
formas de mercurio, las concentraciones mas elevadas tras la exposicion a

metilmercurio se encuentran en rifion e higado (NRC, 2000).

6.3. Metabolismo

El metabolismo de las especies de mercurio es similar en humanos y en
animales de laboratorio. La biotransformacién que experimenta el mercurio
inorganico se limita practicamente a las reacciones de conjugacion con
grupos sulfhidrilo (JEFCA, 2011). En estudios con ratones se ha evidenciado
que una pequefia cantidad del mercurio inorganico puede ser reducido a
mercurio elemental y eliminado como vapor de mercurio (EFSA, 2012). En
contraste, el mercurio elemental puede ser rapidamente oxidado por la
hidrégeno peroxidasa y catalasa a Hg(ll) (JEFCA, 2011). No hay evidencias
de la formacién de especies metiladas a partir de formas inorganicas o

elementales de mercurio en tejidos animales 0 humanos.

Por el contrario, el metilmercurio experimenta cambios en su forma
quimica. Se ha puesto de manifiesto que es desmetilado en mamiferos a
Hg(ll) en presencia de especies reactivas de oxigeno. Suda y Hirayama
(1992) proponen que esta reaccion puede estar catalizada por la nicotinamida
adenina dinuclettido fosfato (NADPH)-citocromo P450 reductasa. Este
proceso metabdlico se ha descrito en el higado, tracto intestinal, bazo, y en
menor medida en células fagociticas y en el cerebro (EFSA, 2012). De
hecho, el mercurio inorgénico presente en el cerebro es generalmente el

resultado de la desalquilacion in situ de las especies organicas de mercurio
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(Rodrigues et al., 2010) y de la oxidacion del mercurio elemental (Clarkson,
1989; Rooney, 2007).

6.4. Excrecion

La mayoria del mercurio se excreta via fecal y urinaria. La magnitud de
estas vias de excrecidn depende principalmente de la dosis ingerida y de la
especie quimica. La eliminacion también ocurre a través de las glandulas

sudoriparas, mamarias y lagrimales, aunque en menor proporcion.

La eliminacion del mercurio elemental depende de su oxidacion a Hg(ll).
La vida media de esta forma mercurial es de 58-64 dias (U.S. EPA, 1997a).
Aproximadamente el 80% del mercurio acumulado tras exposicion a la
forma elemental se elimina como mercurio inorganico, por tanto su patron

de eliminacion es similar al de la forma inorgéanica.

La vida media bioldgica del mercurio inorganico en humanos es de
aproximadamente 40 dias (Kolev y Bates, 2005). Debido a su baja absorcién
intestinal se elimina principalmente a través de las heces (JEFCA, 2011).
Estudios en voluntarios han puesto de manifiesto que tras la ingesta de
mercurio inorganico, aproximadamente el 85% se excreta a través de las
heces en los primeros dias (Miettinen, 1973). En cuanto al Hg(ll) absorbido,
se excreta principalmente por orina aunque también existe una cierta
eliminacion via biliar en forma de complejos con el glutation (U.S. EPA,
1997b).

La vida media biologica de metilmercurio en humanos es de 70-80 dias
(Aberg et al., 1969; Miettinen et al., 1971). Aproximadamente el 80-90% de
la dosis absorbida es eliminada a través de las heces en forma de mercurio
inorganico (U.S. EPA, 1997b; NRC, 2000). La eliminacion urinaria es
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relativamente baja pero aumenta gradualmente con el tiempo, pudiendo
llegar a representar un porcentaje importante de la excrecion diaria total
(20% tras 100 dias, U.S. EPA, 2001). La eliminacion via biliar juega un
papel muy importante en el proceso de excrecion del metilmercurio
absorbido. En el higado, el metilmercurio se conjuga con moléculas de
glutation, al igual que ocurre con la forma inorgénica. Esta reaccion esta
catalizada por la S-glutation transferasa (Ballatori y Clarkson, 1985) y en esa
forma es eliminado por via biliar. Parte del metilmercurio eliminado por esta
via es excretado a través de las heces y parte puede ser nuevamente
reabsorbido. En este punto entra en juego la microbiota intestinal, la cual
puede desmetilar el metilmercurio a mercurio inorganico (Rowland et al.,
1980), facilitando de esta forma su eliminacion fecal definitiva, debido a la

baja tasa de absorcion de la forma inorgénica.

Adicionalmente, el metilmercurio atraviesa la glandula mamaria y se
excreta en la leche materna (Hong et al., 2012), pudiendo llegar al nifio
durante la lactancia. En la leche materna el metilmercurio representa del 26
al 63% del mercurio total (Miklavcic et al., 2011). Se ha puesto de
manifiesto que la vida media de esta especie organica en mujeres en periodo
de lactancia es mucho més corta que en el resto de mujeres (Hong et al.,
2012).

6.5. Factores dietéticos que pueden afectar la toxicocinética del mercurio

La absorcién, distribucién y eliminacion de las formas de mercurio esta
fuertemente influenciada por componentes alimentarios como el selenio,
moléculas que contienen grupos sulfhidrilo y ligandos organicos como la
fibra dietética. En ratas se ha demostrado que los grupos tiol son un factor

importante en la distribucion y eliminacion de mercurio inorganico (Zalups y
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Lash, 2006). Los conjugados de mercurio con glutation son parte del
mecanismo de captacion de mercurio inorganico por el sistema renal
(Bridges y Zalups, 2005) y los complejos que sufren la eliminacién via
biliar. Zalups y Ahmad (2005a) evidenciaron que los conjugados de
metilmercurio y mercurio inorganico con N-acetilcisteina son especies de
mercurio potencialmente transportables in vivo por las células epiteliales del

tubulo proximal.

Otro factor dietético importante en la toxicocinética del mercurio es el
selenio. Este elemento forma en el plasma un complejo con el mercurio
inorganico, el cual se une a la selenoproteina-P (Sasakura y Suzuki, 1998;
Gailer et al., 2000), previniendo la captacién del mercurio por los 6rganos
diana (Yamamoto, 1985). La fibra dietética también afecta la absorcién de
las formas mercuriales. Se ha demostrado que algunos tipos de fibra reducen
el contenido de mercurio en el cerebro, la sangre y el intestino tras
exposicion de ratones a metilmercurio y ademas favorecen su excrecién
(Rowland et al., 1986). Se cree que este incremento de la eliminacion de
metilmercurio en presencia de fibra insoluble puede deberse a la
disminucién de la recirculacién enterohepatica de la forma mercurial
(Rooney, 2007).

Otros estudios han evidenciado la influencia de algunos alimentos en la
toxicocinética del mercurio. Asi se ha descrito que la leche puede afectar la
retencion del mercurio inorganico en el intestino (Kostial et al., 1979). Por
otra parte, un estudio en ratas que consumian ajo en su dieta junto con 4
mg/L de CH3HgCI en el agua de bebida durante 12 semanas, evidencié una
reduccion de 6.7% en la acumulacion del mercurio en el higado, rifiones,
huesos y testiculos (Cha, 1987).
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7. Efectos de la exposicion a las distintas formas de mercurio

La toxicidad del mercurio depende de la forma quimica en la que se
encuentre, la dosis, la edad, la duracion de la exposicion, la via de
exposicion y los habitos dietéticos (OMS, 2008). Aunque se han descrito
afecciones en diversos drganos y sobre distintos sistemas, los efectos mas
reportados para el metilmercurio se producen a nivel neuroldgico y a nivel

renal para el mercurio inorganico.

7.1. Efectos en exposiciones agudas o de corta duracion

Las personas que inhalan altas concentraciones de vapores de mercurio
metalico presentan un cuadro clinico inicial parecido a una gripe. El paciente
puede presentar manifestaciones respiratorias graves que pueden evolucionar
a neumonitis y fibrosis intersticial residual, incluso al desarrollo de una
insuficiencia respiratoria cronica (Hamilton y Hardy, 1949; Friberg y
Nordberg, 1972; Seaton y Bishop, 1978; Berlin, 1979). Ademas hay afeccion

del sistema nervioso central (Magos y Clarkson, 2006).

En cuanto al mercurio inorganico, la dosis letal oral media (LDsg) en ratas
dosificadas con HgCl varia entre 26 y 80 mg/kg de peso corporal (ATSDR,
1999). En humanos se ha estimado una dosis letal de 10-42 mg mercurio/kg
para un adulto de 70 kg de peso (IPCS, 2003). La ingestion de HgCl produce
dolores abdominales intensos que pueden acompafiarse de vomitos, ardor en
la boca, dolor de garganta, nduseas y erosiones esofagicas. Todos estos
sintomas estan vinculados al cardcter corrosivo de esta especie.
Frecuentemente los pacientes presentan toxicidad renal, que puede
manifestarse como una necrosis tubular aguda que llega a degenerar en una

insuficiencia renal aguda (McLauchlan, 1991; Magos y Clarkson, 2006).
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Este cuadro de insuficiencia renal puede producir la muerte en un periodo

comprendido entre 8 y 12 dias.

La exposicion oral aguda a metilmercurio afecta al sistema nervioso
central y los sintomas consisten en un efecto sobre el nervio sensor y motor,
conduciendo a una ataxia generalizada, defectos en la vista, con restriccion
conceéntrica del campo visual y, en los casos mas graves, ceguera, sordera,
somnolencia y coma (Skerfving y Vostal, 1972). También se ha descrito la
afectacion del sistema nervioso periférico (Skerfving y Copplestone, 1976).
La LDs, oral en ratas varia dependiendo de la edad, siendo de 25 mg/kg peso
corporal para ratas adultas (450 g de peso) y 40 mg/kg peso corporal para
ratas jévenes (200 g de peso) (Lin et al., 1975). En las crias de roedores se
han descrito alteraciones sensoriales y motoras, déficit cognitivos vy
depresion tras exposicion prenatal/perinatal (Onishchenko et al., 2012).
También existen evidencias de cambios degenerativos en el cerebelo (U.S.
EPA, 1997a, 1997b).

7.2. Efectos en exposiciones de media y larga duracion

7.2.1. Efectos carcinogénicos

Se han llevado a cabo distintos estudios para evaluar el caracter
cancerigeno del mercurio elemental en humanos expuestos laboralmente
(IARC, 1993). Estos estudios se han considerado no concluyentes debido a
la falta de datos adecuados de exposicidn y a la no inclusion en el analisis de
factores de confusion. Por esta razon, la Agencia Internacional de
Investigacion sobre el Cancer (IARC) ha clasificado a esta forma de

mercurio dentro del grupo 3, no cancerigeno para el hombre (IARC, 1993).
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En cuanto al mercurio inorgénico, un estudio de exposicion cronica en
ratas y ratones dosificados con HgClI (2.5-10 mg/kg) durante 102-103 dias
con una frecuencia de 5 dias por semana, mostr un incremento de tumores
de tiroides y preestomago en ratas y de tumores renales en ratones (NTP,
1993). Teniendo en cuenta este estudio, la U.S. EPA ha clasificado al cloruro
de mercurio como posible cancerigeno (grupo C; U.S. EPA; 1999a); sin
embargo, la IARC lo incluye en la misma categoria que el mercurio
elemental (IARC, 1993), ya que considera que el estudio no es
representativo debido a la elevada mortalidad y a las caracteristicas de los

tumores.

Finalmente, el metilmercurio esta clasificado por la IARC (1993) y la
U.S. EPA (1999b) como posible cancerigeno para el hombre. No existen
estudios epidemioldgicos que asocien la exposicion a metilmercurio con la
prevalencia de procesos cancerigenos. En animales, se han observado
tumores renales en ratones macho expuestos a CH3zHgCI (30 mg/L) durante
78 semanas (Mitsumori et al., 1981). Estos autores en un estudio posterior
realizado durante 2 afios, empleando concentraciones inferiores (0.4, 2 y 10
mg/L), evidencian nuevamente una mayor incidencia de adenomas y/o
carcinomas renales en ratones macho expuestos a 10 mg/L (Mitsumori et al.,
1990).

7.2.2. Efectos sobre el sistema nervioso y el desarrollo

El metilmercurio es un potente neurotoxico y afecta también al desarrollo
fetal. Este efecto se puso de manifiesto por primera vez en los casos de
intoxicacion por consumo de pescado contaminado que tuvieron lugar en
Minamata. Los signos clinicos mas comunes entre la poblacion adulta fueron

parestesia, ataxia, temblores, pérdidas auditivas y dificultad al andar. El
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examen del cerebro de los individuos fallecidos evidencié atrofia, lesiones
en el cortex cerebral y cerebelar y cambios en las fibras nerviosas (Harada,
1995). Este desastre afect6 de forma muy destacable a la poblacion infantil y
a los nifios nacidos de madres afectadas. Los recién nacidos presentaban
malformaciones, retrasos en el desarrollo fisico y trastornos a corto y largo
plazo del sistema nervioso central. Se reportaron distintas afecciones
neurales tales como parélisis, retraso mental, ataxia cerebelosa, disartria y
reduccion del campo visual entre otros (Harada, 1995). El otro gran desastre
que confirmé el efecto neurotdxico del metilmercurio durante el desarrollo
fue el que se produjo en Irak a principios de 1970. La poblacion infantil
expuesta in utero desarroll6 un cuadro neurotéxico con defectos sensoriales
severos como ceguera o sordera, reflejos hiperactivos, paralisis cerebral y

retraso mental (Amin-Zaki et al., 1974).

Ademas de estas exposiciones a concentraciones elevadas, se realizaron
tres grandes estudios epidemioldgicos prospectivos en las Islas Seychelles,
Nueva Zelanda y las Islas Faroe para evaluar el desarrollo en la infancia y la
neurotoxicidad en relacién con la exposicion fetal a metilmercurio en
poblaciones consumidoras de pescado. No se reportaron efectos adversos en
el estudio de las Islas Seychelles, pero los nifios de las Islas Faroe mostraron
déficits sutiles de la memoria, la atencién y el lenguaje a los 7 afios de edad.
En el estudio prospectivo de Nueva Zelanda, los nifios de 4 a 6 afios también
exhibieron deficiencias en una serie de pruebas neuropsicoldgicas (U.S.
EPA, 2001). En un articulo reciente de Grandjean y Heltz (2011) se discuten
estos estudios y se indica que hay demasiadas incertidumbres en los mismos
como para confirmar la relacion directa entre la exposicion prenatal a
metilmercurio a través de los alimentos y la prevalencia de estas patologias

en la poblacion infantil.
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Aunqgue la forma organica es un mayor neurotdxico, también se han
descrito efectos sobre el sistema nervioso de la forma inorganica y la
elemental en animales de laboratorio (IPCS, 2003). Ademas para el mercurio
elemental se ha evidenciado que la exposicion in utero por inhalacion afecta
al sistema nervioso central. La exposicion de ratas durante la gestacion
produce en la descendencia afecciones del comportamiento instintivo y del
aprendido, con manifestaciones tales como hiperactividad, déficit del
aprendizaje espacial y del comportamiento adaptado (Fredriksson et al.,
1992, 1996).

7.2.3. Efectos sobre el sistema renal

El efecto nefrotoxico del mercurio elemental y los compuestos
inorgéanicos se manifiesta por dafio en el glomérulo y en los tubulos renales
(JEFCA, 2011), con degeneraciéon o necrosis de los tubulos (OMS, 2003;
EFSA, 2012). Tanto en clinica humana como en patologia experimental, la
nefrotoxicidad por exposicion a mercurio presenta variaciones individuales
de sensibilidad, probablemente secundaria a las variaciones en la
eliminacion de mercurio, asi como el estado anterior de las funciones
renales. Parecen también existir variaciones de sensibilidad segin el sexo
(NTP, 1993).

Para el mercurio elemental se indica un nivel minimo sin efectos adversos
observables (LOAEL) de 0.86 mg/m® (ICPS, 2003). En ratas expuestas a
vapor de mercurio (33 mg/m® durante 12-42 semanas se han observado
cambios degenerativos en el epitelio tubular del rifion con depdsitos en las
celulas tubulares (Kishi et al., 1978).

La exposicion a mercurio inorganico conlleva importantes afecciones

renales. Exposiciones a HgCl a medio y largo plazo en roedores producen

25



Introduccion

incrementos del peso de los rifiones (Jonker et al., 1993; NTP, 1993) debido
a una vacuolizacion del epitelio tubular (NTP, 1993). Los estudios a largo
plazo (2 afios, dosificaciones 5 dias/semana, concentraciones entre 0.3-5
mg/kg peso corporal/dia) en ratas muestran una alta incidencia de
nefropatias que cursan con regeneracion tubular, engrosamiento de la
membrana basal del tibulo y tubulos dilatados con cilindros hialinos (NTP,
1993). Tal y como se ha comentado en el apartado 7.2.1, en roedores
expuestos cronicamente a mercurio inorgénico se ha puesto de manifiesto
una tendencia al incremento de tumores malignos en el tdbulo renal que se

incrementa con la dosis.

En humanos, la exposicién crénica a mercurio inorganico da lugar a
disfunciones renales que pueden manifestarse de distintas formas, desde
proteinurias asintomaticas hasta oligonurias o anurias y sindromes nefriticos.
Holmes et al. (2009) indican que los cambios en la funcién renal son
detectables a concentraciones urinarias de mercurio mayores a 5 ug/g

creatinina.

También se han reportado para el metilmercurio efectos sobre el sistema
renal en roedores expuestos durante tiempos prolongados. Asi, ratas macho
expuestas 26 dias a concentraciones de 0.25 mg/kg/dia mostraron afecciones
renales severas (U.S. EPA, 2001). En ratones expuestos durante 103 dias a
10 mg/L de metilmercurio se evidencié un aumento de la incidencia de
tumores solidos renales (Mitsumori et al., 1990). Estos efectos renales
observados en animales no se han puesto de manifiesto en humanos (JEFCA,
2000).
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7.2.4. Inmunotoxicidad

En los ultimos afios se ha prestado una mayor atencion a los efectos del
mercurio sobre el sistema inmunitario ya que la induccion de
glomerulonefritis autoinmune estd caracterizada por depoésitos de
inmunoglobulinas y complementos. EI mecanismo de la induccion es adin
desconocido, aunque las tendencias actuales sugieren que se debe a un
aumento de la funcion de las células T-ayudantes y/o a la supresion de
celulas T-supresoras. Existe unanimidad en la afirmacion de que el sistema
inmunitario es la primera diana y posteriormente aparecen los efectos sobre

el sistema renal (Espafiol Cano, 2006).

La exposicion a vapor de mercurio durante 10 semanas de ratones
susceptibles evidencié una estimulacion general del sistema inmune con
hiperinmunoglobulemia y afeccion glomerular, acompafiada de depdsitos de
complejos inmunoglobulina G (Warfvinge et al., 1995). La exposicion a las
formas inorganicas de mercurio también produce una respuesta autoinmune
en ratones susceptibles expuestos a 10 mg/kg peso corporal durante 10
semanas a través del agua de bebida. Sin embargo, esta respuesta no se
observa en ratones normales (Nielsen y Hultman, 2002). También la
exposicion a metilmercurio (350 mg mercurio/kg/dia) genera una respuesta
autoinmune en ratones genéticamente susceptibles, si bien es de menor
magnitud (Hultman y Hansson-Georgiadis, 1999). A diferencia de lo
observado en las formas inorganicas, el metilmercurio no genera depdsitos
de complejos inmunes a nivel sistémico, posiblemente por una menor

activacion del sistema inmune.

Ademés de los efectos de estimulacion inmune, también se ha
demostrado que las formas mercuriales tiene efectos inmunosupresores

(Havarinasab y Hultman, 2005). Exposiciones de animales de
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experimentacion a mercurio inorganico y metilmercurio pueden conllevar
una reduccion de distintos tipos celulares del sistema inmunitario y una

reduccion en la respuesta inmune.

7.2.5. Efectos sobre el sistema digestivo

Tal y como se ha comentado anteriormente, la ingestion de cantidades
elevadas de las formas mercuriales de forma aguda produce efectos a nivel
gastrointestinal debido al caracter corrosivo del mercurio. Sin embargo, no
son muy conocidos los efectos sobre este sistema en exposiciones a medio o
largo plazo. El hallazgo maés significativo es la denominada “estomatitis
mercurial” cuyo principal sintoma es la sialorrea, a menudo acompafiada de
hipertrofia de las glandulas salivares. Posteriormente aparece gingivitis y

ulceraciones en la mucosa bucal (Espafiol Cano, 2006).

Se han reportado procesos inflamatorios y necrosis a nivel gastrico en
ratones expuestos a mercurio inorganico (59 mg mercurio/kg peso
corporal/dia, 5 dias/semana) durante 2 semanas (NTP, 1993). En un estudio
de exposicién crdnica llevado a cabo en ratas, el 12-14% de los machos
expuestos a 1.9 o 3.7 mg mercurio/peso corporal/dia presentaron procesos
inflamatorios en el ciego y un incremento significativo de la incidencia de
hiperplasia en el estémago (NTP, 1993). Los estudios epidemiol6gicos
realizados en poblaciones expuestas de forma continuada a traves de los

alimentos, no evallan efectos a nivel gastrointestinal.
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8. Mecanismos moleculares y celulares de toxicidad de las formas

mercuriales

Los mecanismos moleculares implicados en la toxicidad del mercurio
inorgéanico y el metilmercurio estan muy relacionados con su alta afinidad
por moléculas que presentan grupos tiol (proteinas o péptidos). Por otro lado,
algunos estudios apuntan a que el mercurio puede afectar la expresion de
numerosos genes relacionados con el control y regulacion del ciclo celular,
factores de transcripcion, componentes de la maquinaria de reparacion del
ADN vy determinadas rutas de sefializacion entre otros muchos (Ayensu y
Tchounwou, 2006). El efecto sobre la expresion génica y su elevada
capacidad para interaccionar con los grupos tiol de numerosas moléculas
pueden ser la base molecular de los procesos celulares implicados en la
toxicidad del mercurio, tales como la induccion de estrés oxidativo, afeccion
de la homeostasis del calcio y de la biosintesis de grupos hemo,
modificaciones del citoesqueleto, perturbaciones a nivel de membrana y

alteraciones de la respuesta inmune.

Los resultados de varios estudios sugieren que uno de los principales
mecanismos celulares involucrados en la toxicidad de las formas inorganicas
y orgéanicas de mercurio es la induccion de estrés oxidativo. La alta afinidad
de los iones de mercurio por los grupos tiol puede conllevar a la reduccién
del contenido intracelular de glutation (Zalups y Lash, 1997; Gatti et al.,
2004). Esto puede provocar directamente un desbalance redox o predisponer
a las células al mismo. De hecho, los estudios sobre neurotoxicidad del
metilmercurio, indican que el mecanismo principal relacionado con este
efecto toxico es la alteracion de la homeostasis redox celular por un aumento
del nivel de especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno (Mori et al., 2007;
Chuu et al., 2008; Pieper et al., 2014). ElI mecanismo subyacente implicado

parece estar relacionado con alteraciones en las funciones mitocondriales
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(Garrecht y Austin, 2011), lo que resulta en un aumento del anién
superoxido y de los niveles de perdxido de hidrogeno y posteriormente de

los radicales hidroxilo.

Por otra parte, el mercurio puede unirse a residuos de cisteina de
determinados enzimas responsable del mantenimiento del estado redox
intracelular. De hecho, la actividad de varias enzimas antioxidantes parece
disminuir notablemente después de la exposicion a formas mercuriales. Asi,
se ha reportado que la administracién de HgCl a ratas reduce de forma muy
acentuada la actividad de la superdxido dismutasa, catalasa, glutation
peroxidasa y glutation disulfuro reductasa en la corteza renal (Gstraunthaler
et al., 1983), un tejido diana de la accion toxica del mercurio inorgénico.
Este mismo efecto se observa a nivel cerebral en ratones expuestos a
metilmercurio (Vicente et al., 2004; Franco et al., 2009). EI aumento de los
niveles de las especies reactivas de oxigeno y/o nitrdgeno podrian dar lugar a
la peroxidacion lipidica, la oxidacion de proteinas y el dafio oxidativo del
ADN observado en exposiciones a formas mercuriales (Farina et al., 2011a).
Esto se ha evidenciado en ratas alimentadas oralmente con CH3;HgCl y HgCl
(Huang et al., 2011).

También se ha descrito que el CH3HgCl y el HgCI pueden alterar la
homeostasis intracelular del Ca*?, aumentando los niveles intracelulares de
este elemento (Denny y Atchison, 1996; Limke et al., 2004). Segln Tan et
al. (1993), el modo en que el metilmercurio y el mercurio inorganico
incrementan estos niveles es diferente. Asi, la forma organica favorece la
entrada de Ca*? extracelular y también moviliza el Ca*? intracelular presente
en el reticulo endoplasmaético y la mitocondria, mientras que el mercurio
inorgénico sélo aumenta la entrada de Ca*? desde el espacio extracelular. Un
aumento de los niveles celulares de Ca** puede conducir a la activacion de

enzimas de degradacion, la alteracién de la funcién mitocondrial y un
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aumento en el dafio inducido por los radicales libres (Aschner et al., 2010;
Farina et al., 2011a, 2011b).

Otro mecanismo de toxicidad descrito es el efecto de las especies de
mercurio sobre el citoesqueleto. Miura et al. (1984) demostraron que el
mercurio inorganico y el metilmercurio inhiben la polimerizacion de la
tubulina in vitro. También se ha puesto de manifiesto un efecto sobre la red
microtubular en distintos tipos celulares. Vogel et al. (1985) sugieren que el
metilmercurio inhibe el ensamblaje de microtdbulos por union a los grupos
sulfhidrilo libres en los extremos y la superficie de los microtdbulos. De
hecho, la adicién de un quelante parece promover el reensamblaje de los
microtlbulos en las células expuestas a esta forma mercurial (Sager y
Syversen, 1984), presumiblemente por eliminacion de los iones de
metilmercurio de los grupos sulfhidrilo criticos. Este efecto sobre el
citoesqueleto perturba numerosos procesos celulares, incluyendo la
supervivencia celular, la proliferacion, migracion vy diferenciacion
(Johansson et al., 2007).

Los mecanismos de toxicidad relacionados con la genotoxicidad
producida por las especies de mercurio (Crespo-Lopez et al., 2009) han sido
relacionados con el estrés oxidativo, la alteracion de los microtubulos, asi
como la afeccion de las vias de reparacion y replicacion del ADN (Christie
et al., 1986; Cebulska-Wasilewska et al., 2005). Ademés se ha puesto de
manifiesto que el mercurio, especialmente como CH3HgCl, se une
covalentemente a los nitrégenos endociclicos y exociclicos de las bases de
ADN (Li et al., 2006).

Los mecanismos moleculares y celulares de toxicidad del mercurio son
un tema en continuo estudio, sin embargo siguen existiendo incognitas que

dilucidar. Debido a que los principales sistemas diana de este elemento son
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el sistema nervioso y el renal, un gran nimero de estudios se han centrado en
determinar los mecanismos de toxicidad que desarrollan patologias en estos
sistemas. Sin embargo, los estudios a nivel de sistema digestivo, primera
barrera fisiol6gica con la que entra en contacto cualquier contaminante

vehiculado con los alimentos, son muy escasos.

9. Estructura y funcion de la pared intestinal

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. Se subdivide en dos partes bien definidas, el intestino delgado
(duodeno, yeyuno e ileon) y el intestino grueso (ciego, colon y recto). La
pared del intestino estd compuesta por distintas capas, mucosa, serosa y
musculosa, esta Gltima formada a su vez por 2 capas de fibras musculares
lisas (submucosa y muscularis mucosae) (figura 4). La mucosa, capa
externa, es la principal responsable de las diferentes funciones del intestino

(digestion, absorcidn y defensa).

J

AR

—

5
m?\

TR

—— MUCOSA

LB i
T
it
prinrm—
r—

(YA

st Al

|—— SUBMUCOSA

s e

{—— MUSCULARIS

a

SEROSA

..‘J .‘ 5.31 '5“0“.‘“‘]’\‘
w

S— =3
e - —

Figura 4. Estructura de la pared intestinal.
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9.1. Estructura de la mucosa intestinal

La mucosa intestinal esta formada por un epitelio de una sola capa al cual
recubre un tejido conjuntivo denominado lamina propia. La capacidad de
absorcion de la mucosa estéd incrementada por diferentes rasgos estructurales
que permiten multiplicar la superficie luminal hasta 600 veces (Riverén,
1999). Estos rasgos estructurales son los pliegues de Kerking, de los que
parten las villis o vellosidades intestinales, evaginaciones de la capa mucosa
hacia el lumen. Cada vellosidad intestinal estd recubierta por una capa de
celulas epiteliales columnares o enterocitos en cuyo borde apical se
encuentran las microvilli. Cada enterocito contiene alrededor de 1700
microvilli y a su conjunto se le denomina borde en cepillo o superficie
microvellosa. Entre las vellosidades se encuentran las criptas de Lieberkiihn,
invaginaciones tubulares donde se sitdan las células madre que dan lugar a la

mayoria de tipos celulares que componen el intestino (Porter et al., 2002).

En las criptas de Lieberkiihn se lleva a cabo un proceso dindmico que
posibilita la renovacion del epitelio intestinal (figura 5). La cripta origina
una poblacion de células progenitoras que se dividen y diferencian conforme
migran hacia el lumen intestinal. Tras alcanzar la region apical de la
vellosidad, las células se descaman y son eliminadas al lumen (Sancho et al.,
2003). Las células progenitoras en su migracion se diferencian a enterocitos,
celulas caliciformes o enteroendocrinas, mientras que las células de Paneth

se diferencian en la base de la cripta (Sancho et al., 2003).
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Figura 5. Proceso de renovacion del epitelio intestinal.

9.2. Tipos celulares en el epitelio intestinal

Los enterocitos son células cilindricas y constituyen el primer tipo celular

en orden de abundancia en el epitelio intestinal (70-90%, Mahler et al.,

2009). Son células polarizadas, presentan un dominio apical en contacto con

el lumen intestinal y un dominio basal conectado con la lamina propia y la

circulacion sanguinea (figura 6). La membrana apical del enterocito que

forma el borde en cepillo contiene enzimas (glicosidasas, peptidasas y

lipasa) y transportadores esenciales para la digestion y absorcion de

nutrientes.
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Figura 6. Dominios de una célula epitelial polarizada.

El segundo tipo celular son las células caliciformes, cuyo ratio varia de
un 10% en el intestino delgado hasta un 24% en el colon distal (Forstner y
Forstner, 1994). La morfologia de estas células esta determinada por la
distension de la teca que contiene los granulos de mucina situados por
debajo de la membrana apical. Las capas intestinales de mucus secretadas
por las células caliciformes son un gel viscoso compacto constituido
principalmente por la mucina MUC2, que proporciona la primera linea de
defensa contra los agentes enddégenos y exdgenos (Kim y Ho, 2010). Esta
capa mucosa tiene un grosor de aproximadamente 15 pm (Mahler et al.,
2009) y también se considera un componente activo en los procesos de
absorcion y digestion.

Ademaés de los tipos celulares mayoritarios, se han descritos otros tipos
celulares con una funcidn secretora. Las células de Paneth, son células
granuladas que secretan péptidos y enzimas antimicrobianas, por lo que se
consideran células especializadas en la defensa de la mucosa intestinal.
También existen células enteroendocrinas que producen y secretan diferentes

hormonas de manera endocrina o paracrina.
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La polaridad de los enterocitos y las células caliciformes se mantiene
gracias a las uniones estrechas. Estas impiden la libre difusion de proteinas y
lipidos entre los dominios apical y basolateral de la membrana plasmaética.
Las uniones estrechas forman parte de las uniones intercelulares, una
compleja red proteica que permite el contacto entre células adyacentes y
entre una célula y la matriz extracelular. Las uniones intercelulares se
clasifican en tres grupos funcionales: oclusivas, de anclaje y comunicantes
(Alberts, 2010). Las uniones oclusivas implican un sellado entre células
epiteliales al formar una capa continua que restringe la permeabilidad. Las
uniones de anclaje fijan las células entre si y con la matriz extracelular,
contribuyendo a la formacién y mantenimiento tisular. Finalmente, las
uniones comunicantes forman poros entre células permitiendo el
acoplamiento y facilitando la comunicacion intercelular. Las uniones
estrechas estdn compuestas principalmente por uniones oclusivas y de

anclaje.

Se han descrito numerosas proteinas integrantes de las uniones estrechas
(figura 7) (Gonzélez-Mariscal et al., 2003; Shin et al., 2006; Anderson y
Van ltallie, 2009), que ademas de tener un papel en la polaridad intervienen
en numerosos procesos de sefializacion, regulacion transcripcional, ciclo
celular, tréfico vesicular y regulacion paracelular (Anderson y Van ltallie,
2009). Entre las proteinas de las uniones estrechas hay proteinas
transmembrana [claudinas, ocludinas y moléculas de adhesion intercelular
(JAM)] que conectan las membranas de las células adyacentes formado un
estrecho sellado (kissing points). Estas proteinas transmembrana se unen a
proteinas periféricas que son las que permiten su organizacion, su union al
citoesqueleto y la iniciacién de la sefializacién celular. Entre las proteinas
periféricas de membrana hay que destacar las proteinas de la zona occludens
(201, 202y Z03) y la cingulina (Shin et al., 2006).
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Figura 7. Uniones intercelulares en células del epitelio intestinal.

9.3. Tejido linfoide asociado al intestino (GALT)

El GALT estd constituido por foliculos linfoides (acumulacion de
linfocitos) que se localizan a lo largo del tubo intestinal. Es el 6rgano
linfoide méas grande del cuerpo humano, con un 70% de los inmunocitos
corporales (Corr et al., 2008). Estd formado por una red de foliculos
linfoides dispersos o agregados (parches de Peyer en el intestino delgado)
gue se disponen por debajo del epitelio intestinal, en la ldmina propia y la
submucosa. Los foliculos son &reas ricas en células B, ademas poseen
células dendriticas, macrofagos y linfocitos T (Cesta, 2006; Corr et al.,
2008). Estos foliculos estan recubiertos por el epitelio asociado a los
foliculos, constituido por enterocitos y células M (Corr et al., 2008; Borges
et al., 2010). Ademas de los foliculos, también forman parte del GALT, los
linfocitos interepiteliales (IEL), linfocitos T CD8" que se encuentran en el
epitelio intestinal intercalados entre las células epiteliales y que son muy
abundantes (1 IEL por cada 4-6 células epiteliales, Cesta et al., 2006). Una
propiedad Unica de los IEL es que pueden reconocer a los antigenos de
forma directa, sin procesamiento previo, y son capaces de responder con la

secrecion de citoquinas como el IFN-y (Guy-Grand et al., 1998).
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Figura 8. Organizacién del sistema inmune intestinal (Cheroutre y Madakamutil,
2004).

Ademas del sistema GALT, se ha puesto de manifiesto que las células
epiteliales también juegan un papel importante en la modulacion inmune del
intestino (Shen y Turner, 2006). Se ha evidenciado que existe una red
interactiva entre los enterocitos y las células del sistema GALT que mantiene
el balance y modula la respuesta inmune (Van de Walle et al., 2010). Las
células epiteliales regulan la permeabilidad y ademas son capaces de
sintetizar y secretar mediadores de inflamacion, los cuales pueden alcanzar
las celulas del sistema GALT vy favorecer el inicio de la respuesta inmune.
Por otro lado, las células epiteliales pueden responder a mediadores
secretados por las células inmunes, y modular la permeabilidad de la
monocapa epitelial y su secrecion, atenuando o amplificando de esta forma

la respuesta inmune.

38



Introduccion

9.4. Absorcion y vias de transporte

La pared del intestino delgado representa la primera barrera fisiologica
para la absorcion de las sustancias ingeridas. Cualquier compuesto, antes de
Ilegar al torrente sanguineo debe difundir a través de la capa de mucus, las
celulas epiteliales que recubren el intestino, la l[&mina propia y las células
endoteliales. Se ha evidenciado que la capa de células epiteliales es la
limitante en la velocidad y el paso de los compuestos a la circulacion
sistémica (Mahler et al., 2009). La unidad funcional absorbente del intestino

es la vellosidad intestinal recubierta por la capa epitelial de enterocitos.

Existen diferentes mecanismos de transporte a través del epitelio
intestinal, que pueden clasificarse en tres grandes grupos, transporte pasivo
(difusion simple o facilitada), transporte activo (primario o secundario) y
endocitosis (pinocitosis o fagocitosis) (figura 9). El transporte pasivo se
produce por difusion y se caracteriza por realizarse a favor de gradiente de
concentracién y sin consumo de energia. Este puede transcurrir a través de la
membrana de las células epiteliales (transporte transcelular) o a través de los
espacios intercelulares (transporte paracelular) (Cano-Cebrian et al., 2005).
La via paracelular es importante para sustancias de pequefio tamafio e
hidrofilicas, sin embargo, representa un porcentaje muy bajo de la absorcion
pasiva ya que la superficie ocupada por los espacios intercelulares es muy
pequefia comparado con la extensa superficie ocupada por las células
(Artursson et al., 2001).

La difusién a traves de la bicapa lipidica consiste en un reparto de las
moléculas entre el fluido luminal en el que se encuentran disueltas (fase
acuosa) y la bicapa lipidica de la membrana (fase organica), de tal modo que
las moléculas se desplazan desde la zona donde se encuentran mas

concentradas hacia el espacio donde la concentracion es menor. Este
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mecanismo de absorcién depende de las propiedades fisico-quimicas de la
sustancia, en especial de su constante de disociacion (pK,), que define el
grado de ionizacion de una sustancia para cada pH, y de su coeficiente de
particion de Nernst que se correlaciona con su grado de liposolubilidad. La
difusion facilitada se diferencia de la simple en que en la primera participan
proteinas transmembrana o portadores (canales i6nicos o permeasas). Estos
portadores presentan una gran especificidad en su unién a los sustratos ya

gue reconocen grupos funcionales de los mismos.

El transporte activo se caracteriza por realizarse en contra de gradiente
electroguimico, por lo que requiere aporte de energia. Cuando la energia es
aportada por una reaccién exergénica, como la hidrolisis de ATP, se
denomina transporte activo primario. Por el contrario, en el transporte activo
secundario la energia procede del co-transporte de otra sustancia a favor de
gradiente electroquimico. Al igual que en el transporte por difusion
facilitada, en los sistemas de transporte activo las proteinas transportadoras
con un namero finito de sitios de unién a ligando poseeran cinética saturable

(Meunier et al., 1995) y seran susceptibles de inhibicién competitiva.

Cuando se transportan macromoléculas o particulas de un determinado
tamafio el mecanismo principal de transporte es la endocitosis. En este
proceso la sustancia a transportar se rodea progresivamente por una pequefia
porcién de la membrana plasmatica, que primero se invagina y luego se
estrangula formando una vesicula intracelular que contiene el material
ingerido. Segun el tamafio de las vesiculas formadas se distinguen dos tipos
de endocitosis: la pinocitosis que supone la ingestién de liquidos y/o solutos
mediante pequefias vesiculas, y la fagocitosis que implica la ingestion de
grandes particulas, tales como los microorganismos o residuos celulares,

mediante grandes vesiculas o vacuolas.
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Los procesos de difusion pasiva a nivel intestinal se consideran
mayoritarios en los procesos de absorcion, sin embargo, la coexistencia de
otros mecanismos y la complejidad del proceso de absorcion de los
compuestos tiene cada vez mas relevancia (Sugano et al., 2010).
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Figura 9. Representacion esquematica de los distintos mecanismos de transporte
celular.

9.5. Funcidn barrera intestinal

Ademas de su funcidn absortiva, el epitelio intestinal constituye la mayor
y mas importante barrera corporal. La capa de la mucosa actla como una
barrera de permeabilidad selectiva, que permite el paso de nutrientes,
electrolitos y agua, y a su vez mantiene una defensa efectiva contra las
toxinas, antigenos luminales y la flora entérica (Groschwitz y Hogan, 2009).
Esta funcion barrera, tal y como se ha comentado anteriormente, se mantiene
principalmente por las uniones estrechas que sellan los espacios
intercelulares de forma selectiva. También es una pieza importante en el
mantenimiento de la integridad y la funcion barrera el tejido linfoide
asociado al intestino. El paso paracelular de antigenos en condiciones
fisioldgicas esta controlado por el sistema GALT, el cual previene el paso de

antigenos dafiinos a la circulacion sistémica e induce la tolerancia a los
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antigenos luminales mediante un proceso en el que interviene la secrecion de
inmunoglobulina A y la actividad de las células T-reguladoras. El balance
entre la respuesta inmune y la tolerancia es necesario, ya que una respuesta

inmune inapropiada puede causar procesos inflamatorios.

Varios estudios in vitro e in vivo han puesto de manifiesto que la
permeabilidad intestinal estd regulada por mdltiples factores, tales como
factores exo6genos, apoptosis epitelial, citoquinas, células inmunes y
componentes dietarios (Groschwitz y Hogan, 2009; Suzuki, 2013). La
pérdida o deficit de la funcion barrera se considera un determinante critico
en la predisposicion a presentar procesos inflamatorios a nivel intestinal,
tales como la enfermedad de Crohn, la colitis ulcerosa y las alergias
alimentarias, incluso en desordenes funcionales del intestino como el

sindrome del intestino irritable (Camilleri et al., 2012).

10. Modelos in vitro de epitelio intestinal

Para evaluar los procesos de absorcién y los mecanismos de toxicidad
intestinal de una sustancia se pueden emplear aproximaciones in vivo e in
vitro. Dentro de las aproximaciones in vitro, las lineas celulares derivadas de
canceres colorrectales han proporcionado una herramienta muy util para el
estudio de la absorcion de farmacos y nutrientes y de los efectos toxicos de
numerosos compuestos. ElI empleo de cultivos celulares conlleva una serie
de ventajas; son métodos menos costosos y laboriosos, minimizan el tiempo
de experimentacion y son faciles de manipular. Las tres lineas celulares

mejor caracterizadas son Caco-2, HT29 y T84.

Las células Caco-2 fueron establecidas por Fogh et al. (1977) a partir de
un adenocarcinoma de colon humano. En cultivo se diferencian

espontdneamente una vez han alcanzado la confluencia, formando un
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monoestrato celular polarizado con muchas de las caracteristicas
morfologicas y funcionales de los enterocitos humanos maduros. Las
monocapas formadas presentan uniones estrechas intercelulares, domas,
microvilli en el lado apical y ademas expresan transportadores propios de la
membrana del borde en cepillo (Pinto et al., 1983; Hidalgo et al., 1989;
Meunier et al., 1995; Yamashita et al., 2000; Hilgendorf et al., 2007;
Maubon et al., 2007). Durante su diferenciacion expresan progresivamente
distintas actividades hidrolasas, como la sucrosa isomaltasa, lactasa,
aminopeptidasa, dipeptidilpeptidasa IV y fosfatasa alcalina intestinal,
también tipicas de los enterocitos del intestino delgado (Pinto et al., 1983;
Sambruy et al.,, 2001). Contrariamente, las propiedades eléctricas, la
conductividad idnica y la permeabilidad de estas monocapas diferenciadas
son mas caracteristicas de las células de la cripta del colon (Grasset et al.,
1984). Se ha llegado a la conclusion tras el estudio fenotipico y genotipico
de esta linea celular que debido a su origen tumoral no representan un dnico
citotipo. Por ese motivo exhibe caracteristicas tipicas del intestino delgado

adulto, del colon adulto y del colon fetal (Harris et al., 1992).

En 1990, la linea celular Caco-2 se introdujo como herramienta
experimental para estudios sobre los mecanismos de transporte intestinal, y
un afio mas tarde se sugirié que el modelo era adecuado para la evaluacion
de la permeabilidad intestinal de farmacos y para la prediccion de la
absorcion oral de los mismos (Tavelin, 2003). Distintas investigaciones han
puesto de manifiesto que los valores de permeabilidad aparente obtenidos
para una determinada sustancia empleando células Caco-2 pueden
correlacionarse con la magnitud de la absorcion en humanos (Artursson y
Karlsson, 1991; Stewart et al., 1995; Yee, 1997), aunque esto depende en
parte de la naturaleza del compuesto a estudiar. La principal desventaja de

esta linea celular radica en el tamafio de poro de las uniones intercelulares
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(4-5 A), similar al presente en el tramo colénico, pero inferior al presente en
el intestino delgado humano (8-13 A) (Tavelin, 2003), lugar donde se
produce la mayor parte de la absorcién. Por ese motivo la permeabilidad
obtenida con células Caco-2 en cultivo es baja para sustancias que presenten
un importante transporte paracelular. Esto conlleva a que la prediccion de su
absorcion in vivo no sea la adecuada y se subestime la magnitud de la

misma.

Otra gran limitacion del monocultivo Caco-2 es la elevada expresion de
la glicoproteina P (Shah et al., 2006), proteina secretora localizada en la
membrana apical (Thiebaut et al., 1987), respecto a la observada en
enterocitos humanos. Este hecho supone que los sustratos de esta proteina se
eliminen de forma muy acentuada y por tanto que la permeabilidad de estos
compuestos sea menor. En estos casos también se subestimaria la cantidad
de compuesto que se absorbe in vivo. Aun teniendo en cuenta estas
limitaciones y el hecho de tratarse de células de origen tumorogénico, hasta
ahora la linea celular Caco-2 se ha evidenciado como el mejor modelo
celular para estudios de absorcion intestinal y toxicidad de xenobi6ticos
(Sambury et al., 2001).

La linea celular HT29 fue establecida en 1975 (Fogh y Trempe, 1975). A
nivel morfoldgico, los cultivos de esta linea celular son heterogéneos y
contienen subpoblaciones de células con diversa capacidad de
diferenciacion. En condiciones estandar de cultivo la mayoria de la
poblacién es indiferenciada y solo el 5-10% desarrolla un fenotipo
mucosecretor (Lesuffleur et al., 1990). Bajo condiciones de estrés celular,
como, por ejemplo, la eliminacién de glucosa o de suero fetal, o el
tratamiento con metotrexato (MTX) o 5-fluorouracilo, se pueden aislar
poblaciones que desarrollan fenotipos diferenciados mas homogéneos. Asi,

el tratamiento prolongado de HT29 con 107 M de MTX permitié la
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seleccion de una poblacién con capacidad de diferenciacion hacia un
fenotipo mucosecretor, a la cual se le llamé HT29-M6 o HT29-MTX
(Lesuffleur et al., 1990). Estas células forman una monocapa homogénea de
células caliciformes polarizadas con un ndcleo basal, numerosas vacuolas de
mucus acumuladas en el citoplasma de la region apical y algunas
microvellosidades apicales que no llegan a formar un borde en cepillo
maduro (Lesuffleur et al., 1993). El clon HT29-MTX a diferencia de las
HT29 parentales sintetiza principalmente mucinas de tipo gastrico
(Lesuffleur et al., 1990, 1991, 1993). La principal mucina secretada es la
MUC5AC, aungue también es posible detectar MUC1, MUC5B y MUC2
(Lesuffleur et al., 1993, 1995). A nivel de las microvellosidades, las HT29-
M6 presentan hidrolasas tipicas del borde en cepillo de epitelio adulto

(dipeptidilpeptidasa, aminopeptidasa N) (Lesuffleur et al., 1990).

La linea celular HT29 se ha empleado principalmente para evaluar
aspectos relacionados con la adhesion e invasién microbiana, la
diferenciacion celular y los procesos cancerigenos y sus terapias.
Adicionalmente, y en menor medida, se ha utilizado en ensayos de
absorcion, en la mayoria de los casos formando co-cultivos con células
Caco-2 (Walter et al., 1996; Hilgendorf et al., 2000; Pontier et al., 2001;
Calatayud et al., 2012a; Rocha et al., 2012). El co-cultivo de ambas lineas
epiteliales permite reproducir de forma mas precisa la poblacion celular del
intestino (Mahler et al., 2009). Estos co-cultivos forman monocapas con
uniones intercelulares mas laxas, cuyo poro intercelular es mas semejante al
existente en el intestino delgado humano (Hilgendorf et al., 2000). Por otro
lado, la presencia de las células caliciformes permite la produccién de una
capa de mucus, habitual en el tracto gastrointestinal. Finalmente, debido a

que las HT29 no expresan la P-glicoproteina (Hilgendorf et al., 2000), estas
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monocapas mixtas presenta una expresion de este transportador méas similar

a la del epitelio intestinal humano.

El empleo del cultivo combinado de las células mayoritarias del intestino
permite en cierta forma solventar algunas de las limitaciones que presenta el
monocultivo de Caco-2. Los estudios comparativos entre células Caco-2 y
co-cultivos han evidenciado que el modelo que integra ambas células es
mejor a la hora de evaluar el transporte de sustancias que se mueven por via
paracelular o que son sustratos de la P-glicoproteina. Ambos modelos
celulares presentan un comportamiento semejante para compuestos que se
mueven por difusion pasiva transcelular (Walter et al., 1996; Hilgendorf et
al., 2000; Pontier et al., 2001). Por otro lado, el co-cultivo proporciona una
herramienta potencial para el estudio de la influencia de la mucina en la

absorcion oral de sustancias.

11. Antecedentes sobre los mecanismos de transporte del mercurio a

nivel intestinal

Existen pocos estudios que investiguen el transporte de mercurio
inorganico y metilmercurio a través del intestino, siendo este paso de gran
interés si se tiene en cuenta que la mucosa intestinal es la primera barrera
que limitara la distribucion sistémica de este elemento, y condicionara su
posterior toxicidad. Por el contrario, 6rganos como el rifién y cerebro han
sido extensamente estudiados debido a que son considerados diana de ambas
formas mercuriales. Los escasos estudios sobre transporte intestinal de
mercurio inorganico y metilmercurio se han realizado empleando distintos
modelos. Algunas investigaciones se han realizado in vivo, empleando

roedores, mientras que otras se han realizado in vitro con el empleo de

46



Introduccion

modelos como el intestino evertido de rata o la linea celular humana Caco-2.

Estos estudios aportan distinta informacion, en algunos casos contradictoria.

Segun Foulkes (2000), el transporte de mercurio inorganico depende de
los ligandos presentes. Las moléculas que contienen grupos sulfhidrilo
permiten la formacion de conjugados con el mercurio que pueden actuar
como homologos estructurales y/o funcionales de moléculas esenciales, tales
como aminoacidos y/o polipéptidos. Este hecho ha sido descrito en otros
organos (Bridges et al., 2004; Bridges y Zalups, 2004; Zalups y Ahmad,
2005a, 2005b) pero solo ha sido postulado a nivel intestinal. Este transporte
por mimetismo molecular también es aplicable al metilmercurio. El
transporte de metilmercurio unido a distintos tipos de grupos tiol, tales como
glutatién o formas de cisteina (cisteina, homocisteina y N-acetilcisteina) ha
sido estudiado en otros 6rganos, tipos celulares o en sistemas modelo
(Aschner et al., 1990; Kerper et al., 1992; Mokrzan et al., 1995; Wu, 1995;
Simmons-Willis et al., 2002; Zalups y Ahmad, 2004; Bridges y Zalups,
2006a, 2006b; Heggland et al., 2009). Dada la prevalencia de
transportadores de aminoacidos y péptidos en los enterocitos, especialmente
a lo largo del duodeno (Ganapathy et al., 2001; Dave et al., 2004), es posible
que estos conjugados se transporten por uno o mas de estos transportadores

mediante el denominado mimetismo molecular.

Se ha sugerido que la absorcion intestinal de mercurio inorganico en ratas
transcurre en dos etapas. Inicialmente el mercurio inorganico se acumula en
la mucosa intestinal y, posteriormente, se internaliza para llegar a la
circulacion sistémica (Piotruwsky et al., 1992; Foulkes y Bergman, 1993).
La mayoria de estudios sobre absorcion intestinal de mercurio inorganico se
han realizado in situ evidenciando que el transporte se modifica al variar el
pH (Endo et al., 1988a), las concentraciones de CI"y Na’ (Endo et al.,
1988a, 1988b, 1990) y en presencia de sustancias quelantes y cisteina (Endo
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et al., 1990, 1991). Los estudios in vitro empleando células intestinales, en
concreto la linea celular Caco-2, se limitan al trabajo de Aduayom et al.
(2003), el cual sugiere que el mercurio inorgénico se transporta por un
mecanismo de difusion pasiva. Esta conclusion es sorprendente, teniendo en
cuenta la baja liposolubilidad de las formas inorgdnicas de mercurio.
Ademas, estudios en otros sistemas celulares muestran que el transporte de
mercurio inorganico es inhibido al reducir el metabolismo celular (Endo et
al., 1995).

Respecto al metilmercurio, los estudios in vivo sugieren la participacion
de la enzima y-glutamiltransferasa y miembros de la familia de
transportadores de aniones organicos (OAT) en la captacion de
metilmercurio (Urano et al., 1990). El G(nico estudio empleando células
intestinales Caco-2 aporta informacién sobre la captacion del CH3zHgCIl y
CHsHg-cisteina, concluyendo que los transportadores de aminodcidos
neutros (sistema L) participan en el transporte de CHzHg-cisteina y no en el
de CH3HgCI (Mori et al., 2012). Estos transportadores se localizan en la
membrana basolateral de los enterocitos, por tanto hasta el momento se

desconoce que ocurre a nivel de membrana apical.

A la vista de los antecedentes, aunque se conocen algunas caracteristicas
del transporte intestinal de estas formas mercuriales, no existen datos
suficientes que permitan identificar mecanismos de transporte o incluso
evidenciar la participacion de determinados transportadores en la absorcion
intestinal de mercurio inorganico y metilmercurio. Todo esto a su vez impide
que se puedan identificar posibles estrategias para disminuir la absorcion de
este elemento traza toxico y, por otro lado, se desconoce si este paso a traves
del epitelio puede afectar la absorcion de otros compuestos esenciales para el

adecuado funcionamiento del organismo.
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Objetivos

La presente tesis tiene como objetivo general la evaluacion de los
mecanismos de transporte implicados en la absorcion intestinal de las
formas de mercurio presentes en los alimentos y de sus efectos toxicos

sobre el epitelio intestinal.

Para llevar a cabo este objetivo general se han planteado los siguientes

objetivos especificos:

1. Estudio del transporte intestinal de Hg(Il) y CHzHg y de los factores

que influyen en el mismo.

1.1. Evaluacion del transporte y la retencion celular de las formas de
mercurio en la linea celular Caco-2 y caracterizacion de la naturaleza de los

mecanismos implicados.

1.2. Identificacion de transportadores que participan en el transporte
intestinal de Hg(ll) y CH3Hg.

1.3. Evaluacién de la influencia del modelo celular, de componentes
habituales en el lumen gastrointestinal y de componentes procedentes de la

dieta en el transporte de ambas especies mercuriales.

2. Estudios sobre la toxicidad intestinal de Hg(l1) y CH3Hg.

2.1. Estudios de la viabilidad, muerte celular y los mecanismos de

toxicidad en células Caco-2 en distintos estadios de diferenciacion.

2.2. Evaluacion de la expresion génica de proteinas de choque térmico,
metalotioneinas y factor de necrosis tumoral en células Caco-2 en distintos

estadios de diferenciacion.

2.3. Estudios de los efectos sobre el citoesqueleto, las uniones

intercelulares y la permeabilidad celular de células Caco-2 diferenciadas.
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2.4. Estudios in vivo de la acumulacion de Hg(Il) y CHzHg en el epitelio
gastrointestinal y de su efecto sobre la expresién de transportadores

presentes en el epitelio.
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1. Especies mercuriales

Las disoluciones de mercurio inorganico divalente [Hg(ll)] fueron
preparadas por dilucion de los patrones comerciales de Hg(NO3z), (1000
mg/L, Merck, Espafia) y HgClI, (1000 mg/L, Sigma, Italia). Las disoluciones
de metilmercurio (CHsHg) fueron preparadas a partir de CHsHgCI (1000
mg/L, AlfaAesar, Espafia). A lo largo de la tesis, las concentraciones se
expresan como mg/L y/o UM de mercurio, para facilitar la comparacién

entre tratamientos.

2. Modelos celulares y animales empleados en el estudio del transporte y
toxicidad de Hg(l1) y CH3Hg

2.1. Lineas celulares humanas procedentes de adenocarcinomas de colon,
Caco-2 y HT29-MTX

Las células Caco-2 se obtuvieron de la Coleccion Europea de Cultivos
Celulares (ECACC; nimero 86010202, Reino Unido). El mantenimiento de
estas células se llevé a cabo en frascos de 75 cm? a los que se adicionaron 10
mL de medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) a pH 7.2, con L-
glutamina (0.87 g/L) y un alto contenido de glucosa (4.5 g/L). El DMEM se
suplementé con 10% (v/v) de suero fetal bovino (SFB), 1% (v/v) de
aminoacidos 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
y 10 mM de HEPES (&cido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfénico).
A lo largo de la tesis este medio suplementado se denominara DMEMc. Los
ensayos se realizaron con células entre los pases 5 y 40. Los ensayos para el
estudio de un mismo parametro se llevaron a cabo en células que no

difirieron en mas de tres pases.
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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 15y se emplearon en los ensayos entre los pases
16 y 24. El mantenimiento rutinario de las células se llevé a cabo en frascos
de 25 cm?, a los que se adicionaron 5 mL de medio DMEM a pH 7.2, con L-
glutamina (0.87 g/L) y un alto contenido de glucosa (4.5 g/L), suplementado
con un 10% (v/v) de SFB, 100 U/mL de penicilina, 0.1 mg/mL de
estreptomicina, 0.0025 mg/mL de anfotericina B, 10 mM de HEPES y 1 mM
de piruvato de sodio para obtener el medio suplementado gque en esta tesis se
denomina HT-DMEMc.

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

los frascos a una densidad de 0.5-1 x 10 células/cmz.

Para la tripsinizacion de las células se retir6 el medio de cultivo y se lavd
la monocapa celular dos veces con tampén fosfato salino (PBS). A
continuacion se adiciond una disolucion de tripsina (0.5 mg/L) y é&cido
etilendiamino tetracético (EDTA, 0.22 g/L) que se mantuvo en contacto con
las celulas durante 10 minutos a 37 °C. Posteriormente, se inactivo la tripsina
con medio completo (DMEMc o HT-DMEM(c) vy tras centrifugacion (1200
rpm, 5 minutos) se recuperaron las células. Este procedimiento es comun a
todos los tratamientos de tripsinizacion aplicados en la presente tesis

doctoral.

Los reactivos utilizados para el mantenimiento de los cultivos celulares
fueron adquiridos a Sigma (Espafa), PAA Laboratories GMBH (Labclinic,

Espafia) y HyClone Laboratories (Thermo Scientific, Espafa).
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2.2. Cepas de Saccharomyces cerevisiae

Las cepas empleadas en este estudio fueron BY4741 (MATa his341
leu240 metl1540 ura340) y smflasmf2A (cepa XL131; MAT« smfl:URA3
smf2: HIS3 ade2 lys24201 leu2-3 112), esta Gltima donada por la Dra.
Valleria Culotta (Departamento de Ciencias de Salud Ambiental de la
Escuela de Higiene y Salud Publica, Universidad Johns Hopkins, Baltimore,
MD, EEUU).

Los stocks de levaduras fueron mantenidos en medio YPD (extracto de
levadura peptona dextrosa) constituido por 0.5% (m/v) de extracto de
levadura, 1% (m/v) de peptona bacteriol6gica y 2% (m/v) de glucosa

(Sigma).

2.3. Modelos animales

En los estudios in vivo se emplearon ratas albinas adultas Wistar (350-
400 g peso corporal), procedentes del estabulario de la Facultad de
Fisiologia de la Universidad de Pavia (Italia). Los animales se mantuvieron
en condiciones ambientales controladas (ciclos de 12 horas de luz y
oscuridad y temperatura ambiente de 22 °C), con agua y comida ad libidum.
Los animales fueron cuidados y sacrificados de acuerdo con los requisitos de
la Directiva Europea (Directiva 86/609/EEC). Todos los protocolos
experimentales empleados fueron aprobados por el Comité de Bioética para

el uso de animales de laboratorio de la Universidad de Pavia.
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3. Evaluacion de las caracteristicas del transporte intestinal de Hg(ll) y
CH3Hg empleando la linea celular Caco-2 como modelo de epitelio

intestinal

Para caracterizar el transporte de Hg(ll) y CHs;Hg a través de la
monocapa formada por las células Caco-2 diferenciadas (10-14 dias post-
siembra) se emplearon dos aproximaciones. En la mayoria de ensayos se
determiné el coeficiente de permeabilidad aparente (Payp), parametro que
evalla la velocidad de paso de una sustancia a través de la monocapa celular
corregido por la concentracion inicial del compuesto en el compartimento
dador, la superficie y el tiempo de exposicion. En algunos ensayos, sin
embargo, en lugar de la determinacion del P.y,, que requiere la toma de
muestra a distintos tiempos, se evalu6 el transporte y la retencion celular de

las formas mercuriales a tiempo final.

Para los ensayos de transporte, acumulacion y permeabilidad, las células
se sembraron a una densidad de 5.3-6.4 x 10* célulasicm® sobre una
membrana semipermeable de poliéster (Transwell®, Costar Corporation,
Cultek, Espafia) que permite la separacion del cultivo en dos
compartimentos, el compartimento superior o apical, que in vivo
corresponderia al lumen intestinal y el inferior o basolateral, que
corresponderia al espacio intersticial en contacto con los capilares
sanguineos (figura 1). En los estudios de transporte se han empleado insertos

Transwell® de 24 mm de didmetro y un tamafio de poro de 0.4 pm.
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®
Inserto Transwell

Compartimento apical
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celular Membrana permeable

Compartimento basolateral

Figura 1. Representacion grafica del sistema Transwell®.

Durante el tiempo de crecimiento y diferenciacion celular en el sistema
Transwell®, se monitore6 el desarrollo de la monocapa celular mediante la
medida de la resistencia eléctrica transepitelial (RET) cada 2 dias a partir
sexto dia post-siembra. Esta medida se realizo con un voltimetro Millicell®-
ERS (Millipore Corporation, Espafia; figura 2). Las células entre los 10-14
dias post-siembra mostraron valores de RET estables y superiores a 250
Ohms x cm?, criterio empleado en nuestro laboratorio para considerar la

monocapa formada.

Figura 2. Voltimetro Millicell®-ERS utilizado para la medicion de la RET en el
sistema Transwell®.
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A continuacion se describen los protocolos de trabajo para la realizacion
de los estudios de transporte 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 de las formas
mercuriales (apertura de las uniones intercelulares, pH, temperatura,
inhibicién del metabolismo celular, gradiente de sodio, presencia de formas
de cisteina e inhibicion competitiva 0 no competitiva de determinados

transportadores).

3.1. Evaluacion de la actividad mitocondrial de células Caco-2 tratadas con
Hg(ll) y CH3Hg

Se evaluo el efecto de Hg(Il) y CH3Hg sobre la actividad mitocondrial de
las células diferenciadas como medida indirecta de la viabilidad celular. Este
estudio se llevd a cabo con el fin de seleccionar las concentraciones
subletales de trabajo a aplicar en los estudios de transporte y acumulacién. El
ensayo se basa en la capacidad de las células viables de llevar a cabo la
reduccion de la resazurina (sal sodica de 10-6xido de 7-hidroxi-3-hidro-
fenoxacin-3-ona, Sigma) a resorufina y dihidroresorufina, ambas detectables
colorimétricamente. La conversion es intracelular y esta catalizada por las
oxidoreductasas mitocondriales, microsomales y citosélicas (O’Brien et al.,
2000). Las células se sembraron a una densidad de 2.5 x 10* células/cm? en
placas de 24 pocillos en medio DMEMc, cambiando el medio cada 2-3 dias.
Tras alcanzar la diferenciacion (10-12 dias), las células se expusieron a
Hg(ll) y CH;sHg (0.1, 0.5, 1, 1.5, 2, 3y 5 mg/L) durante 4 y 24 horas. Estos
tratamientos se prepararon en medio esencial minimo con sales de Earle
(MEM, HyClone) suplementado con 1 mM de piruvato de sodio, 10 mM
HEPES, 100 U/mL de penicilina, 0.1 mg/mL de estreptomicina y 0.0025
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mg/L de anfotericina B. A lo largo de la tesis, este medio se denominara
MEM suplementado. En todos los ensayos se emplearon células control no

tratadas.

Tras la exposicion, se retir6 el medio y las monocapas celulares se
lavaron con PBS. Posteriormente se afiadieron 500 pL de resazurina
(10 pg/mL en MEM suplementado) y se incub0 durante 2 horas a 37 °C,
95% humedad relativa y flujo de CO, del 5%. Tras la incubacion, se
transfirieron 100 pL a una placa de 96 pocillos y la reduccion de la
resazurina se determiné por espectrometria visible a longitudes de onda de
570 y 600 nm (PowerWave HT Microplate Scanning Spectrophotometer,
Bio-Tek instruments, Alemania). Los resultados se expresaron como

porcentajes respecto a la absorbancia de las células no tratadas con mercurio.

3.2. Control de la integridad de la monocapa durante los ensayos de

transporte, acumulacion celular y permeabilidad

La integridad de la monocapa celular se determind a través de la
medicion de tres parametros: a) la RET; b) el coeficiente de permeabilidad
aparente (Ps,,) 0 el porcentaje de transporte del marcador fluorescente

paracelular yellow (LY, Sigma); c) la viabilidad celular al final del ensayo.

La RET se midi6 al inicio de la experiencia y en todos los tiempos de
toma de muestra (5, 15, 30, 60, 90 y 120 minutos), tal y como se describe al
inicio del apartado 3. Para evaluar el transporte de LY, este marcador se
adicion6 a una concentracion de 100 uM al compartimento dador de los
pocillos control y de los pocillos tratados con mercurio. La fluorescencia del
LY en las alicuotas recogidas a cada tiempo del lado aceptor se midid
empleando un lector de microplacas (PolarSTAR OPTIMA reader, BMG-

Labtech, Alemania) a una longitud de onda de excitacion/emision de
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485/520 nm. El calculo del Py, se realiz6 aplicando la ecuacion 1 que se
describe en el apartado 3.3. Para los ensayos de transporte a tiempo final, en
lugar de la permeabilidad de LY se calculd el porcentaje de transporte de LY
al final del ensayo. Para evaluar posibles interacciones del LY sobre la
captacion y transporte de las especies mercuriales se realizaron experiencias
paralelas con y sin marcador paracelular que demostraron la ausencia de

interferencias entre el LY y las formas mercuriales estudiadas.

La viabilidad celular se determind en las células recogidas mediante
tripsinizacion al final del ensayo. Se utilizo la técnica de tincion con azul
tripano 0.4% (v/v) (Sigma) empleando una cédmara de Neubauer y

visualizacion en microscopio dptico invertido (OPTIKA XDS-1R, Italia).

Se consideraron validos los ensayos de transporte cuando se cumplieron
las siguientes condiciones: a) cambios inferiores al 25% en la RET respecto
a los valores iniciales; b) valores de Py, del LY <2 x 107 cm/s o porcentaje

de transporte de LY a tiempo final < 2%y c) viabilidad celular > 80%.

3.3. Ensayos de transporte, acumulacion celular y determinacion de la

permeabilidad de Hg(Il) y CH3Hg en condiciones estandar

Los ensayos se llevaron a cabo a 37 °C, 95% de humedad relativa, 5% de
CO, y empleando como medio de cultivo la solucion salina de Hanks con
NaCOj; (Sigma), suplementada con 10 mM HEPES (pH 7.2). A lo largo de
esta tesis, este medio se denominara HBSS-HEPES. Se evaluo el transporte
en direccion apical-basolateral (A-B, sentido absortivo) y en direccion

basolateral-apical (B-A, sentido secretorio) (figura 3).
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Figura 3. Disefio de los ensayos de transporte, acumulacién celular y permeabilidad
en el sistema Transwell®.

Antes de iniciar las experiencias, las células diferenciadas en Transwell®
se acondicionaron durante 15 minutos con el medio HBSS-HEPES
adicionado a ambos compartimentos. Posteriormente, se retir6 el medio y se
adicionaron los patrones de Hg(ll) y CH3Hg preparados en HBSS-HEPES al
compartimento dador (apical, para el transporte A-B o basolateral para el
transporte B-A) y medio HBSS-HEPES al compartimento aceptor.
Independientemente de la direccion de ensayo, se afiadieron 1.5 mL de
medio al lado apical y 2 mL al compartimento basolateral. Las

concentraciones ensayadas en direccién A-B fueron:

- Hg(l): 0.1, 05 y 1 mg/L (equivalentes a 5, 25 y 5 uM

respectivamente).

- CHzHg: 0.1, 0.5, 1 y 5 mg/L (equivalentes a 0.46, 2.3, 4.6 y 23 uM

respectivamente).
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En la direccion B-A solamente se ensayaron dos concentraciones (0.5y 1
mg/L) para ambas especies mercuriales. A los tiempos estipulados (5, 15, 30,
60, 90 y 120 minutos), se retiraron alicuotas (600 uL) del compartimento
aceptor que se sustituyeron por el mismo volumen de medio fresco (HBSS-
HEPES) sin adicion de mercurio. Transcurrido el tiempo de ensayo (120
minutos), el contenido del compartimento dador fue recogido en su totalidad,
y las células se recuperaron por tripsinizacion siguiendo el protocolo descrito

en el apartado 2.1.

En las alicuotas recogidas del medio aceptor, asi como en el medio dador
y en las células se procedi6 a la cuantificacién de mercurio tras digestion de
las muestras en horno de microondas y determinacién por espectrofotometria
de fluorescencia atémica por vapor frio (CV-AFS), tal y como se describe

en el apartado 8.

Los coeficientes de permeabilidad aparente (Payp; cm/s) se calcularon

utilizando la ecuacion 1.
Papp = (dC/dt) (V, /AC,) (Ecuacion 1)
donde,

dC/dt es el flujo (pg/s) determinado por la pendiente lineal de la ecuacion
que rige la variacion de las concentraciones de mercurio, corregidas por la

dilucion, frente al tiempo.

V; es el volumen del compartimento aceptor (2 mL en la direccion A-B 'y
1.5 mL en la direccion B-A).

A es la superficie ocupada por la monocapa celular (4.67 cm?).

C, es la concentracion inicial de mercurio en el compartimento dador
(Mg/mL).
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Adicionalmente se calculé el ratio de eliminacion (E;) mediante la

ecuacion:

donde P4y, (B-A) es el coeficiente de permeabilidad aparente en direccion
basolateral-apical y Py, (A-B) es el coeficiente de permeabilidad aparente en

direccion apical-basolateral.

En los ensayos a tiempo final, los datos de transporte se expresaron como
cantidad de mercurio total (ng) normalizado por el nimero total de células
obtenidas mediante tincion con azul de tripano (apartado 3.2) o por el
contenido total de proteina determinado por el método Bradford (apartado
10).

3.4. Estudio de eliminacidn celular de Hg(ll) y CHzHg

Los ensayos de eliminacion del mercurio intracelular se llevaron a cabo
en condiciones estandar (37 °C, pH 7.2). Se adicionaron al compartimento
apical 1.5 mL de una disolucion de Hg(ll) o CHsHg (ambas a 1 mg/L) en
HBSS-HEPES y 2 mL de HBSS-HEPES al compartimento basolateral. Tras
60 minutos de contacto con las células, una parte de los pocillos se destiné a
evaluar el contenido de mercurio acumulado. En el resto de pocillos se
eliminaron los medios apical y basolateral, se sustituyeron por medio HBSS-
HEPES sin adicion de mercurio y se procedid al estudio de la eliminacion

del mercurio acumulado.

A los tiempos estipulados (5, 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 y
240 minutos) se retiraron los medios apical y basolateral en su totalidad, y se
sustituyeron por el mismo volumen de medio HBSS-HEPES sin adicion. Al

final del ensayo, se recuperaron las células por tripsinizacién siguiendo el
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protocolo descrito en el apartado 2.1. En todas estas muestras se procedio a
la determinacion de mercurio tras digestion de las muestras en horno de

microondas y cuantificacion por CV-AFS (apartado 8).

3.5. Estudio de los parametros cinéticos del transporte de Hg(l1) y CHzHg

Los ensayos se llevaron a cabo en condiciones estandar (pH 7.2, 37 °C)
en direccion A-B y B-A. Las concentraciones de Hg(ll) utilizadas fueron las

siguientes:

- direccién A-B: 0.06, 0.14, 0.19, 0.20 y 0.25 mg/L, equivalentes a 0.3,
0.65, 0.89, 0.95y 1.15 uM respectivamente.

- direccion B-A: 0.07, 0.11, 0.19, 0.28 y 0.36 mg/L, equivalentes a 0.35,
0.49, 0.89, 1.29 y 1.69 UM respectivamente.

Las concentraciones de CH3;Hg empleadas fueron:

- direccion A-B: 0.07, 0.16, 0.23, 0.27 y 0.33 mg/L (equivalentes a 0.32,
0.74, 1.06, 1.24 y 1.52 uM respectivamente).

- direccién B-A: 0.10, 0.13, 0.23, 0.25, 0.30, 0.53 y 1 mg/L (equivalentes
a0.46, 0.59, 1.06, 1.15, 1.38, 2.43 y 4.63 UM respectivamente).

Tras la exposicién (60 minutos), el medio apical, basolateral y las células
fueron recogidos en su totalidad para llevar a cabo la cuantificacion de
mercurio. Los contenidos de mercurio normalizados por nimero de células
se emplearon para el calculo de los parametros cinéticos aplicando la

ecuacion 3 (Proctor et al., 2008).
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J = (Umax X C)/(Kn+ C) + (Kg x C)  (Ecuacion 3)
donde,
J es el flujo normalizado por el 4rea de superficie (pmol/min x cm?).

Kn es una constante equivalente a la constante de Michaelis-Menten
(UM).
Jmax €S €l flujo méximo (pmol/min x cm?).

Kq es la constante para el término no saturable (uL/min x cm?).

C es la concentracion en el compartimento dador (LM).

3.6. Efecto de la albimina en el transporte y acumulacion de Hg(ll) y
CH3Hg

Este estudio se llevé a cabo en condiciones estandar (pH 7.2, 37 °C) en
direccion A-B. Se adicionaron 1.5 mL de las disoluciones patrén de Hg(ll)
(0.4 mg/L, 2 uM) o CH;zHg (0.3 mg/L, 1.4 uM) preparadas en HBSS-
HEPES al compartimento apical y 2 mL de HBSS-HEPES con 4% (m/v) de
albimina de suero bovino (BSA, Sigma) al compartimento basolateral. Tras
la exposicion (120 minutos) se determind el P,y (apartado 3.3) y el
contenido de mercurio (apartado 8) en el lisado celular y el compartimento

apical.

3.7. Estudio de la participacion de la via paracelular en el transporte de
Hg(ll) y CH;Hg

Este estudio se llevo a cabo en condiciones estandar (pH 7.2, 37 °C) en

direccion A-B durante 120 minutos. Las células se incubaron durante 5
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minutos con una disolucién 5 mM de EDTA en PBS libre de Ca™ y Mg*
(PBS-CMF) (PAA), la cual se adicion6 a ambos compartimentos.
Posteriormente se retir6 el tratamiento con EDTA y la monocapa se lavé con
PBS-CMF. Se adicionaron 1.5 mL de Hg(ll) o CHsHg (ambos a 1 mg/L)
preparados en medio HBSS libre de Ca™ y Mg*? al compartimento apical, y
2 mL de HBSS-HEPES al compartimento basolateral. El Py, se evalud

siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.3.

3.8. Participacion de un mecanismo dependiente de energia en el transporte y

acumulacion de Hg(ll) y CH3Hg

Para evaluar la dependencia de la energia del transporte se realizaron dos
aproximaciones a pH 7.2. En primer lugar se analizé el efecto de la
temperatura sobre el transporte, evaluando la permeabilidad en direccion A-
B de Hg(ll) (1 mg/L, 5 uM) y CHzHg (1 mg/L, 4.6 uM) a 18 °C y 2 °C
durante 120 minutos. Los resultados se compararon con los obtenidos a 37
°C. Los valores de P,y a las distintas temperaturas permitieron calcular la
energia de permeacion (E,) mediante la ecuacion de Arrhenius (Ecuacion 4).

— —Ep/RT

(Ecuacién 4)

donde,

Papp representa el coeficiente de permeabilidad aparente (cm/s).
P, es el factor pre-exponencial.

R es la constante de los gases (8.31434 J/mol °K).

T es la temperatura absoluta (°K).

La segunda aproximacion consistio en un tratamiento de inhibicion del

metabolismo celular. Las células se incubaron durante 10 minutos con una
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disoluciéon de azida sodica (5 mM, Sigma) y 2-desoxiglucosa (50 mM,
Sigma) preparada con HBSS-HEPES. Posteriormente, se expusieron durante
120 minutos a Hg(ll) (1 mg/L, 5 uM) o CH;Hg (0.8 mg/L, 4 pM) en
condiciones estandar (pH 7.2, 37 °C). El valor de P4, se evalué siguiendo el

protocolo descrito en el apartado 3.3.

3.9. Efecto de la concentracion de H* en la permeabilidad y acumulacion de
Hg(ll) y CH3Hg

El estudio se realizd en direccion A-B, disminuyendo el pH del medio
apical a 5.5 y manteniendo el pH 7.2 en el medio basolateral. EI pH 5.5 se
consiguié mediante la adicién de 20 mM de é&cido 0-2-(N-morfolino
etanosulfénico) (MES, Sigma) al medio HBSS (HBSS-MES). Para el ensayo
de transporte se adicionaron 1.5 mL de una disolucién de Hg(ll) (1 mg/mL,
5 uM) o CHsHg (0.6 mg/mL, 2.8 uM) preparada en HBSS-MES al
compartimento apical y 2 mL de HBSS-HEPES al compartimento
basolateral. Tras 120 minutos de exposicion, los valores de P., y la
retencion celular se calcularon siguiendo el protocolo descrito en el apartado
3.3. Los resultados obtenidos se compararon con los valores hallados en

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

3.10. Influencia de la concentracion de Na* en el transporte y acumulacion
de Hg(ll) y CHzHg

Se prepar6 un medio control [10 mM HEPES, 130 mM NaCl (Panreac,
Espafia), 10 mM KCI (Panreac), 1 mM MgSO, (Sigma), 5 mM glucosa
(Panreac) y 1 mM CaCl, (Panreac)] y un medio libre de NaCl, en el que
dicha sal fue sustituida por una concentracion equimolar de cloruro de colina
[(CH3)3N(CI)CH,CH,0H, Sigma]. La osmolaridad de los medios se midio
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empleando un osmdémetro con punto de congelacién (Automatic Micro-
Osmometer Type 15 Loser, Loser Messtechnik, Alemania). Todos los

medios preparados presentaron una osmolaridad de 310 £ 10 mOsm/kg.

Las disoluciones de Hg(ll) (0.8 mg/L, 4 pM) y CHsHg (0.6 mg/L, 2.8
pUM) fueron preparadas en medio control o en medio sin NaCl y se
adicionaron al compartimento apical (1.5 mL). En el compartimento
basolateral se adicionaron 2 mL del medio control. Transcurrido 120
minutos de exposicién en condiciones estandar (pH 7.2, 37 °C), se
recuperaron los medios apicales, basolaterales y las células, y se llevé a cabo

la cuantificacion de mercurio (apartado 8).

3.11. Efecto de la presencia de distintas formas de cisteina en el transporte y

acumulacion de Hg(1l) y CH3zHg

Para evaluar el efecto de distintas formas de cisteina sobre el transporte
de Hg(ll) y CHsHg se siguid el protocolo descrito por Zalups y Ahmad
(2004), con ligeras modificaciones. Se mantuvieron en contacto durante 10
minutos a temperatura ambiente, 5 uM de L-cisteina (L-Cys, Merck), DL-
homocisteina (Hcys, Sigma) o N-acetil-L-cisteina (NAC, Sigma) con 2.5 uM
de Hg(ll) y CH3Hg preparados en medio HBSS-HEPES. Posteriormente se
llevo a cabo el ensayo de transporte en direccion A-B (pH 7.2, 37 °C),
adicionando 1.5 mL de las mezclas Hg(ll)-formas de cisteina o
CHsHg-formas de cisteina al compartimento apical y 2 mL de HBSS-
HEPES al compartimento basolateral. Después de la exposicion (120
minutos) se recuperaron los medios apicales, basolaterales y las células, y se

llevé a cabo la cuantificacion del mercurio (apartado 8).
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3.12. Efecto de inhibidores o sustratos de determinados transportadores en el

transporte y acumulacion de Hg(Il) y CH3;Hg

Los ensayos se llevaron a cabo en direccion A-B en condiciones estandar

(pH 7.2, 37 °C), exceptuando el ensayo con Mn(NOs), (Merck) que se llevd

a cabo a pH 5.5 en el lado apical. Los tratamientos aplicados se describen en

la tabla 1 para el Hg(ll) y en la tabla 2 para el CH;Hg.

Tabla 1. Condiciones empleadas en los ensayos de inhibicion del transporte de

Ho(II).
Sustrato o Concentraciéon  Preincubacion Transportador
inhibidor (UM) (min) afectado
Rifamicina 100 60 OATPs
BCH 100 60 sistema L
AA° (L-Phe + L-Met) 2000 60 sistemas B%*, L, y'L
AA* (L-Arg + L-Lys) 2000 60 sistemas B%*, b®*, L, y'L
Mn(NOs), 500/1000 30 DMT1

BCH: &cido aminobiciclo-(2,2,1)-heptano-2-carboxilico
AA": aminoécidos neutros

AA*: aminoécidos catidnicos

Tabla 2. Condiciones empleadas en los ensayos de inhibicion del transporte de

CH3Hg.
Sustrato 0 Concentracion  Preincubacion Transportador
inhibidor (UM) (min) afectado
Rifamicina 100 60 OATPs
BCH 100 60 sistema L
L-Phe 2000 60 sistemas B%*, L, y*L
L-Arg 2000 60 sistemas B®*, b%*, L, y'L

BCH: &cido aminobiciclo-(2,2,1)-heptano-2-carboxilico
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3.13. Evaluacion de la participacion de un transporte pasivo en el paso

transcelular de Hg(ll) y CHs;Hg

Estos ensayos se llevaron a cabo en placas de 96 pocillos (Multiscreen®
filter, Millipore, Espafa). El ensayo PAMPA (ensayo de permeabilidad en
membranas artificiales en paralelo) se basa en la creacién de una membrana
lipidica artificial que emula la bicapa lipidica, sobre los pocillos de un
soporte que se puede considerar el compartimento dador. Posteriormente,
este soporte se acopla a una placa multipocillo que actia como

compartimento receptor (figura 4).

Placa 96 pocillos

l

Membrana
lecitina/dodecano

P :
o =
Sal k]l B
Pocillo dador  Pocillo aceptor
(150 pL) (300 pL)

Figura 4. Representacion grafica del sistema PAMPA.

Para la creacion de la membrana se emple6 una disolucién de lecitina
(1% m/v, Sigma) en dodecano (Sigma), sonicada durante 5 minutos antes de
su adicién. Posteriormente, se incorporaron cuidadosamente 5 pL de esta
disoluciéon a los pocillos dadores (parte apical) e inmediatamente se
adicionaron 150 pL de Hg(ll) o CHzHg (ambos a 50 y 100 pM) preparados
en dimetilsulféxido 5% (v/v) (DMSO, Sigma) en PBS a pH 7.2. Como
control se empled clorhidrato de verapamilo (Sigma) (100 y 500 pM)
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preparado en DMSO 5% (v/v). Los pocillos dadores fueron acoplados a los
pocillos aceptores que contenian 300 uL de DMSO 5% (v/v) y este montaje
se incub6 a temperatura ambiente durante 16 horas envuelto en un pafio
mojado para prevenir la evaporacion. Transcurrido el periodo de incubacién,
los medios apical y basal se recuperaron para llevar a cabo la cuantificacion
de mercurio (apartado 8) y de verapamilo. La concentracion del verapamilo
se determind utilizando un espectrofotometro UV-VIS (Agilent 8453,

Agilent, Espafia) a una longitud de onda de 279 nm.

El coeficiente de permeabilidad a través de la membrana artificial se
determind utilizando la ecuacion descrita por Sugano et al. (2001) que se

indica a continuacion:

Pam = - 2.303 x (Vo X Vag | Vign + V) x (1/ S x t) x log (L - % flujo/100)

(Ecuacion 5)

Calculandose el porcentaje de flujo a partir de la ecuacion
% flujo = (C4e/Crer) x 100 (Ecuacion 6)

donde,

Van €s el volumen el compartimento dador (0.15 mL).

V. €s el volumen del compartimento aceptor (0.3 mL).

S es el 4rea de la membrana (0.3 cm?).

t es el tiempo de incubacion (57600 s).

Cac €s la cantidad de mercurio en el pocillo aceptor al final del ensayo
(ng).

Cret €s la cantidad de mercurio adicionada en el pocillo dador (ng).
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Adicionalmente, se realizaron ensayos empleando el sistema PAMPA
para determinar la influencia de L-Cys y determinados cationes en la

difusion pasiva de CH3Hg. Estos estudios consistieron en:

a) Evaluar el efecto de concentraciones crecientes de L-Cys (25, 200 y
500 uM) sobre el transporte de CH3zHg (10.8 mg/L; 50 uM)

b) Evaluar el efecto conjunto de la presencia de Mn*2, Zn*? y Cu*? (50
uM, Merck, Espafia) y L-Cys (200 y 500 uM) sobre el transporte de
CH3Hg (10.8 mg/L; 50 uM).

Transcurrido el periodo de incubacién (16 horas), los medios dadores y
aceptores se recuperaron para llevar a cabo la cuantificacion de mercurio

(apartado 8).

4. Evaluacion de los transportadores implicados en el transporte
intestinal de Hg(ll) y CH3;Hg

Se investigd la participacién de transportadores en el paso transcelular de
Hg(Il) y CH3Hg, seleccionandose éstos en base a los resultados obtenidos en
los estudios de caracterizacion del transporte descritos en el apartado 3. En
concreto, se evaluaron los transportadores de aminoécidos b y B%* en el
transporte de ambas formas mercuriales unidas a L-Cys, y el papel del
transportador de cationes divalente (DMT1) en el transporte de Hg(ll). En
células Caco-2 se evaluaron también los cambios en la expresion génica de
estos transportadores y de los pertenecientes al sistema L (LAT1, LAT2) y al
sistema y'L (y'LAT1, y'LAT2) tras la exposicion a Hg(ll) y CHs;Hg en

presencia o ausencia de L-Cys.
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4.1. Evaluacidn de los transportadores implicados en el transporte intestinal

de Hg(Il) y CH3Hg empleando la linea celular Caco-2

4.1.1. Expresion génica de los transportadores seleccionados en células

control y en células expuestas a Hg(I1) y CH3Hg

Inicialmente se evalud si los transportadores de interés se expresaban en
el clon de Caco-2 empleado. Una vez confirmada la expresion de estos
transportadores, se llevé a cabo una segunda experiencia para determinar si

la exposicion a las formas mercuriales modificaba su patron de expresion.

Las células se sembraron a una densidad de 6.4 x 10* células/cm® en
placas de 6 pocillos en medio DMEMc y los ensayos se llevaron a cabo tras
alcanzar la diferenciacion (10-12 dias post-siembra). Para evaluar la
expresion diferencial de los transportadores en presencia de mercurio, las
células Caco-2 diferenciadas se expusieron durante 24 y 48 horas a Hg(ll) y
CHsHg (1 mg/L), ambos preparados en MEM suplementado. También se
evalud la expresion diferencial de los transportadores tras el tratamiento de
las células Caco-2 con 0.5 mg/L de Hg(ll) y CHsHg en presencia de 5 uM de
L-Cys. Como referencia se emplearon células en el mismo estadio de
diferenciacion no tratadas con mercurio. Transcurrido el tiempo de
exposicion, las células se lavaron con PBS y se recuperaron para la
extraccion de ARN y posterior obtencién de ADN complementario (ADNCc)
segun el protocolo descrito en los apartados 4.1.4 a 4.1.6.

La evaluacion de la expresion se realiz6 mediante reaccion en cadena de
la polimerasa cuantitativa (QPCR), tal y como se describe en el apartado
4.1.7. Las secuencias de los oligonucleétidos (Biolegio, Teknockroma,

Espafia) se muestran en la tabla 3.

75



Tabla 3. Secuencias y eficacias de los oligonucleédtidos de los transportadores empleados en gPCR.

Gen GenBank N° Secuencia de primers 5’-3’ AHEE:)')CO” Eficacia Referencia
Sistema F: GGCCTGACGATTCTAGGACTCA
b NM_001126335 125 2.03 +0.01
SLC7A9 R: GGAGCCAGAACCAAAAACACA
Sistema F: CCAAGCCACTGAAAGGGAGT http://pga.mgh.harv
B NM_007231 130 1.98 £ 0.14 | ard.edu/primerbank/
SLCOAL R: AACTCTGGAGGGTGCTTCAA
LAT1 F: CACAGAGGAAATGATCAACCCCT
NM_003486.5 168 2.09 +0.08
SLC7A5 R: TGATAGTTCCCGAAGTCCACGG
LAT2 F: TGAGGAGCTTGTTGATCCCTACA
NM_182728.1 93 2.00+0.09 | Teradaetal., 2005
SLC7A8 R: GCGACATTGGCAAAGACATACA
y*LAT1 F: GATCCATGTTGAGCGGTTCAC
NM_001126105 77 2.10+0.05 | Teradaetal., 2005

SLCTA7

R: CCACGCACAAGTAGATCAATGC



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/28231

Tabla 3. Continuacion

Amplicén

Gen GenBank N° Secuencia de primers 5’-3’ (bp) Eficacia Referencia
*LAT2 F: CCCACACCCACCTACCATCT .
Y NM_001076785.1 160 | 2.06 +0.07 ht;p'/ép?a'mghg‘ar‘é
SLC7AG6 R: CTGAGCCGATCATGTTGCC ard.edu/primerban
DMT1 F: GTGGTCAGCGTGGCTTATCTG i
NM_000617 102 184+005 Dalusikovaetal,

SLC11A2

R: GATGCTTACCGTATGCCCACAGT

2009




Metodologia

4.1.2. Silenciamiento génico transitorio de transportadores especificos

mediante la técnica de siARN (ARN pequefio de interferencia)

Calatayud et al. (2012b) evidenciaron que las células Caco-2
diferenciadas eran poco sensibles a la transfeccion, motivo por el cual en
esta tesis se han empleado celulas Caco-2 no diferenciadas (24 horas post-

siembra).

Fue necesario confirmar la expresion de los transportadores de interés en
células no diferenciadas. Para ello, las células Caco-2 se sembraron a una
densidad 5 x 10* células/cm? en placas de 24 pocillos utilizando DMEMc
como medio de cultivo. Transcurridas 24 horas desde la siembra, se llevo a
cabo un estudio de expresion génica en el que se evalud la posibilidad de
detectar DMT1, sistema b®* y sistema B%*. Tras este primer ensayo se
realizd la transfeccion con los siARN descritos en la tabla 4 (QIAGEN y

Life Technologies, Espafia).

Para la transfeccion, las células se tripsinizaron, contaron y diluyeron en
DMEMCc sin antibidticos ni antifungicos. Se sembraron en placas de 24
pocillos a una densidad de 5 x 10* células/cm? y se incubaron 24 horas en las
condiciones estandar de cultivo. Posteriormente se procedié al
silenciamiento. Para ello, se diluy6 el siARN a una concentracion final de 60
nM en medio DMEM sin suplementos y se prepar6 el reactivo de
transfeccion (Lipofectamine® RNAIMAX, Life Technologies) siguiendo el
protocolo descrito por el fabricante. EI sSiRNA vy el reactivo de transfeccion
se mezclaron en proporcion 1:1 y se incubaron durante 5 minutos para
permitir la formacion de complejos de transfeccion. Transcurrido este
tiempo, la mezcla se adiciond cuidadosamente al cultivo celular (100 pL) y
se incub6 a temperatura ambiente. El silenciamiento se evaluo a las 24 horas

mediante el andlisis de la expresion génica tras extraccion de ARN,
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retrotranscripcion y cuantificacion por gPCR tal y como se describe en los
apartados 4.1.4a4.1.7.

El silenciamiento se monitoreé 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). En todos
los ensayos se sembraron en paralelo controles de células cultivadas en

medio DMEMCc sin reactivo de transfeccion ni sSiARN.

En las células transfectadas y en los controles se llevaron a cabo estudios
de acumulacion celular de Hg(ll) y CH3Hg a las 24 horas postransfeccion.
Para ello, tras retirar el medio y lavar las células con HBSS-HEPES, las
células se expusieron durante 1 hora a las formas mercuriales preparadas en
HBSS-HEPES. Para el estudio del transportador DMTL1, la exposicion a
Hg(ll) (1 mg/L) se llevé a cabo a pH 5.5. Para los transportadores de
aminoacidos b%* y B%* la exposicion a Hg(11) y CHsHg (1 mg/L) se llevé a
cabo a pH 7.2 en presencia de 2.5 uM de L-Cys. Las células y los medios
apicales y basolaterales se recuperaron para llevar a cabo la cuantificacion

del mercurio (apartado 8).
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Tabla 4. Secuencia de los ARN de interferencia empleados en los ensayos de silenciamiento.

SiRNA Gen GenBank Secuencia 57-3

Hs SLC11A2 14 DMT1 M 000617 F: CCACCAUGACAGGAACCUATT

QIAGEN SLC11A2 - R: UAGGUUCCUGUCAUGGUGGAG

Hs SLC11A2 7 DMT1 M 000617 F: AGGAGUACUUCGCCACUUATT

QIAGEN SLC11A2 - R: UAAGUGGCGAAGUACUCCUCT

Hs_SLC7A9 3 System b™* F: UGUUCAUCUCGACAGUGAATT
NM_001126335

QIAGEN SLC7A9 R: UUCACUGUCGAGAUGAACAAG

Hs_SLC7A9 7 System b>* F: CGUGAUGACUGCCACCGAATT
NM_001126335

QIAGEN SLC7A9 R: UUCGGUGGCAGUCAUCACGGT

Hs SLC6A14 3 System B** NM 007231 F: CAAUAGUAACUCACUGUAATT

QIAGEN SLC6A14 - R: UUACAGUGAGUUACUAUUGGT

$22220 System B** F: GGGACAAUUUGCUAGCUUATT

NM_007231
Life technologies SLC6A14 R: UAAGCUAGCAAAUUGUCCCAG
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4.1.3. Inhibicion de la expresion del transportador DMT1 mediante el

empleo de hepcidina y su efecto sobre la acumulacion y el transporte de
Hg(ll)

Las células se sembraron a una densidad de 7.5 x 10* células/cm? en
placas de 6 pocillos con insertos Transwell® de membranas de poliéster.
Después de la diferenciacion (10-12 dias post-siembra), las células fueron
tratadas durante 2 y 4 horas con 200, 700 y 1200 nM de hepcidina (Peptides
International, EEUU) preparada en HBSS-HEPES (pH 7.2). Transcurrido
este tiempo las monocapas fueron recogidas para llevar a cabo la evaluacion
de la expresién génica del DMT1 mediante RT-qPCR, siguiendo el protocolo
descrito en los apartados 4.1.4 a 4.1.7. Las células no tratadas con hepcidina

se emplearon como control.

Para evaluar el efecto del tratamiento con hepcidina sobre el transporte de
Hg(ll) se utilizaron las monocapas tratadas con 1200 nM de hepcidina
durante 2 horas. Tras retirar la hepcidina, se adicionaron 1.5 mL de Hg(ll)
(2 mg/L) preparado en HBSS-HEPES al compartimento apical y 2 mL de
HBSS-HEPES al compartimento basolateral. Transcurrido el tiempo de
exposicion (60 minutos), se recogieron el medio apical, basolateral y la
monocapa celular y se analizaron los contenidos de mercurio (apartado 8).
La integridad de la monocapa celular durante el ensayo se determino
siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.2.

4.1.4. Extraccion del ARN total de los cultivos celulares

Para la extraccion del ARN de las células se utiliz6 un kit comercial
(NucleoSpin  ARN Il kit; Macherey-Nagel, Alemania) siguiendo las

instrucciones del fabricante.
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4.1.5. Cuantificacion del ARN

El ARN se cuantifico por espectrofotometria a 260 nmy se comprobo la
calidad del mismo por la relacion de absorbancias 260/280 nm (Nanodrop
ND-1000). La calidad del ARN se verificd visualmente tras una
electroforesis en gel de agarosa al 1% (m/v), comprobandose la presencia de
las bandas de ARN ribosdémico (18S y 28S). La electroforesis se realiz6 a un

voltaje constante de 80 voltios durante 30 minutos.

4.1.6. Transcripcion reversa (RT)

Para obtener el ADNc a partir del ARN total extraido, se realizé una RT
empleando el kit comercial (Reverse Transcriptase Core Kit, Eurogentec
Headquarters, Cultek, Espaiia), siguiendo las especificaciones del fabricante.
Para un volumen final de reaccion de 10 pL se llevo a cabo la mezcla de
reactivos que se muestra en la tabla 5. Se aplicd una etapa inicial de
calentamiento a 25 °C durante 10 minutos. La RT se llevo a cabo a 48 °C
durante 30 minutos. La inactivacion del enzima se realizo por calentamiento

a 95 °C durante 5 minutos.

Tabla 5. Reactivos empleados en la retrotranscripcion.

Componente Volumen (uL) | Concentracion final
10X tampodn de reaccion 1 1X
25 mM MgCl, 2 5mM
2.5 mM dNTP 2 500 uM
OligodT 0.5 2.5 uM
Inhibidor RNAsas 0.2 0.4 U/uL
Retrotranscriptasa (EuroScript RT) 0.25 1.25 U/uL
Agua libre de RNAsas 3.05 —
Muestra (100 ng/pL) 1 100 ng ARN total
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4.1.7. Reaccidén en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR)

A partir del ADNc obtenido en el apartado anterior, se amplificaron los
genes de interés mediante gPCR, empleando para ello el equipo
LightCycler® 480 Real-Time g-PCR System (Roche Diagnostics, EEUU).
Los reactivos y volimenes empleados para un volumen final de reaccion de

10 pL se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Reactivos empleados en qPCR.

Componente Volumen
LightCycler® 480 SYBR Green | Master Mix (2X) 5uL
Oligonucledtidos (10 M) 1uL
Agua libre de RNAsas y DNasas 0.5 uL
ADNCc 2.5l

Las condiciones utilizadas para la reaccién gPCR se describen en la tabla
7. En cada ensayo se evaluaron controles sin ADNc para verificar la
ausencia de ADN gendémico. Las curvas de fusion fueron analizadas tras

cada ensayo para confirmar la especificidad del producto obtenido.

El gen de referencia empleado fue el ARN ribosémico 18S (RN18S) (F:
CATGTGCAAGGCCGGCTTCG; R: GAAGGTGTGGTGCCAGATTT).
La curva de eficiencia se calculé empleando 4 diluciones seriadas de %2 sobre
una mezcla de células control. Los datos obtenidos se analizaron mediante el

software relative expression software tool, versién 2006 (REST 2006).
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Tabla 7. Programa empleado para la reaccion de qPCR.

Programa Ciclos Temperatura Caler)tam?ento Rampa

(°C) (hh:mm:ss) (°Cls)
Preincubacion 1 95 00:05:00 4.4
95 00:00:10 4.4
Amplificacion 40 55 00:00:10 2.2
72 00:00:20 4.4
95 00:00:05 4.4
Fusion 1 65 00:01:00 2.2

97 00:00:20 0.11

Enfriamiento 1 40 00:00:10 0.15
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4.2. Estudios de identificacion de transportadores empleando S. cerevisiae

4.2.1. Construccion de los plasmidos

Para amplificar la secuencia codificante murina del DMT1 por PCR se
empled como molde el plasmido pMT2-mDMT1 (donado por el Dr.
Jaekwon Lee, Departamento de Bioquimica, Universidad de Nebraska-
Lincoln, EEUU) empleando el sistema de PCR Expand High Fidelity (Roche
Applied Science). Los oligonucledtidos utilizados fueron los siguientes:
DMT1-HindllI-F (5’-TGGAAGCTTACCATGGTGTTGGATCCTAAA-3’)
y DMT1-Xhol-R (3’-TTCCTCGAGTTAGTCATCTGGACACCACT-5’).
Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador Mastercycler
(Eppendorf, Espafia) utilizando tubos PCR-02-C (PCR® Tubes) de 0.2 mL.
El producto resultante de 1700 pb se purificd a partir de la banda cortada en
el gel de agarosa mediante el sistema de purificacion Illustra™ GFX™ PCR
DNA Gel Band Purification Kit (GE Healthcare, Espafia) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Este producto y el vector fueron digeridos por las enzimas de restriccion
Hindlll y Xhol y posteriormente ligados dentro del vector de expresion de
levadura p415GPD (Mumberg et al., 1995) mediante el sistema Rapid DNA
Ligation Kit (Roche), siguiendo las instrucciones del fabricante. Esta
construccion que expresa el DMT1 (p415GPD-DMT1), fue utilizada para
transformar la levadura silvestre (BY4741) y la levadura XL131

(smflAasmf2A4). Ambas levaduras fueron también transformadas sélo con el

vector p415GPD.

La transfeccion se llevo a cabo utilizando células competentes de la cepa
Escherichia coli [F- mrcA A(mrr-hsdRMSmcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74
recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG] (One

85



Metodologia

Shot® TOP10 Competent Cells, Invitrogen) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Brevemente, se afiadieron a las células competentes E. coli las
ligaciones obtenidas segun el protocolo descrito anteriormente y se dejaron
30 minutos en hielo. Transcurrido este tiempo se realiz6 un choque térmico
(30 segundos, 42 °C) y se dejaron 2 minutos en hielo. Posteriormente se
afiadieron 250 pL de medio de crecimiento S.O.C. y se dejaron a 37 °C
durante 1 hora. Finalmente se realizo la siembra en medio sélido LBA [Luria
Bertani: extracto de levadura 0.5% (m/v), triptona 1% (m/v), NaCl 1% (m/v)
y 50 pg/mL de ampicilina] y se mantuvo a 37 °C durante una noche hasta la

observacion de las colonias.

Se aislaron plasmidos de varios transformantes mediante el kit de
extraccion de plasmidos GenElute™HP Plasmid-Miniprep (Sigma). El
fragmento de ADN clonado se secuenci6 en los servicios centrales de apoyo
de la Universidad de Valencia (SCSIE).

4.2.2. Transformacion de levaduras

Las transformaciones de S. cerevisiae con plasmidos se llevaron a cabo
siguiendo el método de transformacidn con acetato de litio descrito por Gietz
y Woods (2002). Se inocul6 una colonia de la cepa a transformar en 3 mL de
YPD y se mantuvo toda la noche en un agitador orbital a 30 °C y 190 rpm.
Se inoculé nuevamente a una densidad Optica de 600 en un matraz de 10 mL
y se incubd durante 5 horas a 30 °C en un agitador orbital a 190 rpm.
Posteriormente, se recogieron las células a una densidad oOptica de 10
mediante centrifugacion (4000 rpm, 1 minuto), se lavaron con 5 mL de agua
destilada estéril y se resuspendieron en 1 mL de 1XTE (tampdn Tris-EDTA).
A continuacion, se transfirieron a eppendorfs y se centrifugaron nuevamente

(10000 rpm, 30 segundos) eliminando el sobrenadante.
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El pellet se resuspendié en una solucion de acetato de litio (0.1 M)
preparada en 1XTE, se afiadieron 25 pL de ADN carrier de cadena simple (2
mg/mL) y 1 pL del ADN para transformar (10 ng). Posteriormente se
adicionaron 1.2 mL de una solucion 40% de glicol de polietileno y 0.1 M de
acetato de litio preparado en 1XTE y la mezcla se incub6 a 30 °C durante 30
minutos con agitacion suave. A continuacién, se aplico un choque térmico
(10 minutos, 42 °C), sequido de enfriamiento en hielo durante 1 minuto. Se
recogieron las células por centrifugacion (10000 rpm, 1 minuto) y se
resuspendieron en 200 pL de agua estéril. Finalmente, se sembraron en
placas con medio selectivo en ausencia de leucina (SC-leu) [base
nitrogenada para levadura sin aminoacidos y sulfato amdnico 0.17% (m/v)
(Difco), (NH,),SO4 0.5% (m/v), glucosa 2% (m/v) y los correspondientes
suplementos Kaiser (ForMedium™)] y se dejaron a 30 °C hasta la
observacion de colonias (2-3 dias). Los transformantes obtenidos se
purificaron dos veces por triple estria con el fin de partir de una colonia

procedente de una Unica célula transformada.

4.2.3. Ensayos de acumulacion de Hg(ll) y manganeso [Mn(Il)] en S.

cerevisiae

El patron de Hg(ll) se prepar6é a partir de la disolucion comercial de
Hg(NOs),. El patrén de Mn(ll) fue preparado a partir de la disolucion
comercial de Mn(NOs), (Merck). Ambos fueron diluidos en medio SC-leu.
Las levaduras se crecieron toda la noche a 30 °C en agitacion (190 rpm).
Posteriormente, fueron diluidas a una Agypy de 0.2 en el caso de los
transformantes con BY4741 y de 0.4 en el caso de los transformantes con
smflAasmf2A y se expusieron durante 7 y 24 horas a 30 uM de Mn(ll) o 20

UM de Hg(ll). Transcurrido el tiempo de exposicién, las levaduras se
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recogieron a una densidad Optica de 50. El pellet se centrifugé a 10000 rpm
durante 3 minutos con 1 mL de NaCl 0.9% (m/v) con el fin de eliminar
restos de metal. Los distintos pellets se conservaron a -20 °C hasta la

cuantificacion de mercurio y manganeso (apartado 8 y 9).

5. Evaluacién de la influencia del modelo in vitro de epitelio intestinal y
los factores existentes en el lumen sobre la permeabilidad y acumulacién
del Hg(ll) y CHsHg

En la presente tesis doctoral, ademas de caracterizar los mecanismos de
transporte se han iniciado estudios encaminados a determinar qué factores
pueden afectar el transporte y la acumulacion intestinal de las formas
mercuriales. En primer lugar, se ha evaluado la influencia de Ia
incorporacién de otro tipo celular presente en el epitelio intestinal (células
HT29-MTX secretoras de mucus) sobre el coeficiente de permeabilidad
aparente y la acumulacion celular de Hg(ll) y CHsHg. Asimismo, se ha
analizado la influencia de factores presentes en el tracto intestinal de forma
habitual o tras la ingesta de alimentos (componentes mayoritarios de las
sales biliares, L-Cys y componentes alimentarios) sobre el proceso absortivo
de Hg(ll) y CH3Hg.
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5.1. Influencia del modelo celular sobre el transporte y acumulacion de
Hg(ll) y CH;Hg

5.1.1. Ensayo de transporte y acumulacion de Hg(ll) y CHzHg empleando
co-cultivos Caco-2/HT29-MTX

La siembra se realizé a una densidad de 5.5 x 10* células/cm? en sistemas
Transwell®, ensayandose distintas proporciones de los co-cultivos Caco-
2/HT29-MTX (70/30 y 50/50). Se utilizd6 medio HT-DMEMc, adicionando
1.5 mL al compartimento apical y 2 mL al compartimento basolateral. Las
celulas se mantuvieron hasta alcanzar la diferenciacion celular (10-12 dias
post-siembra). Previo al ensayo, las células se acondicionaron durante 15
minutos con HBSS-HEPES. Posteriormente, se retird este medio y se
adicionaron 1.5 mL de Hg(ll) o CHzHg (0.8 mg/L) preparados en HBSS-
HEPES al compartimento apical y 2 mL de HBSS-HEPES al compartimento
basolateral. Los ensayos se realizaron en condiciones estandar (37 °C, pH
7.2) en direccion A-B. Durante el tiempo de exposicidon se recogieron
alicuotas de 600 uL a los tiempos estipulados (5, 15, 30, 60, 90 y 120
minutos). Tras finalizar el ensayo (120 minutos) se recogieron los medios
apicales y las células para llevar a cabo la cuantificacion de mercurio

(apartado 8) y el calculo del P4y, (apartado 3.3) y de la retencion celular.

En todos los ensayos se evalud la integridad de la monocapa celular
mediante la medida de la RET y la determinacion de la viabilidad celular, tal
y como se describe en el apartado 3.2. Las monocapas formadas por los co-
cultivos se consideraron integras, y por tanto, los ensayos de transporte
validos, cuando: a) los cambios de los valores de RET no fueron superiores
al 25% respecto a los valores iniciales y b) cuando la viabilidad celular al

final del ensayo fue > 80%.
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5.1.2. Evaluacion de la retencion celular de Hg(ll) y CHsHg en el mucus

secretado por las células HT29-MTX

Para confirmar la posible influencia de la capa de mucus en el transporte
de las especies mercuriales, se estudio el contenido de mercurio en el mucus
de células HT29-MTX sembradas en placas de 6 pocillos y mantenidas hasta
su diferenciacion (10-12 dias). Transcurrido este tiempo, las monocapas
celulares se expusieron a 0.7 mg/L de Hg(ll) o CHsHg durante 120 minutos.
Tras la exposicion, se recupero el medio, se lavd la monocapa con PBS vy el
mucus fue separado de la monocapa celular siguiendo el método descrito por
Mahler et al. (2009) con algunas modificaciones. Brevemente, la monocapa
se lavo con 1.5 mL de 10 mM de NAC en HBSS a 37 °C con agitacion (135
rpm) durante 30 minutos. Posteriormente, el medio de lavado (HBSS +
NAC) se recuperd para cuantificar el contenido de mercurio en el mucus

secretado por las células HT29-MTX.

Paralelamente se realizaron ensayos de acumulacién con monocultivos
HT29-MTX a los que previamente al ensayo se les elimind el mucus
mediante lavado con NAC. Tras eliminar el mucus se llevo a cabo el estudio
de transporte, exponiendo las células a 0.8 mg/L de Hg(ll) o CHsHg durante

120 minutos.
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5.2. Evaluacién de la influencia de factores presentes en el tracto

gastrointestinal sobre la permeabilidad y acumulacion del Hg(l1) y CH;Hg

5.2.1. Influencia de L-Cys en el transporte y acumulacion de Hg(ll) y
CHsHg

Se ensay0 el transporte de Hg(ll) y CHszHg (0.4 mg/L) en presencia de
5uM de L-Cys (Merck) en co-cultivos Caco-2/HT29-MTX (70/30)
diferenciados, tal y como se habia hecho previamente con los monocultivos
Caco-2 (apartado 3.11). Durante la exposicion se recogieron alicuotas de 600
uL del lado basolateral a distintos tiempos (5, 15, 30, 60, 90 y 120 minutos).
En las alicuotas retiradas, en la monocapa celular y en el medio apical
recogido al final de la experiencia (120 minutos), se determiné el contenido

total de mercurio (apartado 8).

5.2.2. Influencia del &cido taurocélico en el transporte y acumulacion de
Hg(ll) y CHzHg

El estudio se llevo a cabo en monocultivos Caco-2 y en co-cultivos Caco-
2/HT29-MTX (70/30) diferenciados. Las células se expusieron a una
solucion estandar de 0.7 mg/L de Hg(ll) o CHzHg y 20 mM de é&cido
taurocolico (Sigma) preparada en HBSS-HEPES durante 120 minutos. Tras
la exposicion se recogieron los medios apicales y basolaterales para la
determinacién del contenido de mercurio (apartado 8). También se

determind el elemento en la monocapa celular recuperada por tripsinizacion.
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5.2.3. Influencia de la matriz alimentaria en el transporte de Hg(ll) y
CH3Hg

Se aplicé un proceso de digestion gastrointestinal in vitro a muestras de
pez espada (Xiphias gladius), siguiendo el protocolo descrito por Laparra et
al. (2004) (figura 5).

Etapa gastrica. Se pesaron en un erlenmeyer 10 g de pez espada y se
adicionaron 80 g de agua desionizada. La mezcla se homogeneiz6 mediante
agitacion mecanica. Se ajusto6 el pH a 2 con HCI 6 mol/L (Merck, Espafia) y
se adiciond pepsina porcina (Sigma, actividad enzimatica 944 U/mg de
proteina). Para ello se preparé una disolucion de pepsina al 10% (m/v) en
HCI 0.1 mol/L y se afiadi6 el volumen necesario para proporcionar 2 x 10° g
de pepsina/g de muestra, equivalente en las condiciones del método a 0.02 g
pepsina/100 g de disolucidn. Posteriormente se completé el peso hasta 100 g
con agua desionizada y el erlenmeyer se selld con Parafilm® y se llevé a un
bafio de agua con agitacion (120 movimientos/min) a 37 °C durante 2 horas.
Trascurrido este tiempo, el erlenmeyer se enfrié en un bafio de hielo durante

10 minutos.

Etapa intestinal. Se ajusté el pH del digerido gastrico a 6.5 utilizando
NaHCO; 1 mol/L (Panreac) y se adiciond pancreatina porcina (Sigma,
actividad por mg pancreatina equivalente a 4 x especificaciones de
Farmacopea de EEUU: actividad lipasa 944 unidades USP; actividad
proteasa 11800 unidades USP; actividad amilasa 11800 unidades USP) y
extracto biliar porcino (Sigma, glicina y taurina conjugadas con &cido

desoxicolico y otras sales biliares).

Se prepard una disolucion de pancreatina porcina al 0.4% (m/v) y de
extracto biliar porcino al 2.5% (m/v) en NaHCO; 0.1 mol/L (Sigma). Se

adiciond el volumen necesario para proporcionar 5 x 10 g de pancreatina/g
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de muestra y 3 x 10° g de extracto biliar/g de muestra. Estas cantidades
equivalen en las condiciones del método a 0.005 g pancreatina/100 g de
disolucién y 0.03 g de extracto biliar/100 g de disolucién. La mezcla se selld
con Parafilm® y se incub6 nuevamente en agitacion (120
movimientos/minuto) durante 2 horas a 37 °C. Transcurrido este tiempo, el
erlenmeyer se sumergioé en un bafio de hielo durante 10 minutos. Una vez
finalizada la etapa intestinal, se ajustd el pH a 7.2 con NaOH 0.5 mol/L
(Panreac). El digerido obtenido se centrifugd (10000 rpm, 30 minutos, 4 °C)

para separar la fraccion soluble (bioaccesible) y el residuo.

La fraccion soluble procedente de la digestion gastrointestinal no puede
adicionarse directamente al cultivo celular. Previamente es necesario
inactivar los enzimas proteoliticos utilizados en el proceso y ajustar el pH 'y
la osmolaridad de las fracciones solubles a valores fisiol6gicos que permitan
conservar la integridad de la monocapa celular. Para inactivar las proteasas,
la fraccion soluble se someti6 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 adicioné glucosa (5 mM
concentracién final, Sigma) y HEPES (50 mM concentraciéon final),
componentes necesarios para mantener la viabilidad y actividad celular
durante los ensayos. Finalmente la osmolaridad se ajusté a valores entre 270-

320 mOsmol/kg, mediante la adicion de NaCl (Panreac).

Posteriormente, se adicionaron 1.5 mL de las fracciones bioaccesibles
con 100 uM de LY al compartimento apical de los co-cultivos Caco-
2/HT29-MTX (70/30) y 2 mL de HBSS-HEPES al compartimento
basolateral. Las células fueron incubadas durante 60 minutos a 37 °C, 5%
CO,, y 95% de humedad relativa. Tras el tiempo de exposicion, las células y
los medios apicales y basolaterales fueron recogidos para llevar a cabo la

cuantificacion del mercurio (apartado 8).
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Los porcentajes de retencidn y de transporte se calcularon con respecto a
la cantidad inicial de mercurio adicionada a los cultivos celulares, tras
corregir por el numero total de células determinado por la tincién de azul de
tripano (apartado 3.2). Los resultados de transporte y acumulacion del
mercurio presente en la fraccion bioaccesible se compararon con los hallados
para disoluciones patron de CHsHg preparados en blancos de digestion

gastrointestinal a la misma concentracion.
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Muestra

DIGESTION GASTRICA

<«—— pH 2 (HCI 6 mol/L)
—— Pepsina

<«—— Agitacion (37 °C, 2 horas)
v

DIGESTION INTESTINAL

\«—— pH 6.5 (NaHCO3; 1 mol/L)
<—— Pancreatina - extracto biliar

—— Agitacion (37 °C, 2 horas)

v
pH 7.2 (NaOH 0.5 mol/L)

'

Centrifugacion (10000 rpm, 4 °C, 30 minutos)

|
v '

Residuo Fraccion soluble
(BIOACCESIBLE)

Figura 5. Esquema del protocolo de digestidn gastrointestinal.
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6. Estudios de toxicidad de Hg(ll) y CH3Hg en monocapas epiteliales del

intestino en distintos estadios de diferenciacion

Debido a la importante acumulacion observada en los cultivos celulares
de epitelio intestinal, se plante6 llevar a cabo un estudio sobre la toxicidad
de las formas mercuriales en estas monocapas celulares. Los ensayos se
realizaron con células en dos estadios de diferenciacion. Se emplearon
células tras 4-5 dias de siembra, las cuales habian alcanzado la confluencia y
estaban en los estadios iniciales de diferenciacion, células que se
denominaran indiferenciadas a lo largo de la tesis. Asimismo, se emplearon
células tras 10-12 dias de siembra, las cuales atendiendo a los criterios
empleados se encontraban en estadios avanzados de diferenciacion celular.

Estas células se denominaran diferenciadas a lo largo de la tesis.

6.1. Identificacion del estadio de diferenciacion

Las células Caco-2 sembradas en placas de 6 pocillos a una densidad de
3.9 x 10" células/cm? se mantuvieron hasta alcanzar la confluencia o la
diferenciacion. En ese momento, las células se lavaron con PBS y se
recuperaron para la extraccion de ARN y posterior obtencion de ADNc

siguiendo el protocolo descrito en los apartados 4.1.4 a 4.1.6.

Se evalud la expresion génica del gen ALPI (fosfatasa alcalina intestinal)
mediante gPCR, tal y como se describe en el apartado 4.1.7. La secuencia de
los oligonucledtidos empleados para la amplificacion de este gen se muestra

en la tabla 8.
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6.2. Evaluacion de viabilidad y tipo de muerte celular (apoptosis vs necrosis)

Las proporciones de células apoptoticas, necréticas y viables se midieron
empleando el kit Muse® annexin V & dead cell assay (Millipore). Las
células se sembraron en placas de 12 pocillos a una densidad de 3.9 x
10* células/cm? en DMEMc y transcurrido el tiempo de confluencia o
diferenciacion se trataron con Hg(ll) y CHs;Hg (0.1, 0.5, 1 y 2 mg/L). Los
patrones de especies mercuriales se prepararon en MEM suplementado.
Como control positivo se emplearon células tratadas con estaurosporina 2
MM (Sigma).

Transcurridos los tiempos de exposicion estipulados (6 y 24 horas), el
medio se elimind, se lavaron las monocapas celulares con PBS y finalmente
las células se recuperaron empleando tripsina-EDTA. La suspension celular
se centrifugd a 1500 rpm durante 5 minutos, se elimind el medio y el
precipitado celular obtenido se resuspendi6 en 1 mL de PBS. Posteriormente
se adicionaron 100 pL del reactivo Muse® annexin V & dead cell a 100 pL
de la suspensién celular y se incub6 en oscuridad durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Las muestras se analizaron empleando el analizador
de células MuseTM (Millipore).

6.3. Evaluacion de la actividad mitocondrial

Las células diferenciadas o indiferenciadas, sembradas en placas de 24
pocillos a una densidad de 2.5 x 10 células/cm?, se expusieron a
disoluciones de Hg(ll) y CHzHg (0.1, 0.5, 1, 1.5 y 2 mg/L) preparadas en
MEM suplementado. Después de la exposicion (4, 6 y 24 horas), el medio
fue eliminado y el cultivo se lavo con PBS. Posteriormente, se incubd con
1 mL de la disolucién de resazurina y la actividad mitocondrial se determind

siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.1. Los resultados se
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expresaron como porcentajes respecto a la absorbancia de células no tratadas

con mercurio.

6.4. Determinacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y/o nitrégeno
(RNS)

Las células Caco-2 se sembraron en placas de 24 pocillos a una densidad
de 2.5 x 10* células/cm2 en DMEMc y se mantuvieron hasta su confluencia o
diferenciacion, tras lo cual se expusieron a Hg(ll) y CH;Hg (0.1, 0.5, 1y 2
mg/L) preparados en MEM suplementado. Como control positivo se

emplearon células tratadas con 2 mM de H,O, (Prolabo, Espafia).

Después de los tratamientos (4, 6 y 24 horas), el medio fue eliminado y
las células fueron lavadas con PBS y posteriormente incubadas a 37 °C
durante 30 minutos con una disolucion de 2', 7'- diacetato de
diclorofluoresceina 100 uM (DCFH-DA, Sigma) preparada en PBS.
Transcurrido este tiempo, el medio se elimind, las células se lavaron con
PBS vy se lisaron utilizando 140 pL de una disolucion de tripsina-EDTA y
20 uL de Tritén X-100 (1% v/v en PBS; Merck). El lisado celular, tras
sonicacion (10 minutos, 4 °C) y centrifugacion (11000 rpm, 3 minutos), fue
transferido a una placa de 96 pocillos y la fluorescencia fue determinada
mediante un lector de microplacas PolarSTAR OPTIMA a longitudes de
onda de excitacion/emision de 488/530 nm. Los valores de fluorescencia
obtenidos se normalizaron por contenido total de proteinas cuantificado por
el método Bradford (apartado 10) y se expresaron como porcentajes frente a

células control no tratadas con mercurio.
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6.5. Cuantificacion de los niveles de glutation oxidado (GSSG) y reducido
(GSH)

Las células Caco-2 se sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad
de 2.6 x 10* células/cm? en DMEMc. Se mantuvieron hasta la confluencia o
diferenciacion y posteriormente se trataron con Hg(ll) y CHzHg (0.1, 0.5, 1y
2 mg/L) preparados en MEM suplementado. Como control positivo se

emplearon células tratadas con 2 mM de H,0,.

Los tratamientos se aplicaron durante 30 minutos a 37 °C. Posteriormente
se retiraron los medios, se recuperaron las células empleando tripsina-
EDTA, obteniendo los precipitados celulares tras centrifugacion a 1200 rpm
durante 5 minutos. La células se trataron con 500 pL de una disolucién de
acido 5-sulfosalicilico dihidratado (SSA, Sigma) al 5% (m/v) para conseguir
el precipitado de las proteinas y un ciclo de ultrasonidos para favorecer el
lisado celular. Posteriormente, el lisado celular se centrifugé a 11000 rpm
durante 10 minutos y el precipitado obtenido se diluyé 1/10 con la solucién

tampodn del kit.

La determinacién de GSH total (GSH+GSSG) y GSSG se llev6 a cabo
empleando el kit comercial glutathione colorimetric detection (Arbor
Assays, Bionova, Espafia), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
concentraciones de GSH total y GSSG se calcularon por interpolacion frente
a curvas de calibrado (GSH: 25, 12.5, 6.25, 3.125 y 0.781 pM; GSSG: 12.5,
3.125, 1.56, 0.781 y 0.391 puM). Los valores obtenidos se normalizaron

respecto al contenido total de proteinas.
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6.6. Determinacion de sustancias reactivas al &cido tiobarbitirico (TBARS)

El método colorimétrico empleado para la determinacion de TBARS se
basé en el protocolo descrito por Aviello et al. (2011), con ligeras
modificaciones. Las células Caco-2 se sembraron en placas de 6 pocillos a
una densidad de 2.6 x 10* células/cm? en DMEMc y transcurrido el tiempo
de confluencia o diferenciacion se trataron con Hg(ll) y CH;Hg (0.1, 0.5, 1y
2 mg/L) preparadas en MEM suplementado. Como control positivo se
emplearon células tratadas con 0.5 mM de FeSO, (Panreac) y 2 mM de
H,0.,.

Tras 30 minutos de exposicion, las células se recuperaron empleando
tripsina-EDTA, obteniendo un precipitado celular tras centrifugacion a
1500 rpm durante 5 minutos. Las células se resuspendieron en 500 pL de
SSA 5% (m/v), se sometieron a un ciclo de ultrasonidos a 4 °C durante
10 minutos y se centrifugaron a 11000 rpm durante 1 minuto. Posteriormente
se afladieron 100 pL de &cido tiobarbitdrico (Merck) 0.67% (m/v) a 100 pL
del lisado celular y la mezcla se calenté a 80 °C durante 30 minutos. Tras
enfriamiento en hielo, los equivalentes de malonaldehido (MDA) se
midieron a una longitud de onda de 532 nm utilizando un lector de
microplacas PolarSTAR OPTIMA. La cuantificacion se llevo a cabo frente a
una curva de MDA (0.5, 1, 2.5, 5y 10 uM) tratada a 80 °C durante 30
minutos con acido tiobarbitdrico 0.67%. Los resultados se expresaron como
pmoles de equivalentes de MDA/mg proteina y se muestran como

porcentajes frente al control no tratado.
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6.7. Expresion génica de proteinas de estrés, factor de necrosis tumoral y

proteinas de las uniones intercelulares

Las células Caco-2 sembradas en placas de 6 pocillos a una densidad de
3.9 x 10* células/cmz, tras alcanzar la confluencia o la diferenciacion, se
expusieron a Hg(I1) y CH3Hg (0.5 y 1 mg/L) durante 4, 6 y 24 horas. Tras la
exposicion, las células se lavaron tres veces con PBS y se recuperaron para
la extraccion de ARN y posterior obtencion de ADNc siguiendo el protocolo

descrito en los apartados 4.1.4 a 4.1.6.

La evaluacion de la expresion génica se realizd mediante qPCR, tal y
como se describe en el apartado 4.1.7. La secuencia de los oligonucle6tidos
empleados para la amplificacion de estos genes se muestra en la tabla 8. El

gen de referencia empleado fue 18S ribosomal (RN18S).
Los genes evaluados fueron los siguientes:
- Metalotioneina (MT): MT2A.
- Proteinas de choque térmico (HSP): HSP27 y HSP90.
- Citoquina proinflamatoria: factor de necrosis tumoral (TNF-a).

- Proteinas de las uniones intercelulares: ocludina (OCLN), claudina 1
(CLDN1), molécula de adhesion celular 1 (JAM1) y zonula occludens 1
(zO1).

La expresion de las proteinas constituyentes de las uniones intercelulares

s6lo se analiz6 en las células diferenciadas.
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Tabla 8. Secuencias y eficacias de los oligonucle6tidos utilizados para la amplificacién de proteinas de estrés, marcadores de
diferenciacion, factor de necrosis tumoral y proteinas de las uniones intercelulares.

Gen N°GenBank Secuencia de oligonucleétidos Arrzsg;:én Eficacia Referencia

MT2A NM_005953 RF :_I'_A‘ :‘ é‘ CG f f f C%G(;F CGAGC'?BC(:B'%I'?:(Z\L 126 1.88 +0.22 Song y Freedman, 2005
P wooisios | FATOSCTACATCTOCCEGTEC | gy | 1 sas Ho el 2008

SPSOASL | oorassz | POSCAGTCAAGCACTITICTOTAG | 1oy | 17507 Vaoetal 2010

mr | wmosss | FECACHCTTICANG | w0 | os02 | usyea o

ALPI NM_001631.3 FF; Gg ((;3:':'3 ('; : ((;::'S &CGGC-IZI_(ZA(‘:A(;TAG: 175 1.88£0.21 | http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank
DO wwooasra | (FiCOASTICAATOSTIANGSSA | 15 | 17as00 orvén tal, 2008
CLDN1 NM_021101.4 ;%%%%iigg?¢gé:§$g$ég 136 1.66 +£0.03 Kaarteenaho et al., 2010

OCLN NM_002538.2 ;ﬁ%@ig;%g%gifgfﬁ A:I-A(\;TGGCGAX-:S 133 1.73+0.04 Cuietal., 2010

JAML NM_016946.4 F: GCGCATTGGGCAGTGTTACAG 134 1.91+£0.01 | http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank

(F11R)

R: GTCTCCTTGGTCAAACTTCCAC
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6.8. Evaluacion del efecto de las formas mercuriales sobre la permeabilidad

de las monocapas intestinales

Las células Caco-2 se sembraron en placas de 12 pocillos con insertos de
membrana de poliéster (12 mm didmetro, tamafio de poro de 0.4 pm,
Transwell®) a una densidad de 5.3 x 10 células/cm?, afiadiendo 0.5 mL de
DMEMc al lado apical y 1.5 mL al compartimento basolateral. Tras 10 dias
de siembra, las células se expusieron a Hg(ll) y CH3Hg (0.5, 1y 2 mg/L)
preparados en MEM suplementado. Como control positivo se utilizé el
lipopolisacarido (LPS) de Salmonella enterica, serotipo typhimurium
(Sigma) a una concentracién de 50 ng/mL. Todos los tratamientos se
administraron junto al marcador LY, adicionado a una concentracion de 100
uM en el compartimento apical al inicio de la experiencia tanto en los
pocillos control (sin mercurio o LPS) como en los pocillos tratados con
mercurio o LPS. Durante el tratamiento se recogieron alicuotas (50 pL) del
medio basolateral a los tiempos estipulados (2, 4, 6 y 8 horas) y se

sustituyeron por un volumen igual de MEM suplementado.

La integridad de la monocapa celular se determin6 evaluando la RET, el
transporte de LY vy la viabilidad celular tal y como se describe en el apartado
3.2.

6.9. Evaluacién de la distribucion del citoesqueleto y la morfologia de las

uniones estrechas

Las células Caco-2 se sembraron en DMEMc sobre cubreobjetos
redondos (20 mm de didmetro) colocados sobre placas de pléstico de 12
pocillos. La densidad de siembra fue de 5.3 x 10* células/cm?. Tras 10 dias,
las células se expusieron durante 24 horas a Hg(ll) y CHzHg (0.5, 1y 2

mg/L) preparados en MEM suplementado. Posteriormente, las monocapas se
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lavaron con PBS-CMF, se fijaron con paraformaldehido al 4% (v/v en PBS-
CMF) y se permeabilizaron con 0.1% de Triton X-100 (v/v en PBS-CMF).

Para la observacion de la actina filamentosa (F-actina), la tincion se llevd
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 lavd la monocapa con PBS-CMF y se trato
con una disolucion 5 pg/mL de 4 ',6-diamino-2-fenilindol (DAPI) durante 10

minutos.

Para la inmunolocalizacion de ZO1, las células fueron incubadas durante
toda la noche a 4 °C con un anticuerpo policlonal anti-ZO1 (Santa Cruz
Biotechnology, Epica, Espafia) diluido 1:100 en 2% (v/v) de suero de cabra
(Santa Cruz Biotechnology). Para la deteccion, las células fueron incubadas
durante 1 hora a temperatura ambiente con anticuerpo anti-conejo tipo 1gG
generado en cabra y conjugado con Alexa 488 (Millipore), diluido 1:200 en
2% (v/v) de suero de cabra, seguido de una incubacién con DAPI (1:500
diluido en PBS-CMF) durante 5 minutos.

Finalmente las muestras se montaron en ProLong® Antifade (Molecular
Probe, Invitrogen) y se observaron en un microscopio de fluorescencia
Nikon eclipse 90i (DAPI: A excitacion = 340 nm; A emision = 485 nm;
TRITC: A excitacion = 540 nm; A emision = 605 nm; Alexa 488: A excitacion

=488 nm; A emision = 519 nm).
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7. Estudios in vivo de acumulacion y efectos sobre los transportadores

del epitelio gastrointestinal de la exposicion a Hg(l1) y CHz;Hg

7.1. Tratamientos y recolecciéon de muestras

Las ratas Wistar se dividieron en tres grupos de cuatro animales. El
primer grupo se utilizé como control y a los otros dos se les administré por
sonda gastrica durante 4 dias una dosis de 5 mg/kg peso corporal/dia de
HgCl, o CH3HgCI.

Los animales fueron sacrificados 3-4 horas después del ultimo
tratamiento. Inmediatamente se extrajo el tracto gastrointestinal y se lavd
abundantemente con solucidn fisioldgica (0.9% m/v NaCl en agua destilada).
Tras separar los distintos tramos (estdbmago, yeyuno y colon), una porcién de
cada uno de ellos fue procesada para la extraccion de las proteinas. El resto

fue liofilizado para la determinacion de mercurio (apartado 8).

7.2. Estudio de expresion proteica de transportadores en los distintos tramos

gastrointestinales

Para la deteccion de proteinas mediante western blot se homogenizaron
los fragmentos de la mucosa de las diferentes partes del tracto
gastrointestinal en una disolucion con 250 mM sacarosa (Sigma), 1 mM
EDTA (Sigma), 10 mM Tris-HCI pH 7.6 (Sigma), 0.1 mg/mL de PMSF
(fluoruro de fenilmetilsulfonilo) (Sigma), 100 mM de p-mercaptoetanol
(Sigma) y un inhibidor de proteasa (Sigma). Las concentraciones de proteina
de las distintas muestras se determinaron mediante el método de Bradford
(apartado 10).

Los homogeneizados se solubilizaron en tampén de Laemmli (Laemmli,

1970) para obtener una concentracién de 1% y posteriormente 30 pg de
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proteinas se sometieron a electroforesis en gel de 12.5% SDS-poliacrilamida
y se transfirieron a una membrana Hybond-P PVDF (GE Healtcare, Italia)
por electroelucién toda la noche. Tras la transferencia, las membranas se
tifieron con rojo de Ponceau (Sigma) al 0.15% como control de carga. A
continuacion, las membranas se bloguearon con 5% (m/v) de leche en polvo
desnatada en tampon salino con 0.1% de Tween 20 durante una hora. Tras el
blogueo, las membranas se incubaron durante 3 horas a temperatura
ambiente con el correspondiente anticuerpo primario (tabla 9).
Posteriormente, se lavaron y se incubaron durante 1 hora con el anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa (peroxidase-conjugated goat anti-
rabbit 1gG, Chemicon, Italia) diluido 1:100000 en solucién de blogueo. Las
bandas obtenidas se detectaron con el sistema ECLTM Avance Western Blot
(GE Healthcare). El analisis densiométrico de las bandas se llevo a cabo con
el programa Total Lab V 1.11 (Amersham Biosciences). Se empled el
anticuerpo de conejo anti B-actina como referencia (1:2000, Rockland

Immunochemicals for Research, EEUU).

106



Tabla 9. Anticuerpos policlonales empleados en los estudios in vivo.

Anticuerpo Dilucién Casa comercial
Goat polyclonal IgG anti-DMT1 1/500 Santa Cruz Biotechnology
Goat polyclonal 1gG anti-y"LAT1 1/500 Santa Cruz Biotechnology
Goat polyclonal IgG anti-LAT?2 1/500 Santa Cruz Biotechnology
Goat polyclonal IgG anti-OATP 1/3 1/500 Santa Cruz Biotechnology
Rabbit polyclonal 1gG anti-AQP3 1/500 Millipore
Rabbit polyclonal 1gG anti-AQP4 1/200 Alpha Diagnostic International, EEUU
Rabbit polyclonal 1gG anti-AQP7 1/200 Santa Cruz Biotechnology
Rabbit polyclonal 1gG anti-AQP8 1/300 Alpha Diagnostic International
Rabbit polyclonal 1gG anti-AQP6 1/100 Alpha Diagnostic International
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8. Determinacién de mercurio

Las muestras se sometieron a un proceso de digestion en horno de
microondas. Se colocaron en reactores de Teflon® PFA y se adiciond 1 mL
de HNO; 14 mol/L (Merck) y 1 mL de H,O, (30% v/v, Panreac). Los
reactores se irradiaron en un horno de microondas (MARS) de CEM
(Vertex, Spain) a 800 W de potencia durante 15 minutos. Tras la digestion,
los digeridos se colocaron en tubos de 15 mL y se dejaron reposar durante
toda la noche con el fin de eliminar los vapores nitrosos que pudieran
interferir en la lectura. Posteriormente se llevaron a un volumen final de 10
mL con 0.6 mol/L de HCI.

La cuantificacion de mercurio se llevé a cabo mediante CV-AFS (PSA
10.025 Millenium Merlin, PS Analytical, Reino Unido). Las condiciones

analiticas utilizadas para la cuantificacién se detallan en la tabla adjunta:

Tabla 10. Condiciones experimentales empleadas en la cuantificacién de mercurio
mediante CV-AFS.

Disolucién reductora SnCl, 2% (m/v) en HCI 15% (v/v). Flujo 4.5 mL/min

Blanco de reactivos HCl al 5% (v/v). Flujo 9 mL/min
Gas transportador Argon. Flujo 100 mL/min

Gas de secado Aire. Flujo 0.3 L/min

Tiempo de demora 15s

Tiempo de medida 40s

Tiempo de retorno 60 s

Rango de amplificacion 100
Filtro 32
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La cuantificacion se llevo a cabo frente a una curva de calibrado externa
(0.025-2 ng/mL). El control de calidad de la cuantificacion se evalu6
mediante el analisis de un agua de referencia (RTC, QCI-049-1, LGC
Standards, Espafia) con un contenido certificado de mercurio de 40.8 + 0.396

ug/L.

9. Determinacién de manganeso

La digestion de las muestras para la determinacién de manganeso se llevé
a cabo por horno microondas siguiendo el protocolo descrito en el apartado
8. La cuantificacion se realizd por espectroscopia de absorcion atémica con
camara de grafito Zeeman (modelo AAnalyst 600, Perkin-Elmer Hispania,
S.A., Espafia).

Se utilizaron tubos de grafito con plataforma de L’vov insertada. El
programa del horno de grafito [temperatura (°C)/tiempo de rampa (s)/tiempo
de calentamiento (s)] empleado fue el siguiente: secado (110 °C/ 1 s/ 30 s;
130 °C/ 15 s/ 30 s); pirdlisis (1300 °C/ 10 s/ 20 s); atomizacion (1900 °C/ 0 s/
5 s); limpieza (2450 °C/ 1 s/ 3 s). El modificador de matriz utilizado
consistio en una mezcla de 0.005 mg de Pd (Merck) y 0.003 mg Mg(NOs),
(Fluka Chemie) en 10 puL de HNO3 (Merck) 1% (v/v).

La cuantificacion se llevo a cabo en area de pico y las sefiales obtenidas
se interpolaron en una curva de calibrado externa de manganeso (0-100
ug/L). El control de calidad de la cuantificacion se evalué mediante el
analisis de un agua de referencia (RTC, QCI-049-2, LGC Standards, Espafia)

con un contenido certificado de manganeso de 30.4 + 0.161 ug/L.

109



Metodologia

10. Determinacidn de proteinas

La determinacidon de la concentracion proteica se realiz6 mediante el
método de Bradford (Bradford, 1976) aplicando el protocolo especificado
por el fabricante (Bio-Rad laboratorios, Espafia). La absorbancia se midi6 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 albumina de suero bovino (0, 0.05, 0.1, 0.25, 0.4 y 0.5 mg/mL).

11. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz0 mediante el andlisis de varianza
(ANOVA) de uno o dos factores con comparaciones multiples post hoc
empleando el test HSD de Tukey o mediante el test t-student (SigmaPlot

version 12). Las diferencias se consideraron significativas para p<0.05.
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Caracterizacion n vitro del transporte intestinal

La principal via de exposicién a mercurio para el hombre es la dieta,
donde este elemento se encuentra principalmente como mercurio inorganico
[Hg(I1)] o metilmercurio (CH3HQ). El proceso de absorcion intestinal es, por
lo tanto, una etapa clave en su entrada a la circulacion sistémica y debe ser
considerado en la evaluacion del riesgo. A pesar de que el epitelio intestinal
constituye la primera barrera para la entrada de este elemento traza tdxico en
el organismo, existen pocos estudios que caractericen el transporte del

mercurio en células intestinales (Aduayom et al., 2003; Mori et al., 2012).

En este capitulo se muestran los resultados obtenidos en el estudio in
vitro llevado a cabo con el fin de caracterizar el transporte intestinal de las
formas mercuriales. Se ha evaluado la permeabilidad aparente, el transporte
y la acumulacidn celular de Hg(ll) y CH3Hg utilizando la linea celular Caco-
2 como modelo de epitelio intestinal. Esta caracterizacion se ha llevado a
cabo modificando las condiciones de ensayo (apertura de uniones
intercelulares, pH, temperatura, inhibicién del metabolismo celular, creacién
de un gradiente de sodio, presencia de grupos cisteina). Adicionalmente, se
han sustituido los cultivos celulares por membranas artificiales (ensayos
PAMPA) para evaluar la participacion de un mecanismo de difusion pasiva
transcelular. Finalmente, se han realizado ensayos de inhibicion empleando
sustratos o inhibidores especificos con el fin de evaluar si determinadas
familias de transportadores participan en el transporte transcelular de las

formas mercuriales.
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RESULTADOS

1. Evaluacion previa de la viabilidad celular mediante la determinacién

de la actividad mitocondrial

Tal y como se ha comentado en metodologia, se llevaron a cabo ensayos
de viabilidad previos al disefio de los estudios de transporte con el fin de
trabajar en condiciones subletales. Los resultados de viabilidad de las células
Caco-2 expuestas a 0.1, 0.5, 1, 1.5, 2, 3y 5 mg/L de Hg(ll) y CHsHg durante
4y 24 horas, muestran que a tiempos cortos sélo se producen descensos de
viabilidad para las concentraciones mas altas de Hg(ll) (> 2 mg/L), sin que
estos descensos puedan considerarse importantes (<20%). A las 24 horas se
producen reducciones importantes de viabilidad tras exposiciones a
concentraciones > 2 mg/L para ambas especies mercuriales. Teniendo en
cuenta que en los ensayos de transporte se trabaja a tiempos inferiores a 4
horas, se puede considerar que trabajar a concentraciones iguales o inferiores

a 5 mg/L no afecta de forma relevante la viabilidad celular.

2. Evaluacion de la integridad de la monocapa celular Caco-2 en los

ensayos de transporte

En todos los ensayos realizados los valores de RET y la permeabilidad de
LY se han mantenido dentro de los limites establecidos para considerar la
monocapa integra (apartado 3.2 de metodologia), exceptuando el ensayo de
apertura de las uniones intercelulares donde se persigue aumentar el
transporte entre los espacios intercelulares (apartado 4.2). Asimismo, la
viabilidad celular al final de cada ensayo ha sido superior al 80%, tal y como
era de esperar por los datos previos de viabilidad (apartado 1). Atendiendo a

estos resultados, se puede decir que se ha trabajado con monocapas integras
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y que los cambios observados al variar las condiciones de ensayo no son

debidos a una desestructuracion de la monocapa celular.

3. Transporte y acumulacion de Hg(l1) y CH3zHg en células Caco-2

En todos los ensayos se ha llevado a cabo un balance de masas,
comparando la suma de la cantidad de mercurio obtenida en el medio apical,
basolateral y en el lisado celular con la adicion inicial. La recuperacion ha
sido satisfactoria, con porcentajes que oscilan entre un 90 y 99% de la

concentracion de mercurio adicionada.

3.1. Transporte y acumulacién celular en direccién apical-basolateral (A-B)

El estudio en direccion A-B emula el proceso de entrada del elemento
desde el lumen intestinal (compartimento apical) hasta la cavidad serosa
(compartimento basolateral), indicativo de la cantidad del elemento que

puede absorberse y llegar a la circulacion sistémica.

La figura 1 muestra el transporte en direccion A-B en funcion del tiempo
tras la exposicion de las células Caco-2 a Hg(ll) (grafico A) y CHsHg.
(gréfico B). El transporte de ambas especies aumenta con el tiempo,
observandose dos pendientes bien diferenciadas, siendo la velocidad del

transporte inferior en el primer tramo.
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Figura 1. Transporte en direccion A-B en funcién del tiempo en células Caco-2
expuestas a diferentes concentraciones de Hg(ll) (0.1, 0.5y 1 mg/L) (A) y CHsHg
(0.1, 0.5, 1 y 5 mg/L) (B). Valores expresados como ng de Hg/10° células (media *
desviacion estandar, n=3).
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Para el Hg(ll), el cambio en la velocidad de transporte se produce a los 30
minutos a las concentraciones mas elevadas (0.5 y 1 mg/L) y a los 90
minutos para la concentracion de 0.1 mg/L. Para el CH3Hg, el aumento de la
velocidad de transporte se produce a los 30 minutos de exposicion para todas
las concentraciones ensayadas. En general, el aumento de la velocidad con el
tiempo es similar para ambas especies y se incrementa con la concentracion
(1 mg/L: 7-9 veces; 0.5 mg/L: 5 veces; 0.1 mg/L: 2 veces). Este aumento en
el transporte, tal y como se ha comentado anteriormente, no obedece a

cambios en la RET de la monocapa.

La tabla 1 muestra los porcentajes de mercurio total en los

compartimentos basolateral, apical y en el interior celular de las monocapas

tras 2 horas de exposicion a Hg(Il) y CHsHg.

Tabla 1. Porcentaje de mercurio en el medio apical, basolateral y en el interior
celular tras 2 horas de exposicion de las células Caco-2 a Hg(ll) y CHsHg en
direccion A-B. Valores expresados como media + desviacion estandar (n=3). El
asterisco indica diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) con respecto a la
concentracion inmediatamente inferior.

Concentracion Apical Celular | Basolateral
(mg/L) (%) (%) (%)

0.1 79.0+06 | 214+14 | 110%21

Hg(ll) 0.5 37.0+£04* | 45617 | 9.0+24
1 242+44* | 51.2+3.0 | 20.1+4.6*

0.1 472+6.2 | 48.1+29 89+0.2
0.5 254 +£04* | 67.2+£05* | 124+ 0.4*

CHsHg

1 202+12* | 71.3+89 | 20.9+0.1*

5 104+09* | 781+34 | 19711
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A igualdad de concentraciones, el transporte al lado basolateral es similar
para ambas especies [Hg(Il): 9-20%; CHsHg: 9-21%]. Es destacable la
elevada acumulacion celular de ambas formas mercuriales, la cual aumenta
al aumentar la concentracion de mercurio, si bien el incremento Unicamente
es significativo entre 0.1 y 0.5 mg/L. Los valores de retencion celular son
superiores para el CHzHg en todas las concentraciones ensayadas. De forma
general, no se observa un incremento lineal de la acumulacion de mercurio

con el aumento de la concentracion de exposicion.

3.2. Transporte y acumulacién celular en direccidn basolateral-apical (B-A)

El estudio en direccién B-A emula el proceso de eliminacion al lumen
intestinal de un determinado compuesto (sentido secretorio) y, por tanto, la

cantidad del mismo que no llega a la circulacién sistémica tras su absorcién.

La figura 2 muestra el transporte en direccion B-A en funcion del tiempo
tras la exposicion de las células Caco-2 a Hg(ll) (grafico A) y CHzHg
(grafico B). Al igual que sucedia en direcciobn A-B, se observa un
comportamiento bifasico con dos pendientes bien diferenciadas, presentando
el primer tramo la menor velocidad de transporte. Para el Hg(ll), el aumento
en la velocidad de paso tiene lugar entre los 30 minutos (1 mg/L) y los 60
minutos (0.5 mg/L), mientras que para el CH3Hg tiene lugar a los 60

minutos, independientemente de la concentracion ensayada.
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Figura 2. Transporte en direccion B-A en funcién del tiempo en células Caco-2
expuestas a 0.5y 1 mg/L de Hg(ll) (A) y CHsHg (B). Valores expresados como ng
de Hg/10° células (media + desviacion estandar, n=3).
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La tabla 2 muestra los porcentajes de mercurio presentes en el
compartimento apical, basolateral y en el interior celular tras la exposicion
de las células Caco-2 a las formas mercuriales en direccion B-A. La
acumulacion celular es superior al transporte, siendo los porcentajes
inferiores a los observados en direccion A-B. La retencion celular y el

transporte al lado apical del Hg(lI1) son inferiores a los del CH3Hg.

Tabla 2. Porcentaje de mercurio en el medio apical, basolateral y en el interior
celular tras 2 horas de exposicion de las células Caco-2 a 0.5y 1 mg/L de Hg(ll) y
CH3Hg en direccion B-A. Valores expresados como media + desviacion estandar
(n=3). El asterisco indica diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre
concentraciones de una misma especie.

Concentracion Apical Celular Basolateral
(mg/L) (%) (%) (%)
0.5 2.30+£0.01 156+15 82.5+3.9
Hg(ll)
1 53+0.7* 12.0+ 1.4* 81.7+25
0.5 46+04 447+£1.2 49.4+0.6
CHsHg
1 6.7 £0.2* 51.0 £ 0.6* 46.6 £ 2.0

3.3. Célculo del coeficiente de permeabilidad aparente (Pap) y del ratio de

eliminacion (E;)

Los valores de P, en condiciones estandar (37 °C, pH 7.2) para el Hg(ll)
y CH3Hg en direccion A-B y B-A se muestran en la tabla 3. Los valores de
Papp €N direccion A-B son mayores para el CHzHg que para el Hg(Il) y en

ambos casos se incrementan al aumentar la concentracion ensayada.
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Los valores de Py, en direccion B-A son inferiores a los obtenidos en
direccion A-B, dando lugar a E; inferiores a 1, indicativo de que el transporte

en sentido absortivo esta favorecido frente al secretorio.

Tabla 3. Coeficientes de permeabilidad aparente (P, X 10, cm/s) y ratio de
eliminacién (E;) en células Caco-2 expuestas a Hg(ll) y CH3Hg en direccion A-B y
en direccién B-A (120 minutos, pH 7.2, 37 °C). Valores expresados como media +
desviacion estandar (n=3). El asterisco indica diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) con respecto a la concentracion inmediatamente inferior.

Confrf]gt”r_a)‘:ié” Pap A-B Papp B-A E
0.1 1.00+0.13 — —
Hg(Il) 05 143£051 | 0724001 | 050%005
1 3.85+032% | 1.09+0.30 | 030%0.08
0.1 162+0.11 — —
05 313+006* | 0.86+0.20 | 027%005
CHs3Hg
1 496+002% | 0.75+0.08 | 0.14+0.01*
5 5.37 +0.33* - -

3.4. Efecto de la albimina (BSA) en el transporte y acumulacién de Hg(ll) y
CH3Hg

Teniendo en cuenta el coeficiente de particion octanol/agua se considera
gue el CH3Hg es un compuesto con caracter lipofilico (Halback, 1985),
mientras que el Hg(Il) es una especie hidrofilica. Se ha puesto de manifiesto
que la presencia de BSA en el compartimento basolateral aumenta la

permeabilidad de compuestos con caracter lipofilico (Krishna et al., 2001;
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Youdim et al., 2003). Los resultados obtenidos al incorporar BSA en el
medio basolateral ponen de manifiesto que el transporte y la acumulacion
intracelular de Hg(Il) no se modifican. EI comportamiento del CH3Hg es
diferente; se observa un aumento del transporte [sin BSA (5.1 = 0.2)%, con
BSA (9.2 + 0.2)%] y una disminucidon de la acumulacion celular [sin BSA
(59 £ 3.1)%, con BSA (52 + 2.3)%)].

3.5. Estudio de la eliminacion celular de Hg(Il) y CHsHg

Las células Caco-2 expuestas durante 60 minutos a 1 mg/L de Hg(ll) y
0.8 mg/L de CHsHg, acumulan un alto porcentaje de mercurio [Hg(ll):
45 £ 3%; CH3Hg: 50 £ 2%]. Por ello se ha considerado de interés estudiar su
eliminacion hacia el lado basolateral y apical en presencia de un medio de
cultivo libre de mercurio. La figura 3 muestra que en estas condiciones
existe una eliminacién del Hg(ll) y CHsHg hacia ambos compartimentos y

gue ésta aumenta con el tiempo.

Para el Hg(ll) (figura 3A), este aumento es lineal hasta los 30 minutos
hacia el lado apical y hasta los 60 minutos hacia el lado basolateral. Durante
los primeros 30 minutos, la eliminacién hacia el lado apical es superior; sin
embargo, a tiempos superiores se invierte la tendencia. Tras 4 horas de
ensayo, el contenido celular disminuye un 46 + 1%, eliminandose un

22 + 3% hacia el lado basolateral y un 17 = 0.9% hacia el lado apical.

Para el CH;3Hg (figura 3B), la eliminacion hacia el lado basolateral
presenta un comportamiento lineal con el tiempo. Tras 4 horas de ensayo, el
porcentaje de eliminacion hacia el lado basolateral (20 £ 2%) es mayor que
hacia el lado apical (14 £ 0.2%) y el porcentaje de acumulacion celular

decrece un 36 + 2%.
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Figura 3. Eliminacién del mercurio durante 240 minutos hacia el compartimento apical (circulos negros) y hacia el compartimento
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4. Estudio de la naturaleza del transporte de las formas mercuriales

4.1. Estudio de los parametros cinéticos

El andlisis de la dependencia de la concentracion es uno de los métodos
usados para investigar los mecanismos de transporte ya que permite
diferenciar el transporte mediado por transportadores del transporte pasivo
(Sugano et al., 2010).

La figura 4 muestra el flujo de Hg(ll) frente a la concentracion tanto en
direccion A-B (figura 4A) como B-A (figura 4B). Los parametros cinéticos

calculados para esta especie son los siguientes:
- direccion A-B: Vax: 0.033 pmol/min x 10° células
Km: 0.467 UM
Kg: 1.45 x 108 pL/min x 10° células
- direccion B-A: Vax: 0.0305 pmol/min x 10° células
Km: 0.599 UM
Kg: 3.45 x 108 puL/min x 10° células

Se ha comparado el componente no saturable (Kq) y saturable (Vmax/Km)
del transporte, con el fin de determinar la naturaleza del mismo. Para el
Hg(ll), los valores de Vya/Kn (A-B: 0.0708 uL/min x 10° células; B-A:
0.0509 pL/min x 10° células) son varios ordenes de magnitud superiores a
Kg. Esto sugiere el predominio de un componente saturable en el transporte

de Hg(I1) en ambas direcciones.
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Para el CH3Hg (figura 5), los parametros cinéticos calculados son los
siguientes:

- direccion A-B: Vax: 0.0078 pmol/min x 10° células
Kn: 0.1 uM
Kg: 0.29 uL/min x 10° células

- direccion B-A: Ve 0.049 pmol/min x 10° células
Kn: 1.17 pM
Kq: 1 x 10™ pl/min x 10° células

La comparacion de Ky con el componente saturable del transporte en
direccion A-B (Vima/Km: 0.0855 pmol/min x 10° células) sugiere que cerca
del 20% del transporte del CHz;Hg hacia el lado basolateral se produce a
través de un mecanismo de transporte saturable, por lo que en esta direccion
predomina un componente no saturable. Para el transporte B-A, el término
Vinad Km (0.0421 pmol/min x 10° células) es mucho mayor que la constante

Kg, indicando el predominio de un componente saturable.
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Figura 4. Flujo de Hg(ll) frente a la concentracion en células Caco-2 (120 minutos,
pH 7.2, 37 °C) en direccién A-B (A) y B-A (B). Valores expresados como [(pmol
Hg) / (min x cm? x 10° células)] (media + desviacion estandar, n = 3).
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Figura 5. Flujo de CHsHg frente a la concentracion en células Caco-2 (120 minutos,
pH 7.2, 37 °C) en direccién A-B (A) y B-A (B). Valores expresados como [(pmol
Hg) / (min x cm? x 10° células)] (media + desviacion estandar, n = 3).
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4.2. Estudio de la participacion de la via paracelular en el transporte de
Hg(ll) y CH;Hg

El efecto de la alteracion de las uniones intercelulares sobre la
permeabilidad se utiliza como criterio para determinar la preferencia de la
ruta paracelular en el transporte (Gan et al., 1993a, 1993b). El estudio del
transporte paracelular se ha llevado a cabo mediante la modificacion de las
uniones intercelulares por adicion de 5 mM EDTA, un agente quelante del
calcio. La eliminacién del Ca* extracelular causa la retraccion de las
proteinas que forman las uniones estrechas y en consecuencia produce una
apertura de los espacios intercelulares (Ma et al., 2000). La monitorizacién
de estas alteraciones se ha llevado a cabo midiendo la permeabilidad de LY,

compuesto fluorescente que se transporta principalmente por via paracelular.

El tratamiento con EDTA produce una apertura importante de las uniones
intercelulares, tal y como evidencia el incremento observado en el Py, del

marcador LY,
- Papp SIN EDTA = 0.12 x 10°° cm/s
- Papp CON EDTA = 1.44 x 10 cm/s

Esta apertura de las uniones intercelulares no se traduce en un aumento
del P,y del Hg(l),

- Papp SiN EDTA = 3.8 £ 0.4 x 10° cmi/s
- Papp cON EDTA = 2.8+ 0.4 x 10° cm/s

El Py, del CH3Hg tampoco se ve afectado por esta apertura,
- Papp SiN EDTA: 4.9 0.2 x 10° cm/s

- Papp CON EDTA =3.9 £ 0.1 x 10° cm/s
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Los resultados obtenidos indican que la via paracelular no es relevante en

el transporte de estas especies de mercurio.

4.3. Participacion de mecanismos dependientes de energia en el transporte y

acumulacion de Hg(ll) y CH3Hg

4.3.1. Efecto de la temperatura sobre la permeabilidad

Los procesos celulares dependientes de energia son minimos entre 0 y
4°C vy, por tanto, una disminucion del transporte de un compuesto al
disminuir la temperatura puede ser un indicativo de la participaciéon de un
transporte activo. La figura 6 muestra los valores de P,,, de Hg(Il) y CH3Hg
en direccion A-B a distintas temperaturas. Los resultados muestran que una
disminucién de la temperatura supone un menor transporte. Los porcentajes
de reduccidn son similares para ambas especies [Hg(Il): 78 y 95% a 17 y 2
°C respectivamente; CHzHg: 74 y 91% a 17 y 2 °C respectivamente]. La
energia de permeacion (E,), obtenida aplicando la ecuacion de Arrhenius a
partir de los valores de P4, calculados a las distintas temperaturas, es de 16

kcal/mol para el Hg(ll) y de 12 kcal/mol para el CHzHg.
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Figura 6. Coeficientes de permeabilidad aparente (Pgyp) de Hg(ll) y CHzHg
(1 mg/L) en funcién de la temperatura en células Caco-2 expuestas durante 120
minutos. Valores expresados como media + desviacion estandar (n=3). El asterisco
indica diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) respecto a las células
incubadas a 37 °C.

4.3.2. Efecto de la inhibicion del metabolismo celular sobre Ila

permeabilidad

El tratamiento con azida sddica y 2-desoxiglucosa inhibe el metabolismo
y, por tanto, la generacion del ATP necesario para el funcionamiento del
transporte activo (Artursson et al., 1996). La tabla 4 muestra los valores de
Papp Obtenidos para el Hg(ll) y CHsHg en condiciones estandar y tras
someter las células a un tratamiento de inhibicion metabdlica. Los resultados
ponen de manifiesto que para ambas especies el tratamiento previo con azida
sodica y 2-desoxiglucosa produce una disminucion significativa del Pgy,. La
reduccion es similar para las dos formas mercuriales, 52% para el Hg(ll) y

54% para el CH3Hg. La deplecién del ATP conlleva ademas una reduccién
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de la acumulacién celular del Hg(ll) (30%), mientras que no afecta los

contenidos intracelulares del CHzHg.

Tabla 4. Coeficientes de permeabilidad aparente (Pgpp X 10® cm/s) y porcentajes de
acumulacién celular en células Caco-2 expuestas a 1 mg/L de Hg(ll) y 0.8 mg/L de
CH3Hg con o sin tratamiento previo con azida sodica (5 mM) y 2-desoxiglucosa (50
mM). Valores expresados como media + desviacion estandar (n=3). El asterisco
indica diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) respecto a las células no
tratadas con azida sddica y 2-desoxiglucosa.

. Papp Acumulacion
Tratamiento (1x10%cm/s) | celular (%)
Sin tratamiento 475+ 0.46 37.6+04
Hg(ll)
Con tratamiento 2.28 £0.14* 26.4 + 2.5*
Sin tratamiento 3.33+0.04 64.1+5.6
CH3Hg
Con tratamiento 1.52 +0.05* 715+1.6

4.4. Efecto de la concentracion de H* en la permeabilidad y acumulacion de
Hg(ll) y CH3Hg

El transporte de solutos contra gradiente de concentracion empleando
como fuerza motora H* es una caracteristica de un ndmero importante de
transportadores de mamiferos involucrados en el transporte de pequefias
moléculas (Martin-Venegas et al., 2009). Asimismo, el pH puede variar el
estado de ionizacion de los compuestos y, por tanto, su permeabilidad,
especialmente cuando existen mecanismos de difusién pasiva. Con objeto de
evaluar el efecto de la concentracion de H* sobre el transporte y la
acumulacion del Hg(ll) y CHsHg se han llevado a cabo ensayos a diferentes

pH en el compartimento apical.
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Los resultados obtenidos (tabla 5) muestran que para ambas especies de
mercurio una mayor concentracion de H* en el lado apical, supone un
aumento significativo en el Py, en direccion A-B [Hg(ll): 23%; CHsHag:
20%].

Tabla 5. Coeficientes de permeabilidad aparente en direccion A-B (Pgpp X 10 cm/s)
tras 120 minutos de exposicion a 1 mg/L de Hg(ll) y 0.6 mg/L de CHs;Hg en
diferentes condiciones de pH apical/basal (7.2/7.2; 5.5/7.2). El asterisco indica
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre ambas condiciones de pH.

Condicion pH | Py, (1 % 10° cmi/s)
7.27.2 3.50 +0.03
H(lh) 5.5/7.2 46+0.3*
7.27.2 32403
CHHg 5.5/7.2 4.0 +0.5*

Este aumento de la Py, Supone cambios en el transporte y la acumulacion
celular de Hg(ll) (figura 7A) y CHzHg (figura 7B). Un aumento de la
concentracion de H* en el lado apical supone un incremento significativo de
la acumulacion celular [Hg(11): 18%; CH3sHg: 24%] vy del transporte al lado
basolateral [Hg(l1): 10%; CHs;Hg: 7%)].
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Figura 7. Porcentajes de mercurio en el lado apical, basolateral y el interior celular
de células Caco-2 expuestas durante 120 minutos a 1 mg/L de Hg(Il) y 0.6 mg/L de
CH3Hg en diferentes condiciones de pH apical/basal (7.2/7.2; 5.5/7.2). Valores
expresados como media + desviacion estandar (n=3). El asterisco indica diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) respecto a la condicion de pH 7.2/7.2 para
un mismo compartimento.
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4.5. Influencia de los iones Na* en el transporte y acumulacion de Hg(ll) y
CH3Hg

Estudios en otras lineas celulares apuntan a transportadores dependientes
de Na* como participes en el transporte de mercurio (Bridges et al., 2007),
por ello en la presente tesis se ha evaluado la influencia del Na* en el

transporte intestinal de Hg(11) y CHzHg.

Los resultados obtenidos para el Hg(ll) (figura 8A) muestran que la
ausencia de Na* en el lado apical produce un aumento significativo del
transporte basolateral, mientras que la acumulacion celular se reduce
significativamente. Esto conlleva un aumento del porcentaje de mercurio
presente en el lado apical. La eliminacion del Na® también afecta el
transporte de CHsHg (figura 8B), pero de distinta forma. Se produce un
incremento del contenido apical y una reduccion del transporte basolateral y

de la acumulacion intracelular.
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Figura 8. Porcentajes de mercurio en el compartimento apical, basolateral y el
interior celular de células Caco-2 expuestas durante 120 minutos a 0.8 mg/L de
Hg(ll) (A) y 0.6 mg/L de CHzHg (B) en presencia y ausencia de Na* en el medio
apical. Valores expresados como media + desviacion estandar (n=3). Los asteriscos
indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) respecto a la presencia
de Na* para un mismo compartimento.
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4.6. Efecto de la presencia de distintas formas de cisteina en el transporte y

acumulacion de Hg(11) y CHz;Hg

El mercurio tiene una alta afinidad por los grupos sulfhidrilo, incluso se
ha descrito que formando conjugados con estos grupos presenta una mayor
tasa de transporte (Clarkson, 1993; Bridges y Zalups, 2005, 2010; Bridges et
al., 2007). En esta tesis se ha evaluado el transporte de Hg(ll) y CH3Hg en
presencia de distintas formas de cisteina: L-cisteina (L-Cys), DL-

homocisteina (Hcys) y N-acetil-L-cisteina (NAC).

Los resultados se muestran en la figura 9. En el caso del Hg(ll) (figura
9A), se observa un aumento de la cantidad de mercurio que permanece en el
lado apical en presencia de las formas de cisteina, siendo destacable el
incremento observado en los contenidos apicales de Hg(I1)-NAC (57%).
Asimismo se observa una importante reduccién de la retencién celular (L-
Cys: 47%; Hcys: 68%; NAC: 83%). Respecto al transporte al lado
basolateral s6lo se observa un aumento significativo en presencia de L-Cys
(44%).

En el caso del CH3Hg (figura 9B), la presencia de las formas de cisteina
también produce un aumento significativo del contenido apical (L-Cys: 19%;
Hcys: 43%; NAC: 59%) y una disminucién de la acumulacion celular (L-
Cys: 31%; Hcys: 39%; NAC: 55%). El transporte al lado basolateral se
modifica de forma distinta segun la forma de cisteina. Asi, existe un
aumento del transporte basolateral en presencia de L-Cys y Hcys (44% y
8%, respectivamente), mientras que disminuye un 27% con NAC en el

medio apical.
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Figura 9. Porcentajes de mercurio en el compartimento apical, basolateral y el
interior celular de células Caco-2 expuestas durante 120 minutos a 2.5 uM de Hg(ll)
(A) y CHsHg (B) con 5 uM de L-cisteina (L-Cys), DL-homocisteina (Hcys) o N-
acetil-L-cisteina (NAC). Valores expresados como media + desviacién estandar
(n=3). EIl asterisco indica diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
respecto a las células tratadas s6lo con Hg(l1) o CHzHg.
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4.7. Efecto de inhibidores o sustratos de determinados transportadores en el

transporte y acumulacion de Hg(Il) y CH3;Hg

Los transportadores seleccionados para el estudio fueron elegidos en base
a datos bibliogréficos que confirmaban o sugerian su participacion en el
transporte de las formas mercuriales en otros tipos celulares o tejidos (Zalups
y Ahmad, 2004; Zalups et al., 2004; Bridges et al., 2007; Bridges y Zalups,
2010) y en base a los resultados obtenidos en los apartados anteriores de este

capitulo.

La tabla 6 muestra el efecto de distintos inhibidores o sustratos sobre el
transporte de Hg(ll). Todos ellos producen una disminucidn significativa del
transporte al lado basolateral respecto al control, excepto el BCH. La
magnitud de reduccion varia dependiendo del tratamiento [Mn(ll) 91-97%;
L-Phe + L-Met 67%; L-Arg + L-Lys 45%; rifamicina 26%]. Los inhibidores
0 sustratos también afectan significativamente la acumulacién celular del
Hg(ll). El tratamiento con Mn(ll) es el méas efectivo en la reduccion de los
contenidos celulares, siendo esta reduccion dependiente de la concentracién
(40% para 500 pM; 55% para 1000 uM). De forma similar, los tratamientos
con una combinacion de aminoacidos neutros (L-Phe + L-Met) o cati6nicos
(L-Arg + L-Lys) reduce la acumulacién celular del Hg(ll) (27% y 18%
respectivamente). El resto de tratamientos, sin embargo, suponen un
incremento significativo de los contenidos celulares (rifamicina 15%; BCH
12%).
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Tabla 6. Efecto de inhibidores especificos o sustratos en el transporte de Hg(ll) en
células Caco-2 expuestas durante 60 minutos a 0.4 o 0.6 mg/L. Porcentajes de
mercurio en el compartimento apical, basolateral y el interior celular respecto a la
adicién inicial. Valores expresados como media * desviacién estandar (n > 3). El
asterisco indica diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) respecto a las
células tratadas s6lo con Hg(ll) (sin inhibidor).

Ho(11) p-H Tratamiento Apical Celular Basolateral
(mg/L) | apical
0.4 7.2 Sin inhibidor | 52.4+1.6 426 +0.05 | 6.8+£1.07
Rifamicina |79, 1 gx | 502+ 1.12% | 5.1+0.60*
100 pM 9+1 2+1 1+0.
BCH . .
100 uM 435+0.17 483114 83+1.2
AAO * * *
2000 uM 66.2 £ 0.17 31.0+£1.6 2.2+0.30
AA+ * * *
2000 uM 62.0£0.80 348+4.1 3.7£0.40
0.6 55 Sin inhibidor | 33.5+0.96 61.8+1.9 4.8+0.26
Mn(ll) * * *
500 uM 62.4 £ 0.45 374+£1.4* 1 041+£0.03
Mn(l1) * * *
1000 uM 72.5+0.30* | 27.7 £0.25* | 0.15 £ 0.01

BCH: acido aminobiciclo-(2,2,1)-heptano-2-carboxilico
AA": aminoécidos neutros (L-Phe + L-Met)

AA*: aminoécidos catiénicos (L-Arg + L-Lys)

Los resultados del transporte de CHsHg en presencia de los distintos
inhibidores y sustratos se muestran en la tabla 7. Todos los tratamientos
producen un cambio en la distribucion de CHz;Hg en los compartimentos

analizados (apical, celular y basolateral) respecto al tratamiento control. Se
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observa una disminucion significativa del transporte al lado basolateral,
aunque en proporcion variable (rifamicina 48%, L-Phe 31%, BCH 27%, L-
Arg 10%). Los contenidos celulares decrecen en presencia de BCH (18%),
L-Arg (14%) y L-Phe (14%) y se incrementan en presencia de rifamicina
(8%). Se observa un aumento de la cantidad de mercurio que no se absorbe y
permanece en la parte apical (BCH 25%, L-Arg 21%, L-Phe 17%), excepto

para el tratamiento con rifamicina

Tabla 7. Efecto de inhibidores especificos o sustratos en el transporte de CHzHg en
células Caco-2 expuestas durante 60 minutos a 0.4 mg/L. Porcentajes de mercurio en
el compartimento apical, basolateral y el interior celular respecto a la adicion inicial.
Valores expresados como media + desviacion estandar (n > 3). El asterisco indica
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) respecto a las células tratadas
s6lo con CHsHg (sin inhibidor).

Tratamiento Apical (%) Celular (%) | Basolateral (%)
Sin inhibidor 32+1.6 65.2+2 48+0.1
Rifamicina 27 +1.3* 70.6 £0.9% 25+0.2%
100 uM - e e
BCH - - -
100 pM 426+1.2 53.4+0.3 3.5+0.02
L'Arg * * *
1000 pM 404+2.4 56.4 +0.5 3.3+0.08
L-Phe * - -
1000 uM 38.5+0.6 56+ 1.5 43+0.15

BCH: 4cido aminobiciclo-(2,2,1)-heptano-2-carboxilico

142



Caracterizacion iz vitro de la absorcion intestinal

4.8. Evaluacion de la participacion de un transporte pasivo en el paso

transcelular de Hg(ll) y CHs;Hg

El estudio de transporte empleando una membrana artificial en la que los
mecanismos de transporte mediados por portador y la via paracelular estan
ausentes, permite identificar la participacion de un transporte transcelular

pasivo (Sugano et al., 2010).

La tabla 8 muestra los valores de P,, (permeabilidad a través de la
membrana artificial) y el porcentaje de flujo para el verapamilo, Hg(ll) y
CHsHg. Los porcentajes de flujo del verapamilo, compuesto que se
transporta principalmente por difusion pasiva transcelular, son elevados
(82%). Estos valores son similares a los observados para el CHsHg (64%) y
muy superiores a los obtenidos para el Hg(ll) (< 2.1%). Del mismo modo,
los valores de P4, para el verapamilo son 100 veces superiores a los hallados
para el Hg(ll) y 2 veces superiores a los del CH3zHg. La concentracion del
compuesto [verapamilo, Hg(ll) o CH3Hg] no influye en su transporte a
traves del sistema PAMPA.
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Tabla 8. Porcentaje de flujo y coeficiente de permeabilidad a través de la membrana
artificial (P,y) del verapamilo, Hg(ll) y CHsHg tras 16 horas de exposicion. Valores
expresados como media + desviacion estandar (n > 3).

Compuesto Concentracion Flujo Pam
P (UM) (%) | (1% 10°cmis)
100 81.9+5.1 10.0+15
Verapamilo
500 81.7+154 11.6+27
50 21+05 0.13+0.02
Hg(11)
100 16+0.2 0.10£0.01
50 60.2 + 10 59+23
CHsHg
100 64.3+2 59+0.3

El CHsHg presenta una alta afinidad por la L-Cys, con la que forma
complejos polares cuya principal via de transporte transcelular es a través de
transportadores de membrana (Bridges y Zalups, 2006b; Heggland et al.,
2009). Teniendo en cuenta la importante contribucion de la difusion pasiva
transcelular en el transporte de CH3;Hg se ha considerado adecuado evaluar
si esta contribucion estd afectada por la presencia de L-Cys, debido a la
formacion de complejos de caracter hidrofilico. Los resultados (tabla 9)
ponen de manifiesto que en presencia de L-Cys (25, 200, 500 uM), el paso
de CH3Hg a través de las membranas lipidicas artificiales disminuye de una
forma concentracion dependiente indicativo de la formacién de complejos
CH3Hg-L-Cys.

Adicionalmente se ha evaluado la influencia de la L-Cys en el transporte
transcelular pasivo de CH3Hg en presencia de distintos cationes divalentes
(50 uM de Mn*?, Zn*? y Cu™®), por los cuales la L-Cys presenta una alta

afinidad (Belcastro et al., 2005; Shankar et al., 2011). Los resultados (tabla
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9) muestran que independientemente de la concentracién de L-Cys
empleada, el porcentaje de transporte del CH;Hg a través de la capa lipidica
artificial en presencia de estos cationes es igual al que presenta en ausencia
de L-Cys. Ello sugiere que en estas condiciones posiblemente no se estén
formando los complejos polares CHs;Hg-L-Cys, ya que la afinidad de la L-
Cys por el mercurio es inferior a la que muestra por los cationes ensayados
(Belcastro et al., 2005; Shankar et al., 2011).

Tabla 9. Porcentaje de transporte de CHsHg al lado aceptor en membranas
artificiales lipidicas (PAMPA) tras 16 horas de exposicion a: 1) CH;Hg, 2) CHsHg
en presencia de concentraciones crecientes de L-Cys y 3) CHzHg en presencia de
cationes divalentes (Mn*?, Zn*? y Cu*®) vy distintas concentraciones de L-Cys.
Valores expresados como media + desviacion estandar (n > 3). El asterisco indica
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) respecto al transporte de CHs;Hg
en ausencia de L-Cys.

CHsHg (uM) | L-Cys (uM) | Cationes (UM) Transporte (%)
— — 52+23
25 _ 27 +0.6*
200 — 0.23 +0.03*
>0 500 — 0.10 + 0.01*
200 50 53+ 1.6
500 50 53+0.7
DISCUSION

En este capitulo se ha evaluado el transporte intestinal del Hg(ll) y
CHsHg mediante el empleo de la linea celular Caco-2. Numerosos estudios

ponen de manifiesto que es posible correlacionar los coeficientes de
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permeabilidad aparente obtenidos en células Caco-2 con la magnitud de la
absorcion in vivo (Artursson y Karlsson, 1991; Yee, 1997), de ahi el
extensivo empleo de esta linea celular en estudios in vitro de absorcion

intestinal.

Los datos obtenidos en el presente capitulo permiten apuntar a ciertos
mecanismos como participes en el transporte de Hg(ll) y CH3Hg. Debido a
la cantidad de informacidn obtenida para cada especie mercurial y el distinto
comportamiento de las mismas, se discuten los resultados de cada especie de

forma independiente.

Mecanismos de transporte intestinal de Hg(l1)

Las investigaciones realizadas en esta tesis evidencian que el Hg(ll)
presenta una elevada retencion en la monocapa celular Caco-2, que llega a
alcanzar un 51% en exposiciones de 120 minutos a 1 mg/mL. Aduayom et
al. (2003) también observaron en el clon TC7 de la linea celular Caco-2 una
elevada acumulacion intracelular de Hg(ll). Esta alta acumulacién in vitro de
Hg(ll) corrobora lo observado in vivo en el tracto gastrointestinal de
roedores (Kostial et al., 1981, 1983) donde se observaban altas
acumulaciones. Por otro lado, los estudios de eliminacion celular realizados
muestran que el Hg(ll) acumulado en las células Caco-2 se elimina con un
flujo mayor hacia el lado basolateral, que emula la entrada a la circulacion
sistémica, que hacia el lado apical que corresponde al lumen intestinal. Esto
evidencia que tras la eliminacion del toxico, la acumulacion celular
disminuye con el tiempo, aunque sigue siendo elevada varias horas después
del tratamiento [15% después de 4 horas sin exposicién a Hg(l1)]. Teniendo
en cuenta el carécter toxico de esta especie, su acumulacién en las células
epiteliales del intestino podria ser una de las causas de los efectos adversos
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que produce in vivo en el sistema gastrointestinal. De hecho, se han
reportado procesos inflamatorios en estdmago y ciego, y un incremento
significativo de la incidencia de hiperplasia gastrica en roedores expuestos

de forma subcronica o crénica a mercurio inorganico (NTP, 1993).

En cuanto al transporte de Hg(ll) a traves de la monocapa Caco-2, tras 2
horas de exposicion éste alcanza un méaximo de un 20% de la cantidad
adicionada. En esta tesis se ha tenido en cuenta el criterio de Yee (1997) para
correlacionar los valores de permeabilidad a través de la monocapa Caco-2
(Papp) con la magnitud de la absorcion in vivo. Segun este criterio, un
compuesto con un Py, < 1 x 10 cm/s presenta baja absorcién in vivo (O-
20%), con un P,y entre 1-10 x 10 cm/s, se considera un compuesto de
moderada absorcion (20-70%) y con un Pgy, > 10 % 10°® cm/s, un compuesto
de elevada absorcion (70-100%). Los valores de P, 0btenidos oscilan entre
1y 3.9 x 10® cm/s para las distintas concentraciones de Hg(ll) ensayadas,
por lo que la especie inorganica podria considerarse un compuesto de
absorcion moderada. Los estudios realizados in vivo apuntan a una absorcién
del Hg(Il) (= 20%; Nielsen, 1992), equivalente a la deducida de los ensayos

con la linea celular Caco-2.

El transporte o acumulacion de un compuesto a través del epitelio
intestinal suele ser un proceso muy complejo en el que pueden intervenir
distintas rutas: paracelular, transcelular pasiva, mecanismos mediados por
portador y transcitosis (Artursson et al., 2001). El conocimiento de estos
mecanismos es de gran relevancia para la caracterizacién del proceso
absortivo, ya que permitird conocer la cantidad de compuesto y el modo en
que éste llega a la circulacion sistémica. El efecto de la modulacion de las
uniones intercelulares sobre la permeabilidad se utiliza como criterio para
determinar la participacion de la ruta paracelular (Sun y Pang, 2008). Los

resultados obtenidos en este trabajo muestran que la apertura de las uniones
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intercelulares (apartado 4.2) no produce un aumento del P,y de Hg(ll), lo
cual indica que la difusion paracelular no es una via importante en el
transporte de esta forma inorgéanica. La evaluacion de la via transcelular
pasiva empleando membranas artificiales (tabla 8) y los resultados del
estudio de los parametros cinéticos (apartado 4.1) muestran una baja
participacion de esta ruta, hecho que era de esperar debido a la naturaleza
hidrofilica del Hg(ll) (Halbach, 1985).

La escasa participacion de mecanismos de transporte pasivo sugiere que
el movimiento de Hg(ll) a través de la monocapa intestinal ocurre
mayoritariamente por mecanismos mediados por portador. De hecho, en esta
tesis se ha observado que el transporte en sentido absortivo presenta un
componente saturable (figura 4). Se han llevado a cabo estudios para intentar
caracterizar la naturaleza de este transporte transcelular en el que pueden
intervenir una o varias moléculas portadoras. El transporte transcelular
mediado por portador puede ser facilitado o dependiente de energia. Los
estudios realizados disminuyendo la temperatura de ensayo, muestran una
reduccion en los valores de P, (figura 6), primer indicativo de la
participacion de un transporte activo. Por otro lado, segun Hidalgo vy
Borchardt (1990), valores de la energia de permeacion (E,) entre 5y 25
kcal/mol estan frecuentemente asociados con un transporte activo, mientras
que valores mas bajos estan relacionados con mecanismos de difusién pasiva
o facilitada, no dependientes de energia. Los valores de E, obtenidos para el
Hg(ll) indican que el transporte transcelular puede tener un componente
activo. Adicionalmente, la inhibicion del metabolismo y por tanto de la
generacion de energia mediante azida sodica y 2-desoxiglucosa, muestra una
reduccion del transporte A-B que permite concluir que existe un componente
activo en el transporte transcelular en sentido absortivo del Hg(ll). La

participacion de este componente activo estd apoyada ademas por los
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resultados del ratio de eliminacion (E;), que muestran valores muy inferiores
a la unidad y que segun Laitinen (2006) indican que existe un proceso activo

en direccion absortiva.

El presente trabajo también muestra que el transporte de Hg(ll) depende
del pH en el lado apical. Asi, la acidificacion del medio apical conlleva un
aumento del transporte que puede ser debido a la participacion de
transportadores proton-dependientes. EI DMT1 (SCL11A2) es un miembro
de la familia Nramp (proteina de resistencia natural asociada a macrofagos)
presente en la membrana apical del intestino (Canonne-Hergaux et al.,
1999). Esta proteina es capaz de transportar una gran variedad de cationes
metalicos divalentes esenciales (Fe, Zn, Mn, Co, Cu y Ni) mediante un
mecanismo proton-dependiente (Zalups y Koropatnick, 2010). Existen
también evidencias que apuntan a DMT1 como participe en la absorcion de
cationes metalicos toxicos divalentes (Cd y Pb) (Okubo et al., 2003; Bressler
et al., 2004), sin embargo, no existen estudios sobre su posible participacién
en el transporte de Hg(ll). Los ensayos de inhibicidn realizados empleando
Mn(ll), un sustrato del DMTL1 por el cual este transportador presenta una alta
afinidad (Arredondo et al., 2003), muestran una reduccién muy importante
del paso de Hg(ll) del lado apical al interior celular. Este hecho apoya la
posible participacion del DMT1 en el transporte de Hg(ll) a través de la
monocapa de epitelio intestinal.

Estudios in vitro en distintos modelos renales han confirmado la
participacion de miembros de la familia de transportadores de aniones
organicos (OAT1 y OAT3) en el transporte de mercurio inorganico,
especialmente en forma de conjugados con grupos tiol (Aslamkhan et al.,
2003; Zalups y Ahmad, 2004; Lash et al., 2005). EI OATPB es el
transportador mas abundante de esta familia en la membrana apical de

células del epitelio intestinal y ademas su actividad es 6ptima a pH acidos
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(Kobayashi et al., 2003). Sin embargo, el ensayo de inhibicion empleando
rifamicina, inhibidor de OATPs (Petri et al., 2004), muestra que la
incorporacion celular del Hg(ll) desde el lado apical no disminuye en
presencia de este inhibidor hecho que no permite corroborar la participacion

del OATPB en la entrada de la especie inorganica a la monocapa intestinal.

Ademas de los transportadores ya mencionados, la bibliografia hace
referencia a la entrada o salida de Hg(ll) por mecanismos de mimetismo
molecular debido a que unido a dos moléculas de cisteina (cisteina-Hg-
cisteina, dicisteinilmercurio) se asemeja al aminoacido cistina y, por tanto,
podria emplear el sistema b* transportador de este aminoéacido en
mamiferos (Thwaites et al., 1996; Bridges et al., 2004). En el presente
trabajo la presencia de formas de cisteina en el medio apical no favorece la
entrada de Hg(ll) al interior celular, como cabria esperar atendiendo a lo
descrito anteriormente. La incorporacion de formas de cisteina en el medio
apical implica una disminucién del Hg(l1) en el interior celular y un aumento
del porcentaje no transportado, lo que podria indicar que las distintas formas
de cisteina estan actuando como inhibidores del transporte apical de la forma
inorgéanica de mercurio. Es posible que en las condiciones de este estudio la
formacion de complejos cisteina-Hg-cisteina no sea muy extensa, quedando
cisteina libre en el medio que podria formar cistina (cisteina-cisteina). Si los
complejos cisteina-Hg(ll)-cisteina se transportan por el mismo mecanismo
que la cistina esto podria reducir la entrada de esta forma mercurial.
Adicionalmente, la presencia de cisteina libre podria afectar el transporte de
dicisteinilmercurio a través del sistema B®* que transporta L-cisteina y que
otros autores han postulado puede intervenir en el transporte de Hg(ll)
(Cannon et al., 2001; Bridges et al., 2007). Por otra parte, en este capitulo se
ha demostrado que la presencia de L-Arg y L-Lys (sustratos del sistema b®*;

Kilberg et al., 1993) y de L-Phe y L-Met (sustratos del sistema B®*; Kilberg
150



Caracterizacion iz vitro de la absorcion intestinal

et al., 1993) disminuyen la acumulacién intracelular de Hg(ll), lo que

sugiere la participacion de estos sistemas en el transporte apical de Hg(Il).

Por otro lado, los ensayos llevados a cabo en ausencia de Na* muestran
que parte de la entrada de Hg(ll) al interior celular se reduce cuando se
elimina este cation del medio, lo que muestra que la incorporacion de Hg(l1)
a la célula se puede producir por mecanismos Na* dependientes, como el
sistema B%* y por mecanismos Na* independientes, como el sistema b%* o el

transportador DMT1.

Hasta ahora se han interpretado los resultados de inhibicion en base a los
cambios en la acumulacién celular, pero también es de interés destacar los
resultados que suponen una reduccién del paso neto de Hg(ll) al lado
basolateral. Esta disminucion podria ser debida a una reduccion del
transporte de mercurio al interior celular desde el lado apical; sin embargo,
no debe descartarse que en parte sea consecuencia de una competencia de los
sustratos o inhibidores y el Hg(ll) por los transportadores ubicados en la
membrana basolateral. Se ha puesto de manifiesto una reduccién del
contenido basolateral en presencia de aminoacidos neutros (L-Phe y L-Met),
sustratos del sistema L, transportador Na'-independiente (Kilberg et al.,
1993) situado en la membrana basolateral de los enterocitos y de la linea
celular Caco-2. También se ha observado una disminucion en presencia de
aminodcidos cationicos (L-Arg y L-Lys), sustratos del sistema y*'L (Martin-
Venegas et al., 2009) situado en la membrana basolateral. La rifamicina
reduce el transporte neto A-B de Hg(ll), lo que podria indicar la
participacion de los OATPs presentes en la membrana basolateral de las
celulas intestinales, OATPE y OATPD (Mikkaichi et al., 2004; Kalliokoski
y Niemi, 2009). Finalmente, hay que destacar la inhibicion del paso
basolateral debida a la presencia de Mn(ll). El transporte de Mn(ll) en

células intestinales a través de la membrana basolateral no esta muy
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caracterizado. Algunos estudios demuestran la participacion de la
ferroportina 1 (FPN1), un importante exportador de hierro en el intestino
delgado (Yin et al., 2010; Madejczyk y Ballatori, 2012). Asi, los datos de
inhibicion que suponen una reduccion neta del transporte A-B pueden estar
apuntando a transportadores apicales (DMT1, sistema b®* y B®*) o a
transportadores basolaterales (sistema L, sistema y'L, FPN1 y OATPs)

presentes en el epitelio intestinal.

Mecanismos de transporte intestinal de CHz;Hg

Segun el criterio derivado del estudio de Yee (1997), los valores de
permeabilidad obtenidos para el CHsHg (1.6-5.4 x 10 cm/s) indican que
éste se absorbe moderadamente. Sin embargo, los estudios realizados in vivo,
apuntan a una absorcion elevada del CHsHg (Miettinen, 1973). Las
diferencias in vitro-in vivo podrian atribuirse a factores fisioldgicos no
contemplados en el calculo de la P4y, Y que pueden afectar a su transporte a
través de la monocapa celular (pH, sales biliares, formacion de conjugados
de mercurio). Por otro lado, los compuestos de alta lipofilidad, como es el
caso del CHz;Hg (Miettinen, 1973), tienden a acumularse de forma muy
acentuada en la membrana celular (48-78%) y esto puede dificultar la

correlacion entre los estudios in vivo e in vitro.

Segun Youdim et al. (2003), la adicion de albimina en el compartimento
receptor favorece la permeabilidad de sustancias lipofilicas, disminuyendo la
retencion celular. Por otro lado, esta aproximacion mimetiza mejor la
presencia fisiolégica de albimina dentro de la cavidad serosa. La albimina
aumenta la permeabilidad de CH3Hg y disminuye su retencion, aungue no se
observan cambios drésticos de estos parametros tal y como era de esperar
atendiendo a lo observado para compuestos de caracter lipofilico (Krishna et
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al., 2001). El i6n metilmercurio forma un enlace con el atomo de azufre
reducido de la cisteina (Bridges y Zalups, 2006b) dando lugar a complejos
coordinados covalentemente. Posiblemente, esto dificulte su eliminacion del
interior celular aunque se disponga de albimina en el compartimento aceptor
Yy, por ese motivo, no se modifica de forma muy acentuada el transporte y la

acumulacion de CHsHg en presencia de esta proteina.

El caracter lipofilico de CHz;Hg se traduce en una importante
participacion de la via transcelular pasiva, tal y como muestran los ensayos
PAMPA (tabla 8), donde el CH3Hg muestra un porcentaje de flujo a través
de las membranas lipidicas artificiales (64%) similar al del verapamilo
(82%), molécula con un transporte mayoritario a través de esta via. Esta
naturaleza del CHsHg también explicaria la escasa intervencion de un
transporte paracelular (apartado 4.2), -caracteristica de compuestos
hidrofilicos de bajo peso molecular (Shah et al., 2006). Aungue la via pasiva
transcelular parece una de las principales formas de transporte del CHzHg en
forma de CHsHgCI, los parametros cinéticos obtenidos en el presente estudio
(apartado 4.1) también evidencian la participacién de un transporte
transcelular saturable y por tanto mediado por portador. De hecho, en
presencia de cisteina la participacion de la difusion pasiva no es relevante,
indicativo de que en forma de complejos con este aminoécido posiblemente
se transporte mediado por portador, tal y como sugieren otros estudios
(Simmons-Willis et al., 2002; Bridges y Zalups, 2006a, 2006b; Heggland et
al., 2009).

Los estudios llevados a cabo disminuyendo la temperatura de ensayo
muestran una reduccion de los valores de P4y, (figura 6). Esto junto con los
valores de energia de permeacion hallados puede ser indicativo de un
transporte transcelular activo. Se ha puesto de manifiesto sin embargo, que la

constante de difusién también depende de la temperatura (Tanaka et al.,
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1978) y que la temperatura puede afectar la fluidez de la membrana
(Kanduser et al., 2008) y el coeficiente de particion octanol/agua (Sugano et
al., 2010). Por tanto, la temperatura puede afectar el transporte de moléculas
que se muevan por difusion pasiva como el CHs;Hg. Para confirmar la
existencia de un transporte dependiente de energia, se ha evaluado la
permeabilidad del CHszHg en presencia de un tratamiento inhibidor del
metabolismo celular (azida sddica y desoxiglucosa) que ha puesto de
manifiesto una reduccion del transporte y por tanto, la existencia de un
componente activo transcelular en su absorcion. La existencia de este tipo de
transporte en direccion A-B también se apoya con los valores del ratio de
eliminacion que, como se ha comentado para el Hg(ll), indica un transporte
activo en sentido absortivo cuando son inferiores a la unidad (Laitinen,
2006).

Se ha postulado que el CH3Hg se transporta a través de la membrana por
medio de transportadores de aminoacidos neutros, debido a su similitud
estructural con la metionina cuando estd unido a L-Cys (Aschner y
Clarksson, 1989; Simmons-Willis et al., 2002). El transporte a través del
epitelio intestinal de aminoacidos neutros como la metionina puede
producirse a través del sistema B®* mediante un mecanismo Na*-dependiente
(Broer, 2006). Un estudio previo en oocitos de Xenopus laevis
microinyectados ha mostrado que el sistema B®* puede intervenir en el
transporte de CH3;Hg conjugado con cisteina (Bridges y Zalups, 2006b). En
esta tesis se ha puesto de manifiesto que el CH;Hg presenta un transporte
Na" dependiente, ya que en ausencia de este idn se observa una disminucion
de la entrada de CH3Hg (figura 8) y un aumento del contenido de la especie
en el lado apical. En cualquier caso, la acumulacion y transporte en ausencia
de Na* supone una importante proporcion del transporte que, como ya se ha
comentado, debe ser el resultado de la difusién pasiva.
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Los datos de inhibicion también apoyan la posible intervencion del
sistema de transporte de aminoacidos B%*, ya que en presencia de
aminodacidos neutros y cationicos, sustratos de este sistema (Kilberg et al.,
1993), se produce una reduccién de la acumulacion celular de CHzHg. A
diferencia de lo que postulan o confirman otros autores (Bridges y Zalups,
2006a, 2006b), en nuestro estudio la conjugacion de CHzHg con formas de
cisteina no facilita el transporte apical de mercurio. Contrariamente, la
presencia de formas de cisteina disminuye la cantidad de mercurio
intracelular y aumenta el mercurio presente en el lado apical. La explicacion
podria ser la misma que la dada para el Hg(ll); no toda la cisteina adicionada
forma complejos con el CHsHg vy, por tanto, queda cisteina libre en el medio
que puede inhibir el transporte de la forma mercurial por competencia, ya

que la cistefna es sustrato del sistema B%*.

Otro posible mecanismo de transporte transcelular mediado por portador
de CHs3;Hg unido a cisteina y N-acetilcisteina, son los OATs cuya
participacion se ha evidenciado en células de rifién (Zalups y Ahmad, 2005a,
2005b). La isoforma mayoritaria en el lado apical de los enterocitos, tal y
como se ha comentado es el OATPB, transportador H" dependiente. En este
estudio se ha puesto de manifiesto que el aumento de la concentracion de H*
en el lado apical favorece el transporte de CHzHg. Sin embargo, al igual que
ocurria en el Hg(ll), su acumulacion celular no se ve disminuida por el
tratamiento con rifamicina, inhibidor de este tipo de transporte, por lo que no
puede concluirse que a nivel apical haya una participacion destacable de esta

familia de transportadores.

Los datos de inhibicion que indican una reduccién de la acumulacion
celular de CH3Hg apuntan al sistema B%* como participe en su transporte a
través de la membrana apical. Por otra parte, los resultados de inhibicién que

indican una disminucion en el movimiento neto de CHsHg hacia el lado
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basolateral, también permiten inferir la participacion de algunos
transportadores presentes en la membrana basolateral. Se observa una
disminucion en el transporte en presencia de rifamicina, lo que puede sugerir
la participacion del OATPE y OATPD. Los aminodcidos neutros vy
catiénicos reducen el transporte basolateral del CHsHg, por lo que
nuevamente se puede postular la intervencion de un transportador de
aminoacidos. En la bibliografia se ha descrito que el sistema L (LAT1 y
LAT2) interviene en el transporte de CH3;Hg unido a L-cisteina (Simmons-
Willis et al., 2002). También podria participar el sistema y'L (y'LAT1 y

y"'LAT2), aunque esto no ha sido confirmado por otros autores.

Los datos obtenidos en el presente estudio permiten apuntar a
determinados tipos de transporte en el paso del CHsHg a través del epitelio
intestinal. Ademas muestran que hay una acumulacion celular muy
importante que ya se ha puesto de manifiesto en estudios in vivo (Endo et al.,
1989) y que teniendo en cuenta el caracter téxico del CHsHg podria afectar
al normal funcionamiento de la mucosa intestinal. Hasta ahora, sdlo un
estudio realizado en animales ha reportado la toxicidad gastrointestinal de la
forma organica de mercurio después de la exposicién oral (Mitsumori et al.,
1990). Estos autores demostraron un aumento de la incidencia de la
ulceracion del estomago en ratones después de una exposicion de 2 afios a
cloruro de metilmercurio en el agua potable. Sin embargo, no existen
estudios sobre el efecto en el intestino de la exposicion a esta forma
mercurial. Por otro lado, esta tesis también evidencia que tras el cese de la
exposicion, el CH3Hg acumulado en las células epiteliales del intestino se
elimina tanto hacia el lado apical como hacia el lado basolateral, que
emularia la cavidad serosa que permite la llegada del téxico al torrente

sanguineo.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este capitulo muestran que el transporte y
acumulacion de las formas mercuriales depende de la concentracion de
exposicion, siendo la retencion celular muy superior al transporte. Esta
acumulacion se reduce cuando se elimina el téxico del medio, pudiendo
pasar el mercurio acumulado tanto al lumen como a la cavidad serosa para su
posterior llegada a la circulacion sistémica. Los ensayos sugieren que el
transporte de Hg(ll) es principalmente transcelular y mediado por portador y
en €l intervienen varios mecanismos, algunos de los cuales pueden ser
activos. Adicionalmente, se observa un transporte dependiente de H" y de
Na’. Estos resultados junto con los obtenidos en los ensayos de inhibicion
sugieren la posible participacion en el transporte intestinal de Hg(ll) del
transportador de cationes divalentes (DMT1), de transportadores de
aminodcidos e incluso algin miembro de la familia de los OATPs a nivel

basolateral (figura 10).

El transporte de CHz;Hg a través del epitelio se realiza por via
transcelular, principalmente por difusién pasiva a través de la bicapa
lipidica, cuando esta especie mercurial estd en forma de cloruro.
Adicionalmente, su paso desde el lumen al interior celular puede estar
mediado por transportadores de aminoacidos, como el sistema B%*, cuando
estd unida a L-Cys. La salida de CH3;Hg hacia la cavidad serosa puede ser
resultado del transporte a través de los sistemas de transporte de aminoacidos

(L y/o y*L) y de algiin miembro de la familia de los OATP (figura 11).

Algunos de los transportadores mencionados ya se ha evidenciado que
pueden intervenir en el transporte de Hg(ll) o CHsHg en sistemas modelos
(Zalups y Ahmad, 2004; Zalups et al., 2004). Sin embargo, no se ha

confirmado su participacion en el transporte intestinal de estas formas
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mercuriales. Este ha sido el objetivo del capitulo 2 de la presente tesis

doctoral.
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En el capitulo 1 de la presente tesis se han sugerido una serie de
transportadores como participes en el transporte transcelular de Hg(ll) y
CH3Hg. En concreto, se ha propuesto la participacion del transportador de
cationes divalentes (DMT1) y los transportadores de aminoécidos B®* y b%*
en el transporte de Hg(Il) y el sistema B%* en el paso del CHsHg desde el
lado apical al interior celular. Adicionalmente, se ha sugerido un transporte
basolateral de ambas formas mercuriales mediado por los sistemas de

transporte de aminoacidos L o0 y*L.

Con el fin de confirmar la participacion de algunos de estos
transportadores en la entrada de Hg(ll) y CHsHg al interior celular, en el
presente capitulo se han aplicado técnicas de silenciamiento génico en
células intestinales Caco-2 mediante ARN interferente de pequefio tamario,
técnicas de reduccion de los niveles de ARNm mediante tratamiento quimico
y se han realizado ensayos en levaduras transformadas con uno de los

transportadores de interés.
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RESULTADOS

1. Estudios de identificacion de transportadores empleando la linea

celular Caco-2

Todos los transportadores analizados se expresan en el clon de Caco-2
entre el segundo y el undécimo dia post-siembra, periodo en el que se

realizan los ensayos que se presentan a continuacion.

1.1. Inhibicién de transportadores mediante silenciamiento transitorio y su

efecto sobre la acumulacién celular de Hg(11) y CH3Hg

Se seleccionaron tres transportadores para confirmar mediante
silenciamiento génico su participacion en la entrada de Hg(ll) y CH3Hg en
las células Caco-2: sistema b®, sistema B%* y el transportador DMT1. De
todos los transportadores apuntados en el capitulo 1 se han escogido aquellos
localizados en la membrana apical y, por tanto, en contacto con el lumen y
participes directos en los procesos de entrada al epitelio intestinal. Los
ensayos para el sistema DMTL1 se han llevado a cabo Unicamente con la
especie inorganica Hg(ll), ya que este transportador es responsable del
transporte de cationes divalentes. Los sistemas b®* y B%* se han ensayado
con las formas mercuriales unidas a L-Cys ya que estudios previos indican
que los complejos Hg-cisteina son los sustratos de estos dos sistemas de
transporte (Bridges y Zalups, 2004; Bridges et al., 2004, 2007).

Se realizaron transfecciones individuales con dos siARN distintos y con
una mezcla de ambos. Los resultados obtenidos muestran un silenciamiento
significativo de los tres transportadores estudiados en todas las condiciones

aplicadas (figura 1). Las magnitudes de reduccién de la expresion respecto a
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las células Caco-2 no silenciadas son: DMT1 5.4 a 8.6 veces; sistema b®*
11.0 a 13.9 veces; sistema B®* 14.3 a 72.2 veces.
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Figura 1. Expresion relativa de transportadores en células Caco-2 silenciadas en
relacion a células no silenciadas [ratio de expresion en base logaritmica 2 (log,)]
(media + desviacion estandar, n=6). Las diferencias estadisticamente significativas
respecto a controles de células no silenciadas se marcan con un asterisco (p<0.05).

Para el estudio de acumulacién celular se eligieron las células tratadas
con el siARN que supuso un silenciamiento génico mayor del transportador.
Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 1. El silenciamiento de
DMT1 produce reducciones significativas en la acumulacién celular de
Hg(I1) (29 + 3%). El silenciamiento del sistema transportador b®* da lugar a
una reduccion significativa de la acumulacién celular de mercurio en células
tratadas con Hg(l)+L-Cys (39 + 8%), pero no produce cambios en células

tratadas con CH3Hg+L-Cys. Por el contrario, el silenciamiento del sistema
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transportador B®* reduce significativamente la acumulacion de mercurio tras
el tratamiento con CH;Hg+L-Cys (16 + 3%) y no afecta a la acumulacion

tras la exposicion a Hg(l1)+L-Cys.

Tabla 1. Contenido intracelular de mercurio en células Caco-2 transfectadas con
SiRNA y en células control expuestas durante 60 minutos a Hg(ll) (1 mg/L),
Hg(IN+L-Cys (1 mg/L+2.5 uM) y CHsHg+L-Cys (1 mg/L+2.5 puM). Valores
expresados como ng Hg/10° células (media + desviacién estandar, n=6). Las
diferencias estadisticamente significativas respecto a controles no transfectados se

marcan con un asterisco (p<0.05).

Hg(ll) Hg(ll)+L-Cys | CH3;Hg+L-Cys
Control 198.8 +0.9 — —
DMT1
Transfectadas | 145.0 + 4.2* — —
Sistema Control — 55.0+0.8 50.7+3.8
0,+
b Transfectadas — 35.5+0.8* 51.4+3.3
Sistema Control — 66.5+1.0 68.2+0.2
0,+
B Transfectadas — 64.8+1.1 56.0 + 2.6*
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1.2. Inhibicién de la expresion del transportador DMT1 mediante el empleo
de hepcidina y su efecto sobre la acumulacion y el transporte de Hg(ll)

La tabla 2 muestra los resultados de expresion del transportador DMT1
tras el tratamiento con hepcidina de células Caco-2 diferenciadas. En todos
los tiempos y concentraciones ensayadas (tabla 2) se observan disminuciones
de la expresion, pero sdlo son significativas a concentraciones > 700 nM. El
méaximo de inhibicion de la expresidn se produce tras 2 horas de exposicién
a 1200 nM de hepcidina, por lo que el ensayo de acumulacién se ha

realizado empleando estas condiciones.

Tabla 2. Expresion relativa del transportador DMT1 en células Caco-2 diferenciadas
tras el tratamiento con 200, 700 y 1200 nM de hepcidina durante 2 y 4 horas, en
relacion a células no tratadas. Valores expresados como ratio de expresion en base
logaritmica 2 (log,) y en tasa de cambio (fold changes, entre paréntesis) (media +
desviacion estandar, n=6). Las diferencias estadisticamente significativas respecto a
los controles no tratados con hepcidina se marcan con un asterisco (p<0.05).

Concentracion hepcidina (nM)
200 700 1200
0.9+0.07 26+001* | -35+001*
2 horas (-18%05) | (61+02)* | (-11.3+0.08)*
-1.2+0.04 3.0+ 001
4 horas (-2.3+0.4) (-8.3+0.1)*

Los resultados del ensayo de acumulacion y transporte de Hg(ll) se
muestran en la figura 2. La reduccion de la expresién del DMT1 en células
diferenciadas produce una disminucion del contenido intracelular (51 +
2.3%) y del paso de Hg(ll) al lado basolateral (33 £ 7.7%). Esto a su vez
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conlleva un aumento del porcentaje de mercurio presente en la parte apical
(28 £ 0.3%).
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Figura 2. Porcentajes de mercurio en el lado apical, basolateral y en el interior
celular de células Caco-2 diferenciadas con y sin tratamiento previo con 1200 nM de
hepcidina (2 horas) y posterior exposicion a 1 mg/L de Hg(Il) (60 minutos). VValores
expresados como media * desviacién estdndar (n=3). Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas respecto a la condicidn sin hepcidina para
un mismo compartimento (p<0.05).
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2. Estudio de la participacion del transportador DMT1 en el transporte

de Hg(Il) empleando S. cerevisiae

Para estudiar el papel de DMT1 en la entrada de Hg(Il) al interior celular
se transformaron la cepa silvestre BY4741 de S. cerevisiae y la cepa mutante
carente de dos transportadores homologos a DMT1 (smflAsmf24), con el
vector p415GPD vy el plasmido p415GPD-DMT1 que permite la expresion
constitutiva de DMTL.

Las cepas transformadas se expusieron durante 7 y 24 horas a Hg(ll) y
Mn(Il), este ultimo elegido como sustrato control ya que el DMT1 presenta
una alta afinidad por este elemento (Gunshin et al., 1997; Arredondo et al.,
2003). La figura 3 muestra que la expresion del transportador DMT1 en la
cepa mutante smflAsmf2A4 produce un aumento a las 7 horas de tratamiento
en los niveles intracelulares de ambos cationes divalentes (Mn: 37 + 6.4%);
Hg: 49 + 8.7%) respecto a la cepa control. A las 24 horas se observa un
aumento del porcentaje de transporte de Mn(ll) (21 + 4.8%) respecto a la
cepa control y un aumento no significativo del transporte de Hg(ll) (6.0 =
3.5%).

La cepa silvestre BY4741 transformada con p415GPD-DMT1 no muestra
diferencias de acumulacion a las 7 horas de exposicion con respecto al
control (datos no mostrados). Sin embargo, a las 24 horas de exposicion
muestra un ligero aumento no significativo en los niveles de manganeso (19
+ 8.1%) y mercurio (20 + 5.6%) (figura 4).
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Figura 3. Acumulacién de manganeso y mercurio en la cepa mutante de levadura
smflasmf24 transformada con el vector p415GPD o expresando el transportador
DMT1 (p415GPD-DMT1). Exposicién a 20 uM de Mn(NOs), (3A) o 30 uM
Hg(NOs), (3B) durante 7 y 24 horas (media + desviacién estandar, n=4). Las
diferencias estadisticamente significativas respecto a los controles con p415GPD se
marcan con un asterisco (p<0.05).
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Figura 4. Acumulacién de manganeso y mercurio en la cepa silvestre de levadura
BY4741 transformada con el vector p415GPD o expresando el transportador DMT1
(p415GPD-DMT1). Exposicién a 20 pM de Mn(NOs), (4A) o 30 uM Hg(NO3),
(4B) durante 7 y 24 horas (media + desviacion estandar, n=4).
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3. Expresion relativa de los transportadores seleccionados en células

expuestas a las formas mercuriales

Tras la exposicion de células Caco-2 a 1 mg/L de Hg(ll) y CH3Hg cony
sin L-Cys, se evaluaron los cambios en la expresion de los transportadores
de aminoacidos situados en la parte apical (sistema B®* y b®*) y en la parte
basal (LAT1, LAT2, y'LAT1, y'LAT2). Adicionalmente, para el Hg(ll) se

evaluo la expresion del DMT1, ubicado en la parte apical.

3.1. Evaluacion de la expresion diferencial en células tratadas con Hg(l1)

La figura 5 muestra los cambios en los niveles de ARNm de los distintos
transportadores en relacion a células control tras 24 y 48 horas de exposicion
a Hg(ll). Se observan incrementos significativos de la expresion de los
transportadores LAT1, LAT2, y"LAT1 e y'LAT2 y un descenso importante del
transportador DMT1. A las 48 horas sélo se observan incrementos en la
expresion de los transportadores LAT2 e y"LAT1, menores a los observados a
24 horas, y descensos significativos de la expresion del sistema B%* y del
transportador DMTL.
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Figura 5. Expresion relativa de transportadores [ratio de expresion en base
logaritmica 2 (log,)] de células Caco-2 tratadas con Hg(ll) (1 mg/L) (media +
desviacion estandar, n=8). Las barras representan diferentes tiempos de tratamiento:
24 horas (barras blancas) y 48 horas (barras grises). Para cada tiempo de exposicion
las diferencias estadisticamente significativas respecto a controles no tratados con
mercurio se marcan con un asterisco (p<0.05).

3.2. Evaluacién de la expresién diferencial en células tratadas con CHzHg

La figura 6 muestra los cambios observados en la expresion de los
distintos transportadores tras el tratamiento con 1 mg/L de CHsHg durante
24 y 48 horas. Los resultados ponen de manifiesto una sobreexpresion de
LAT1, LAT2 e y*LAT2 y una regulacion a la baja del b®* a los dos tiempos de
exposicion. Adicionalmente, a las 48 horas se observa un aumento

significativo de la expresion de y"LAT1 y una disminucion del B**.
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Figura 6. Expresiéon relativa de transportadores [ratio de expresion en base
logaritmica 2 (log,)] de células Caco-2 tratadas con CH3;Hg (1 mg/L) (media +
desviacion estandar, n=8). Las barras representan diferentes tiempos de tratamiento:
24 horas (barras blancas) y 48 horas (barras grises). Para cada tiempo de exposicion
las diferencias estadisticamente significativas respecto a controles no tratados con
mercurio se marcan con un asterisco (p<0.05).

3.3. Evaluacién de la expresién diferencial en células tratadas con Hg(ll) y

CH3Hg en presencia de L-Cys

Se ha evaluado el cambio de expresion de los distintos transportadores
tras ser expuestas las células durante 24 horas a Hg(ll) y CHsHg en
presencia de L-Cys, La figura 7 muestra los cambios de expresion en
relacion a células no tratadas. Los resultados ponen de manifiesto una

sobreexpresion significativa de todos los transportadores analizados a
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excepcion del sistema B%*, que presenta una disminucién no significativa

con ambos tratamientos.
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Figura 7. Expresion relativa de transportadores [ratio de expresion en base
logaritmica 2 (log,)] de células Caco-2 expuestas durante 24 horas a Hg(Il) y CH;Hg
(1 mg/L) con 5 uM de L-Cys. Valores expresados como media + desviacion
estandar (n=8). Las diferencias estadisticamente significativas respecto a controles
no tratados con mercurio y L-Cys se marcan con un asterisco (p<0.05).
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DISCUSION

El transporte celular de Hg(ll) y CHsHg se ha estudiado en distintos
modelos in vitro y en animales de laboratorio. En células renales
transfectadas se ha evidenciado que el Hg(Il) unido a cisteina o homocisteina
es sustrato del transportador b®* (Bridges y Zalups, 2004; Bridges et al.,
2004). En células del epitelio retinal humano se ha sugerido que el Hg(ll)
unido a cisteina puede ser transportado por el sistema B%* (Bridges et al.,
2007).

En cuanto al CH3Hg, se ha comprobado en oocitos de Xenopus laevis que
unido a cisteina o homocisteina es un sustrato del sistema B®* (Bridges y
Zalups, 2006b). También se ha probado en oocitos la implicacion del sistema
L (LAT1y LAT2) en el transporte de CH3zHg-L-Cys (Simmons-Willis et al.,
2002). En células endoteliales de cerebro y en otros tipos celulares
cerebrales (Aschner et al., 1990; Mokrza et al., 1995; Heggland et al., 2009),
en placenta (Kajiwara et al., 1996) y en células hepéticas (Wang et al., 2000)
los estudios indican la posible participacion del sistema L en el transporte de
CH3Hg-L-Cys. Este sistema también ha sido sugerido en el cerebro de ratas
(Kerper et al., 1992).

Los estudios descritos anteriormente se han llevado a cabo en sistemas
modelo o en tipos celulares de Organos diana, sin embargo, hasta el
momento no se han identificado o sugerido transportadores responsables del
transporte intestinal de las formas mercuriales. El estudio de la identificacion
de los transportadores intestinales responsables de la absorcion de Hg(ll) y
CHsHg llevado a cabo en esta tesis se ha centrado en aquéllos que se
encuentran en el domino apical de los enterocitos en humanos y que, por
ello, podrian intervenir en la entrada del toxico desde el lumen al interior del

epitelio intestinal. Teniendo en cuenta los antecedentes bibliogréficos
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anteriormente descritos y los resultados del capitulo 1, se ha seleccionado el
DMT1 como posible transportador del Hg(I1) y los sistemas b®* y B®* como
posibles participes en el transporte de Hg(ll) y CHzHg unidos a L-Cys.

En el capitulo 1 se ha puesto de manifiesto que el transporte de Hg(ll)
aumenta a pHs ligeramente acidos y que, por tanto, podria estar mediado en
parte por un transportador dependiente de protones. Adicionalmente, se ha
observado que este transporte se inhibe de forma muy acentuada con la
presencia de Mn(Il) en el medio. Este ha sido el motivo por el cual se ha
llevado a cabo del estudio del DMT1, también conocido como NRAMP2 o
DCT1 (transportador de cationes divalentes 1), como posible transportador
de Hg(ll). Este transportador estd altamente expresado en el intestino
delgado, concretamente en las vellosidades de los enterocitos y
especialmente en las criptas y segmentos inferiores de las vellosidades
(Gunshin et al., 1997). Aungque se ha vinculado al transporte de distintos
cationes divalentes no existen evidencias directas de su participacion en el

transporte del Hg(l1).

Para evaluar la posible participacién del transportador DMT1 en la
entrada de Hg(Il) al interior celular se han empleado tres aproximaciones
complementarias. Inicialmente, se ha determinado la acumulacion celular en
dos cepas de S. cerevisiae (BY4741 y smflsmf2A) transfectadas con un
plasmido que contiene la secuencia DMT1. La cepa smflAsmf24 es una cepa
deficiente en el transporte de hierro ya que carece de la familia de
transportadores SMF homologos al transportador Nramp2 en humanos
(Canonne-Hergaux et al., 1999; Bannon et al., 2002) mientras que la cepa
BY4741 contiene la familia de transportadores SMF. Los estudios de
acumulacion de Hg(ll) han puesto de manifiesto que la cepa smflAsmf2A

que expresa el DMT1 presenta niveles de mercurio superiores a la cepa
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control (figura 3). Sin embargo, la introduccion de DMT1 en la cepa silvestre
no supone un aumento significativo del mercurio intracelular, posiblemente
por la presencia de los transportadores SMF. ElI aumento observado en la
cepa deficiente indica que el DMT1 puede transportar Hg(ll). Esta es la
primera evidencia directa del papel del transportador DMT1 en la captacion
del Hg(ll).

Adicionalmente a los estudios con levaduras se ha llevado a cabo un
estudio de silenciamiento génico empleando la linea celular Caco-2. El
silenciamiento parcial del DMT1 empleando ARN interferente de pequefio
tamafio supone una reduccion importante de la acumulacion intracelular de
Hg(ll) (tabla 1). Este hecho muestra que el transportador DMT1 puede
participar en la entrada de Hg(ll) al interior de la monocapa de epitelio

intestinal.

Debido a la dificultad de transfeccion de la linea celular Caco-2
diferenciada, los estudios de silenciamiento se han llevado a cabo en células
no diferenciadas en placas multipocillo. Como se ha comentado con
anterioridad, esta aproximacion ha permitido comprobar una reduccién de la
acumulacion celular de Hg(ll) pero no permite una evaluacion del efecto del
silenciamiento parcial del DMT1 sobre el transporte de Hg(l1) a través de la
monocapa epitelial. Para evaluar este punto se ha llevado a cabo un
tratamiento con hepcidina de la monocapa celular diferenciada sobre
soportes porosos en el sistema bicameral Transwell®. La hepcidina es un
péptido pequefio producido principalmente por el higado (Brasse-Lagnel et
al., 2011) que se considera el mayor regulador de la homeostasis del hierro.
La hepcidina se une a la ferroportina (FPN1), molécula responsable de la
eliminacion intracelular de hierro y de la absorcién intestinal de este
elemento (Donovan et al., 2005). Esta union induce la fosforilacion de

FPN1, su internalizacién, ubiquitinacion y su posterior degradacion en los
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lisosomas (Zhao y Enns, 2012). Asi, cuando los niveles de hierro son
elevados, hay una sobreexpresion de la hepcidina y una reduccion de los

niveles de FPN1 con el fin de limitar la absorcion de este elemento.

Se ha descrito que la adicion de hepcidina sintética a las células Caco-2
produce una reduccion de los niveles de ARNm del DMT1 (Mena et al.,
2007; Brasse-Lagnel et al., 2011), que se traduce en una disminucion de la
entrada del hierro en la célula (Yamaji et al., 2004; Mena et al., 2007;
Brasse-Lagnel et al., 2011). Esta reduccion de la expresion de DMT1 puede
ser una respuesta a la disminucion de los contenidos de FPN1 inducidos por
la hepcidina, para evitar de esta forma una carga intracelular excesiva de
hierro. En este capitulo, se ha puesto de manifiesto que la reduccién del
ARNmM del DMT1 tras un tratamiento con 1200 nM de hepcidina durante 2
horas, produce una disminucion de la entrada del Hg(ll) y una reduccion del
transporte apical-basolateral del Hg(ll) (figura 2). Este hecho es un

indicativo mas del papel relevante de DMT1 en el transporte de Hg(ll).

Recopilando la informacidon obtenida, se ha evidenciado que una
sobreexpresion del transportador DMT1 en S. cerevisiae produce un
incremento del transporte de Hg(Il), mientras que un descenso de los niveles
de ARNm del DMT1 en células Caco-2 en distintos estadios de
diferenciacion supone una reduccion de la acumulacion y el transporte A-B
del Hg(ll). Estos datos permiten concluir que el DMT1 puede participar en la
absorcidn intestinal de Hg(ll). Los resultados de expresion del transportador
DMT1 en células Caco-2 diferenciadas tras un periodo de exposicion de 24y
48 horas a Hg(ll) (figura 5) muestran una disminucién significativa del
mismo. Este hecho podria entenderse como un mecanismo de defensa frente
a la entrada excesiva de Hg(ll) al interior celular dado el caracter toxico de

esta especie.
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Por otra parte, los resultados de los estudios de competencia de sustrato
realizados en el capitulo 1 también apuntan a una posible participacion de
los sistemas B®* y b®* en la entrada del Hg(l1) al interior celular, ya que esta
entrada se reduce en presencia de aminoacidos en el lado apical. Los
resultados del silenciamiento de estos genes muestran que la disminucion de
los niveles de ARNm del sistema b®* produce una reduccion significativa de
la captacion del Hg(ll) en presencia de L-Cys por la monocapa celular Caco-
2 (tabla 1). Este dato junto a los obtenidos en el capitulo 1 indica que el
sistema b esta implicado en la entrada al epitelio intestinal del Hg(Il)
unido a cisteina. Este sistema transportador ya ha sido previamente reportado
como responsable del transporte de Hg(ll) unido a cisteina (Bridges et al.,
2004) y homocisteina (Bridges y Zalups, 2004) en células de rifidn
transfectadas. EI Hg(Il) unido a cisteina tiene una estructura muy semejante
a la cistina, aminoécido por el que el sistema b®" tiene una alta afinidad
(Palacin et al., 1998), por lo que se postula que el Hg(I1)-L-Cys se transporta
por un mecanismo de mimetismo molecular. Para el otro sistema de
transporte estudiado, el sistema B%*, los resultados obtenidos en este capitulo
no permiten concluir su implicacién en el transporte intestinal de Hg(ll)-L-
Cys a pesar de que otros autores han sugerido su participacion en células
fotoreceptoras RPE (Bridges et al., 2007).

En cuanto al CH3Hg, el capitulo 1 ha puesto de manifiesto que una parte
importante del transporte se produce por difusion pasiva cuando esta especie
esta en forma de sales de cloruro. Sin embargo, también se observa una
participacion de un transporte mediado por portador, parte del cual se ve
inhibido en presencia de aminoacidos en el lado apical. Los resultados del
silenciamiento de los sistemas transportadores de aminoacidos B®* y b%* han
demostrado que sélo la reduccion de la expresion del sistema B%* conlleva

una reduccion significativa de la acumulacion intracelular de CHzHg en
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presencia de L-Cys (tabla 1). Los resultados de silenciamiento y los
obtenidos previamente en el capitulo 1 permiten apuntar a este sistema como
participe de la entrada de CH3Hg-L-Cys al interior del epitelio intestinal. Tal
y como se ha comentado previamente, el CHzHg-L-Cys se ha demostrado
que es un sustrato del sistema B%* en oocitos de Xenopus laevis (Bridges y
Zalups, 2006b). La participacion de este sistema podria justificarse
nuevamente por un mecanismo de mimetismo molecular, ya que el CHsHg
unido a cisteina se asemeja estructuralmente al aminoécido metionina
transportado por el sistema B%* (Martin-Venegas et al., 2009). La exposicion
de las células Caco-2 a CHzHg junto a L-Cys conlleva una reduccion de los
niveles de ARNm del sistema B®*. Posiblemente, al igual que ocurre para el
DMT1 en presencia de Hg(ll), se trate de un mecanismo de defensa para

evitar un aumento excesivo del toxico en el interior celular.

En este capitulo también se han puesto de manifiesto variaciones de
expresion en los transportadores tras exposicion de las células Caco-2 a las
formas mercuriales. En lineas generales, se puede hablar de una disminucion
de los niveles de los transportadores presentes en el lado apical (DMTL,
sistema B%* y sistema b%*). Tal y como se ha comentado previamente, la
reduccion del transportador DMT1 en presencia de Hg(ll) y del sistema B%*
en presencia de CHzHg-L-Cys, puede ser un mecanismo celular de defensa

para reducir la entrada de mercurio al interior celular desde el lado luminal.

En cuanto a los transportadores de aminoacidos basolaterales (LATL,
LAT2, y'LAT1, y'LAT2), se observa un aumento de su expresion
independientemente del tratamiento aplicado. Las isoformas del sistema L se
sittan preferentemente en la membrana basolateral del epitelio intestinal
(Rossier et al., 1999; Bauch et al., 2003; Verrey, 2003; Nguyem et al.,
2007), aunque algunos autores, de forma indirecta, han situado LAT1 en la

membrana apical (Stevens et al., 1982; Berger et. al, 2000). Ambas

181



Capitulo 2

isoformas transportan aminoacidos neutros mediante un mecanismo Na'-
independiente (Segawa et al., 1999). El sistema y'L es responsable de un
transporte de aminoécidos basicos independiente de sodio y de un transporte
de aminodcidos neutros dependiente de sodio, pero con baja afinidad
(Martin-Venegas et al., 2009). Al igual que el sistema L se sitda
preferentemente en la membrana basolateral de las células epiteliales
(Kizhatil y Albritton, 2002; Bauch et al., 2003; Broer, 2008).

Estos transportadores se han sugerido en el capitulo 1 como posibles
participes en el paso de las formas mercuriales desde el interior celular al
lado basolateral, debido a la reduccion del transporte A-B observado en
presencia de aminodcidos. La posible implicacion de estos sistemas en el
transporte de formas mercuriales también ha sido sugerido en trabajos
previos en otras lineas celulares o0 modelos (Aschner et al., 1990; Kerper et
al., 1992; Mokrza et al., 1995; Kajiwara et al., 1996; Wang et al., 2000;
Simmons-Willis et al., 2002; Bridges y Zalups, 2004; Bridges et al., 2004;
Heggland et al., 2009). De hecho, en oocitos de Xenopus laevis se ha
demostrado la implicacion del sistema L en el transporte de CHs;Hg-L-Cys
(Simmons-Willis et al., 2002). Seria necesario llevar a cabo un estudio mas
detallado, semejante al realizado en el presente capitulo, para confirmar la
participacion de estos sistemas de transporte en la salida de las formas
mercuriales hacia el lado basal. De ser cierta su implicacion, el aumento de
la expresion observado en Caco-2 podria suponer nuevamente un mecanismo
de defensa celular al aumentar los transportadores implicados en la
eliminacion celular del toxico. Este efecto podria no ser beneficioso a nivel
sistémico ya que finalmente una mayor cantidad de mercurio podria alcanzar

la circulacion sanguinea.

182



Identificacion de transportadores

CONCLUSIONES

Este capitulo aporta informacion relevante respecto a los transportadores
implicados en la entrada del Hg(l1) y CHzHg al epitelio intestinal. La forma
en la que se encuentra el mercurio en el lumen intestinal puede variar
dependiendo de la fuente de entrada y de los componentes dietarios
presentes en el lumen. Una parte puede unirse a grupos tiol de bajo peso
molecular (GSH, cisteina) y entrar al interior celular mediado por los
sistemas de transporte de aminoacidos b®* y B%* debido a la similitud

estructural con estas moléculas (figura 8).

Otra parte podria estar en forma de sales de cloruro o nitrato, entre otras.
En este caso, los ensayos realizados apuntan claramente a la mediacion del
transportador de cationes divalente DMT1 en la entrada de Hg(ll) al interior
celular (figura 8). Para el CHzHg en forma salina, molécula con un marcado
carécter apolar, su principal via de entrada seria por difusion pasiva a traves
de la monocapa epitelial, tal y como se ha demostrado en el capitulo 1. Una
vez en el interior del epitelio intestinal posiblemente ambas formas
mercuriales se unan a grupos tiol y asi sean transportadas hacia el lado basal
por transportadores de aminodacidos (sistema L, sistema y*L). Este punto

debe ser confirmado con estudios mas detallados.
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Hg(ll) Cys-8-Hg-8-Cys CH;Hg-8-Cys
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Figura 8. Transportadores implicados en el transporte intestinal de Hg(ll) y CHsHg
en el dominio apical de los enterocitos.
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Evaluacion de la influencia del modelo in vitro de
epitelio intestinal y los factores existentes en el
lumen sobre la permeabilidad y acumulacion del
Hg(l1) y CHsHg







Influencia del modelo 71z vitro de epitelio intestinal

Los estudios in vitro de transporte intestinal emplean generalmente la
linea celular Caco-2 como modelo de epitelio intestinal; no obstante, esta
linea presenta algunas limitaciones que, en funcion de las caracteristicas del
compuesto, pueden ser importantes para el estudio de su transporte
intestinal. Una de ellas es presentar un espacio intercelular inferior al
observado en el intestino humano. Esto no debe ser una limitacién
importante en la evaluacién del transporte de las formas mercuriales ya que,
tal y como se ha evidenciado en el capitulo 1, el transporte paracelular no es
relevante en su absorcion. Otra limitacion a destacar es la ausencia de la
capa de mucus secretada por las células caliciformes que in vivo recubren el
epitelio intestinal humano y que se ha visto puede afectar el transporte de
determinados compuestos (Wikman et al., 1993; Mabhler et al., 2009). Una
posibilidad de subsanar dicha limitacion, es la adicién de las células HT29-
MTX secretoras de mucus al monocultivo Caco-2. Este modelo de co-cultivo
ha sido usado para evaluar la absorcién intestinal de drogas (Hilgendorf et
al., 2000; Mahler et al., 2009) y algunos elementos traza (Calatayud et al.,
2012a; Rocha et al., 2012).

En este capitulo se evalla la influencia de la incorporacién de la linea
celular HT29-MTX sobre el coeficiente de permeabilidad aparente y la
acumulacion celular de Hg(1l) y CH3Hg. Asimismo, con el fin de integrar en
el modelo otros factores presentes de forma habitual o tras la ingesta de
alimentos en el tracto intestinal, se analiza la influencia del &cido
taurocolico, la L-Cys y la presencia de una matriz alimentaria sobre el

proceso absortivo de Hg(l1) y CH3Hg.
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RESULTADOS

1. Integridad de la membrana y caracterizacion del co-cultivo Caco-
2/HT29-MTX

Las concentraciones de Hg(ll) y CHsHg utilizadas en los distintos
ensayos de transporte y acumulacién no han afectado la integridad de la
monocapa celular tal y como han puesto de manifiesto los valores de RET y
la permeabilidad aparente del LY. Por otro lado, la viabilidad celular tras la
exposicion a las especies de mercurio fue superior al 80% en todos los

tratamientos realizados.

La incorporaciéon de HT29-MTX al cultivo celular conlleva la

disminucién de la RET,
- Caco-2: 330 + 30 Ohms x ¢cm?,
- Caco-2/HT29-MTX (70/30): 238 + 10 Ohms x cm?
- Caco-2/HT29-MTX (50/50): 208 + 7 Ohms x cm®
Esto da lugar a un aumento del valor de Py, del LY,
- Caco-2: 0.13 £ 0.02 x 107 cm/s
- Caco-2/HT29-MTX (70/30): 5 + 0.24 x 107 cm/s

- Caco-2/HT29-MTX (50/50): 7 + 0.25 x 107 cm/s

Estos datos indican que la presencia de las células HT29-MTX supone un
aumento del paso paracelular de la monocapa epitelial, que puede atribuirse
a un incremento del tamafio de poro entre las uniones intercelulares o a un
aumento del nimero de poros de la monocapa celular, tal y como han

descrito otros autores (Hildgendorf et al., 2002; Linnankoski et al., 2010).
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2. Influencia del modelo celular sobre el transporte y acumulacion de
Hg(ll) y CH3;Hg

2.1. Coeficiente de permeabilidad aparente de las especies mercuriales

Los valores de P,y para el Hg(ll) y el CH3;Hg en los distintos modelos
celulares se muestran en la tabla 1. Para ambas especies, el Py, se reduce
significativamente en los co-cultivos respecto a los valores hallados en el
monocultivo Caco-2. El aumento de la proporcion de HT29-MTX en los co-
cultivos afecta de forma distinta a cada especie. Asi, el Py, del Hg(ll) no
varia entre las monocapas 70/30 y 50/50, mientras que para el CH3Hg

presenta una disminucion significativa en el co-cultivo 50/50.

Tabla 1. Coeficientes de permeabilidad aparente (Pg, X 10 cm/s) de Hg(ll) y
CH3Hg (0.8 mg/L) en monocapas Caco-2 y Caco-2/HT29-MTX (70/30, 50/50).
Valores expresados como media + desviacion estandar (n=3). Las diferentes letras
indican diferencias significativas del P,p, entre las monocapas tratadas con una
misma especie mercurial (p<0.05).

Papp (1 X 10° cmi/s)
Modelo celular Hg(ll) CH;Hg
Caco-2 430 +0.21° 3.56 + 0.08"
Caco-2/HT29-MTX (70/30) 3.13+0.11° 2.68+0.04°
Caco-2/HT29-MTX (50/50) 3.11 £0.09" 2.44 +0.05°

2.2. Acumulacion celular de las especies mercuriales

La figura 1 muestra el porcentaje de mercurio acumulado en la monocapa
celular tras la exposicién a Hg(ll) y CHsHg. Los resultados ponen de

manifiesto que existe una importante acumulacion celular de ambas
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especies, siendo en todas las monocapas superior para el CHzHg que para el
Hg(ll). El aumento de la proporcién de HT29-MTX en el cultivo supone un
incremento de los contenidos celulares de mercurio, especialmente para el
Hg(ll) que ve incrementada su retencion un 23% en el co-cultivo 50/50
respecto al monocultivo de Caco-2.
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Figura 1. Contenido celular de mercurio en la monocapa Caco-2 y en los co-
cultivos Caco-2/HT29-MTX (70/30 y 50/50) expuestos a 0.8 mg/L de CHsHg o
Hg(ll) durante 120 minutos. Datos expresados como porcentaje respecto a la
cantidad de mercurio adicionada inicialmente al cultivo (media + desviacion
estandar, n=3). El asterisco indica diferencias significativas de los co-cultivos
respecto a la monocapa Caco-2 (p<0.05).
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2.3. Evaluacion de la retencion celular de Hg(ll) y CHsHg en el mucus

secretado por las células HT29-MTX

Para evaluar si el menor coeficiente de permeabilidad y la mayor
acumulacion celular de mercurio en los co-cultivos era consecuencia de la
capa de mucus que secretan las células HT29-MTX, se ha estudiado la
cantidad de mercurio presente en el mucus tras 120 minutos de exposicion.
Los resultados evidencian una elevada acumulacion de mercurio en el
mucus, la cual varia con la especie mercurial ensayada (CH3Hg: 70 + 0.16%;
Hg(ll): 30 + 0.74%).

La eliminacion de mucus de las células HT29-MTX previo al ensayo de
transporte, supone una menor retencion celular de las formas mercuriales
(Tabla 2).

Tabla 2. Porcentaje de acumulacion celular tras 120 minutos de exposicion de
monocultivos HT29-MTX a 0.8 mg/L de Hg(ll) y CHsHg en condiciones normales y
previa eliminacién del mucus.

Acumulacidn celular (%)
Tratamiento Con mucus Sin mucus
Hg(I) 47.50 + 0.04 13.50 +0.74
CH3Hg 85.80 + 0.37 15.90 +0.16
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3. Evaluacion de la influencia de factores presentes en el tracto
gastrointestinal sobre la permeabilidad y acumulacion del Hg(ll) y
CH3Hg

3.1. Influencia de la L-Cys en el transporte y acumulacion de Hg(ll) y
CH3Hg

La tabla 3 muestra los contenidos totales de mercurio en el
compartimento apical, basolateral y celular del co-cultivo Caco-2/HT29-
MTX (70/30) expuesto durante 120 minutos a CHzHg, Hg(ll) o a mezclas de
ambas especies con L-Cys. La presencia de L-Cys disminuye de forma
significativa la retencion celular de ambas especies mercuriales. En cuanto al
transporte al lado basolateral se observa un aumento significativo para el

Hg(1l), mientras que para el CHzHg no varia en presencia de L-Cys.

Tabla 3. Porcentaje de mercurio en los distintos compartimentos (apical, celular y
basolateral) de co-cultivos Caco-2/HT29-MTX (70/30) expuestos durante 120
minutos a 0.7 mg/L de Hg(ll) o CHs;Hg en presencia o ausencia de L-Cys (5 pM).
Valores expresados como media + desviacién estandar (n=3). Los resultados
marcados con un asterisco indican diferencias significativas de los tratamientos con
L-Cys respecto a los tratamiento sdlo con las formas mercuriales (p<0.05).

Porcentaje de mercurio
Tratamiento Adicion Apical Celular Basolateral
(ng) (%) (%) (%)
Hg(ll) 600 48+ 3 45+ 2 7+0.9
Hg(ll) + L-Cys 650 46 £ 0.6* 38+0.2* 12+0.2*
CH3Hg 630 21+0.1 731 6+£0.2
CH3Hg+ L-Cys 600 23+1 70+ 0.2* 6+0.3
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Las modificaciones observadas en presencia de L-Cys en co-cultivos son
de menor magnitud que las puestas de manifiesto en los monocultivos Caco-

2 (capitulo 1, figura 9), especialmente para el CH3Hg.

3.2. Influencia del &cido taurocolico en el transporte y acumulacion de
Hg(ll) y CH3Hg

Las sales biliares estan presentes en el lumen de forma habitual. Se ha
descrito que el acido taurocdlico, uno de los componentes mayoritarios de la
bilis, puede influenciar la absorcion de elementos traza (Rocha et al., 2012)
y compuestos lipofilicos (Hilgendorf et al., 2000). Teniendo en cuenta la
naturaleza de las formas mercuriales, se ha creido de interés evaluar el efecto
del &cido taurocolico (20 mM) en su transporte en monocultivos Caco-2 y en
co-cultivos Caco-2/HT29-MTX (70/30). Los resultados obtenidos (figura 2)
ponen de manifiesto que independientemente del modelo celular empleado,
la presencia de &cido taurocdlico reduce significativamente la acumulacion
de las formas mercuriales [Caco-2 (Hg 45%; CH3;Hg 39%); Caco-2/HT29-
MTX (Hg 74%; CH3;Hg 45%)] y su transporte a través de la monocapa
intestinal [Caco-2 (Hg 90%; CHsHg 53%); Caco-2/HT29-MTX (Hg 86%;
CH3Hg 66%)].
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Figura 2. Porcentajes de mercurio en los distintos compartimentos (apical,
basolateral y celular) de las monocapas Caco-2 y Caco-2/HT29-MTX (70/30)
expuestas a 0.7 mg/L de Hg(ll) (A) o CH3Hg (B), en presencia o ausencia de acido
taurocolico (TC, 20 mM). Valores expresados como media + desviacién estandar
(n=3). El asterisco indica diferencias significativas en un mismo compartimento del
tratamiento con TC respecto al tratamiento sin TC para las distintas monocapas (p<
0.05).
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3.3. Influencia de la matriz alimentaria en el transporte de Hg(ll) y CHsHg

Tras aplicar una digestion gastrointestinal simulada a tres muestras de pez
espada, el contenido de mercurio solubilizado oscila entre 0.02 y 0.03 mg/L.
La tabla 4 muestra los resultados del transporte de mercurio de estas
fracciones bioaccesibles adicionadas durante 60 minutos al co-cultivo Caco-
2/HT29-MTX (70/30). Teniendo en cuenta que la especie mayoritaria en la
fraccion soluble de pez espada es el CH3Hg (Torres-Escribano et al., 2011),
se ha ensayado también el transporte de un patron de esta especie preparado

en el blanco de digestion gastrointestinal.

El transporte y la retencién del mercurio de la fraccién bioaccesible de las
tres muestras de pez espada difieren de la observada en el patron. La
presencia de la matriz alimentaria aumenta significativamente el porcentaje
no absorbido (de 48% a > 73%) y disminuye significativamente la captacion

celular (de 33% a < 14%).
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Tabla 4. Contenido de mercurio en los distintos compartimentos (apical, celular y
basolateral) de co-cultivos Caco-2/HT29-MTX (70/30) expuestos durante 60
minutos a la fraccién bioaccesible de pez espada (n=3) y al patron de CHsHg
preparado en blanco de digestion gastrointestinal (n=2). Valores expresados como
ng de Hg/mg proteina (media + desviacion estandar) y en porcentaje respecto al
mercurio adicionado (entre paréntesis). Los resultados marcados con un asterisco
indican diferencias significativas de la fraccién bioaccesible de pez espada respecto
al patron de CH;Hg (p<0.05).

Muestras Adicion Apical Celular Basolateral
(ng) P
50 38.3+0.3 5.55+0.34 1.25+0.05
(77%)* (11%)* (3%)
Pez espada 35 322+13 3.22 £0.07 0.87 £0.30
P (929%)* (9%)* (3%)
31 226+138 4,18 £0.02 1.15+0.26
(73%)* (14%)* (4%)
. 14.0+0.8 9.68 +£1.20 1.31+0.30
CH3Hg patrdn 29 (48%) (33%) (5%)
DISCUSION

Para evaluar el transporte es importante considerar la composicion celular
del epitelio intestinal donde coexisten distintos tipos celulares. En el
transporte intestinal intervienen mayoritariamente los enterocitos pero
también existe una importante contribucion de las células caliciformes y
especialmente de la capa de mucus que secretan. El empleo de co-cultivos
Caco-2/HT29-MTX constituye, por tanto, una aproximacién mas realista a
las caracteristicas presentes in vivo. Este modelo de epitelio intestinal ha sido
ampliamente utilizado en la bibliografia para multiples propésitos (Wikman-
Lared y Artursson, 1995; Laparra y Sanz, 2009; Mahler et al., 2009), si bien

no existen antecedentes sobre su uso para el estudio de la absorcion
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intestinal de las especies mercuriales. Este capitulo de tesis aporta
informacién novedosa ya que evalGa el transporte de Hg(ll) y CHzHg
empleando un modelo celular que emula la composicion celular mayoritaria

del epitelio intestinal.

La introduccion de HT29-MTX en el modelo celular aumenta el paso
paracelular de la monocapa epitelial ya que produce uniones intercelulares
més laxas, con un tamafio medio del radio de poro mas semejante al del
intestino delgado. De hecho, los co-cultivos Caco-2/HT29-MTX utilizados
en esta tesis presentan un descenso de los valores de RET (37%) y un
incremento del Py, del LY (7 veces) respecto al monocultivo Caco-2. Esta
apertura no deberia facilitar el transporte de las formas mercuriales ya que,
tal y como se ha comprobado en el capitulo 1, la via paracelular no es un
componente destacable de su transporte intestinal. No obstante, la
incorporacién de HT29-MTX en el cultivo celular modifica el transporte,
existiendo una disminuciéon de la permeabilidad en sentido absortivo de
Hg(ll) y CH3Hg. La disminucién observada podria ser atribuida al efecto de
la capa de mucus producida por las células HT29-MTX. Se ha descrito que
esta capa actla como barrera para la difusion de compuestos lipofilicos
(Karlsson et al., 1993; Behrens et al., 2001) y por lo tanto afectaria al
CHs3Hg que, atendiendo a los coeficientes de particion octanol/agua, se
puede considerar un compuesto lipofilico (Halbach, 1985; Quig, 1998). Por
otro lado, esta capa de mucus presenta extremos amino y carboxiterminales
ricos en residuos de cisteina (Gum et al., 1992; Lau et al., 2004), por cuyos
grupos sulfhidrilo las especies de mercurio presentan alta afinidad (Quig,
1998; Heggland et al., 2009; Bridges y Zalups, 2010).

La hipotesis de la interaccion de las formas mercuriales con el mucus se
corrobora con los resultados de los ensayos de acumulacion realizados en

esta tesis, que ponen de manifiesto que a medida que aumenta la proporcion
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de HT29-MTX en el co-cultivo hay una mayor retencion celular de
mercurio. EI mucus es el responsable de los cambios en la acumulacion, ya
que la mayoria del mercurio queda retenido en esta capa glicoproteica [40%
para Hg(Il) y 70% para CHs;Hg]. La capa de mucus supone, por lo tanto, una
barrera para el transporte de ambas especies de mercurio y su efecto deberia
ser considerado al estimar la absorcion de mercurio in vitro. Hay que
destacar que en determinadas circunstancias como infecciones 0 procesos
inflamatorios crénicos, donde se produce una disminucién del grosor de esta
capa (Fyderek et al., 2009; WIlodarska et al., 2011), la absorcion de estas

formas mercuriales podria verse incrementada.

Por otro lado, en elementos traza como fluoruro o el arsénico se ha
evidenciado una modificacion del transporte en presencia de componentes
habituales en el lumen gastrointestinal (sales biliares, determinadas
sustancias tioladas) o de componentes solubilizados desde la matriz
alimentaria (Calatayud et al., 2011; Rocha et al., 2012). En la presente tesis
se ha evaluado la influencia de estos componentes sobre el transporte de las
formas mercuriales. La introduccion del acido taurocélico, componente
mayoritario de las sales biliares, produce un descenso significativo aungque
no pronunciado del transporte y de la acumulacion de Hg(11) y CH;Hg. Se ha
puesto de manifiesto en roedores que el &cido taurocolico a concentraciones
premicelares (<0.5 mM) se une a cationes como el calcio y el ion ferroso y
favorece su absorcion (Sanyal et al., 1991, 1994). Sin embargo, a
concentraciones superiores (0.5 a 50 mM), la constante de afinidad del &cido
taurocolico por estos cationes se reduce significativamente y no se ve
favorecido su transporte (Sanyal et al., 1990; 1994). La concentracion de
taurocolato empleada en este trabajo es muy superior a las concentraciones
consideradas premicelares y, posiblemente por ello, no se observa un

aumento en el transporte de Hg(ll) y CHsHg en presencia de este
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componente de las sales biliares. Por otro lado, el taurocolato es un sustrato
de los transportadores de aniones orgénicos (OATP) (Hagenbuch y Gui,
2008) que también se han descrito como mecanismos de transporte de las
formas mercuriales, especialmente de la inorgénica (Bridges y Zalups,
2010), y se han apuntado como participes en el transporte basolateral de
ambas formas mercuriales en el capitulo 1. Podria existir, por tanto, una
reduccion del paso basolateral del mercurio cuando el taurocolato esta en
exceso frente a las formas mercuriales, condiciones empleadas en este

trabajo (20 mM de taurocolato vs 4 UM de mercurio).

Otro factor que se ha evidenciado importante en el transporte de mercurio
es la formacion de complejos con distintas formas de cisteina. Se sabe que la
cisteina puede estar presente en el lumen procedente de la dieta (Siamak et
al., 1973) o, tal y como apuntan otros autores en ensayos con roedores,
procedente de la degradacién de la mucosa intestinal (Dahm y Jones, 1994).
Tal y como se ha comentado previamente, el Hg(Il) o CHsHg forman fuertes
uniones con el atomo reducido de azufre presente en la cisteina (Bridges et
al., 2007). En este capitulo se ha evaluado el efecto de L-Cys en el transporte
de Hg(ll) y CHsHg en co-cultivos Caco-2/HT29-MTX. Los resultados
indican que la presencia de L-Cys aumenta el paso al lado basolateral y
reduce la acumulacion celular, tal y como se habia puesto de manifiesto
previamente en el monocultivo Caco-2 (capitulo 1). Este aumento del
transporte puede ser la causa directa de la menor retencion observada en las
monocapas intestinales. Adicionalmente, la disminucion del contenido
celular en co-cultivos podria atribuirse a una menor retencion en el mucus ya
que los complejos especie mercurial-cisteina no presentan el mismo grado de
reactividad y, por tanto, interaccionaran en menor medida con los residuos

sulfhidrilo de la mucina.
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Se ha descrito que algunos componentes de la dieta (salvado dietético y
clorofilas) pueden afectar la captacion celular del mercurio (Rowland et al.,
1986; Hwang y Shim, 2008). En este capitulo se ha evidenciado que los
componentes solubilizados durante la digestion gastrointestinal de pez
espada disminuyen la entrada de mercurio en co-cultivos Caco-2/HT29-
MTX, si bien el porcentaje de transporte al lado basolateral no presenta
diferencias importantes. Este descenso en la entrada, que se traduce en una
menor acumulacion celular, podria ser debido a que algunos componentes de
la matriz alimentaria afectan a la absorcién por formacién de complejos con
el mercurio cuya tasa de transporte sea menor. En este sentido, se ha descrito
que el mercurio unido a selenio (HgSe) presenta una reducida tasa de
absorcion in vivo (Endo et al., 2003). En el pez espada la concentracion de
Se es elevada y en ocasiones presenta una mayor abundancia molar que el
mercurio (Calatayud et al., 2012c¢), lo cual podria favorecer la formacion de
estos complejos. Adicionalmente, otros componentes alimentarios también
podrian interferir en la absorcién del mercurio, compitiendo por los mismos
mecanismos de transporte. Este podria ser el caso de los aminoéacidos,

abundantes en una matriz proteica como el pez espada.
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CONCLUSIONES

Los resultados del presente capitulo amplian los conocimientos existentes
sobre el transporte de Hg(ll) y CH3Hg a través del epitelio intestinal y
evidencian que el modelo celular es determinante en la evaluacién de este
transporte dada la alta retencion de las especies de mercurio en el mucus.
Asimismo, la presencia de sales biliares, cisteina 0 componentes dietéticos
disminuyen la acumulacion y el paso de ambas especies de mercurio a la
cavidad serosa (figura 5). Todos estos factores deben tenerse en cuenta en
los estudios in vitro encaminados a evaluar el transporte y absorcion de las
formas mercuriales. Adicionalmente estos resultados indican que puede
reducirse la absorcion intestinal de mercurio mediante el empleo de
componentes procedentes de la dieta. Este aspecto deberia ser considerado a
la hora de disefar estrategias dietéticas encaminadas a la reduccion de la

exposicion oral a mercurio.
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Figura 3. Efecto del mucus, el &cido taurocdlico, la L-Cys y la matriz alimentaria sobre la absorcion intestinal del Hg(11) y CH3Hg.
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Estudios de toxicidad de Hg(II) y CH3Hg

Dado que la principal via de exposicion humana al mercurio es la oral y
atendiendo a su caracter toxico, la acumulacién de este elemento traza en el
intestino podria afectar a la estructura y funcionalidad del mismo vy, por
tanto, a los procesos de digestion, absorcion y a la importante funcion
barrera de este tramo del tracto digestivo. De hecho se han puesto de
manifiesto desdérdenes gastrointestinales en exposiciones prolongadas a
mercurio in vivo (NTP, 1993). En estudios realizados en otros tipos celulares
0 tejidos se han descrito varios mecanismos celulares relacionados con la
toxicidad de las formas mercuriales (Hussain et al., 1997; Zalups y Lash,
1997; Gatti et al., 2004; Shanker et al., 2005; Frasco et al., 2007; Carvalho

et al., 2008), si bien no existen estudios a nivel intestinal.

En el presente capitulo se evalla el posible efecto toxico que las formas
mercuriales mas comunes en alimentos [Hg(ll) y CH3Hg] pueden ejercer
sobre el modelo de epitelio intestinal formado por las células Caco-2. Este
efecto se estudia en distintos estadios de diferenciacion, intentado de esta
forma abarcar las poblaciones celulares existentes en el epitelio, tejido en
continuo proceso de renovacion. También se evalGan los posibles
mecanismos responsables de la toxicidad y algunos de los efectos gue esta
toxicidad puede ejercer sobre la estructura y funcion de esta capa externa de

la pared intestinal.
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RESULTADOS

1. Identificacién de los estadios de diferenciacion

Muchos estudios muestran que después de alcanzar la confluencia, las
células Caco-2 se diferencian progresivamente hasta que adquieren las
caracteristicas tipicas de los enterocitos maduros (Hidalgo et al., 1989). Con
el fin de confirmar este punto, en el presente estudio se ha evaluado la
expresion del gen de la fosfatasa alcalina intestinal (ALPI), utilizado por
otros autores como marcador de diferenciacion de los enterocitos (Calatayud
et al,, 2012d; Yang et al., 2013). En todos los ensayos realizados, la
expresion génica de ALPI es mayor en las células Caco-2 a los 10 dias post-
siembra (202 + 46 veces) que a los 4 dias post-siembra. Estos datos
confirman que hay un mayor grado de diferenciacion celular a los 10 dias.

2. Evaluacién de viabilidad y tipo de muerte celular (apoptosis vs

Necrosis)

Durante las etapas tempranas de apoptosis, la fosfatidilserina, confinada
normalmente en la capa interna de la bicapa lipidica, se trasloca a la
superficie externa. La anexina V es un miembro de la familia de proteinas de
unién a fosfolipidos que presenta una alta afinidad por la fosfatidilserina. Por
tanto, todas las células que hayan iniciado el proceso de apoptosis, seran
marcadas por esta proteina. Por otro lado, el fluoréforo no permeable 7-
aminoactinomicina D (7-AAD) se emplea para marcar aquellas células que
han perdido la integridad de la membrana, bien sean necrdticas o apototicas
tardias. El ensayo utilizado permite distinguir células viables [Anexina(-), 7-

AAD(-)], células apoptéticas [tempranas: Anexina(+), 7-AAD(-) o tardias:
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Anexina(+), 7-AAD(+)] y células necroticas [Anexina(-), 7-AAD(+)] (figura
1).
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Figura 1. Distribucion de la poblacion celular empleando la doble tincién (Anexina
y 7-AAD).

Las células Caco-2 expuestas durante 6 horas a Hg(ll) y CHzHg no
presentan disminuciones de viabilidad relevantes (<10%). Estas
disminuciones sélo son destacables tras 24 horas de tratamiento con CH3Hg
a la mayor concentracion (2 mg/L, tabla 1). Estas reducciones son similares
para ambos estadios de diferenciacion (diferenciadas: 20%; indiferenciadas:
23%). La disminucidn de la viabilidad celular va acompafiada de un aumento
de la poblacion apoptética y necrotica. Hay que destacar que en algunos
tratamientos con mercurio el porcentaje de apoptosis es superior al

observado para la estaurosporina, un importante inductor de apoptosis.
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Tabla 1. Porcentaje de viabilidad, necrosis y apoptosis de células Caco-2 diferenciadas y no diferenciadas expuestas a estaurosporina,
Hg(ll) y CHsHg durante 24 horas. Valores expresados como media + desviacion estandar (n=3). El asterisco indica diferencias
significativas (p<0.05) con respecto al control.

Diferenciadas No diferenciadas
Tratamiento Viabilidad | Necrosis | Apoptosis | Viabilidad | Necrosis | Apoptosis
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

Control 96.6 £ 0.7 1.9+£03 19+07 97.3+0.5* | 0.28+£0.03 24+£0.33
Estaurosporina 2 uM 942+0.3* | 1.2+£0.1* 6.7 £0.2* 82.1+0.6* | 0.22+£0.06 | 11.1+0.64*
0.1 934+£03* | 0.8+0.3* 49+ 0.5* 944 +£0.6* | 042+0.2 5.1+0.6*

05 92.2+0.3* | 1.5£0.04 6.2 £0.3* 928+0.3* | 042+0.1 6.7 £0.2*

(l:ng;/IB) 1 92.0 £ 0.9* 1.2+£05 6.7 £0.5* 91.4+0.3* | 0.8+£0.01* 7.6 £04*
2 86.7 £ 1.4* 13+£03 11.2+13* | 83.8+2.0* | 0.67£0.2* | 12.7%2.0*

0.1 87.8+£0.8* | 34+0.2* 9.6 +0.9* 92.1+£0.6* | 0.33£0.01 5.7+0.3*

CHsHg 05 86.1+0.6* | 45£08* | 11.2+0.3* | 914+0.8* | 0.8x0.1* 7.0+£0.2*
(mg/L) 1 843+37% | 26£02 | 135%35% | 862+13% | 27+03* | 163£0.9*
2 73.0+£0.8* | 53£04* | 245+1.0* | 75.1+3.5* | 3.6 x0.6* 22.3+2.3*
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3. Evaluacién de la actividad mitocondrial

La conversion de resazurina a resorufina (figura 2), medible
colorimétricamente, se asocia con el nimero de células viables.

S]
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HC 9] C

NADH / H*
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~
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HO (& [¢]

Figura 2. Conversion de resazurina a resorufina.

La tabla 2 muestra la actividad mitocondrial de las células Caco-2
tratadas con Hg(ll) y CHsHg respecto a las células control no tratadas. Los
resultados indican que tras 4 horas de exposicién no existen diferencias
significativas entre células tratadas y no tratadas. A las 6 horas se observan
descensos de actividad significativos, si bien s6lo pueden considerarse
destacables a partir de las 24 horas y a las concentraciones més elevadas (> 1
mg/L). Tras 24 horas las reducciones de actividad son dependientes de la
concentracion de mercurio. A la concentracién mas elevada de exposicion (2
mg/L) la reduccién es superior para la especie orgénica [CH3Hg: 62-67%;
Hg(ll) 39-52%]. En lineas generales, la disminucién de la actividad

mitocondrial no depende del estadio de diferenciacion.
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Tabla 2. Porcentaje de actividad mitocondrial de células Caco-2 diferenciadas (D) y no diferenciadas (ND) tratadas a distintos
tiempos con Hg(ll) y CHsHg, respecto a células control no tratadas. Valores expresados como media + desviacion estandar (n=4). El

asterisco indica diferencias significativas (p<0.05) con respecto al control.

Tratamiento 4 horas 6 horas 24 horas
(mg/L) D ND D ND D ND

0.1 96.7 £ 8.6 1199+13 90.1+£9.6 91+0.7 845+8.1 | 814+3.2*

0.5 91.3+6.1 107.6+£2.6 743 £12* 846+25 | 70.6+£8.1* | 72.6 +2.5*

Hg(ll) 1 81.2+7.7 104.3+£ 2.6 71.4+6.1* | 80.8+09 | 66.6+3.5* | 66.7+5.1*
15 79.1+6.4* | 116.0+51 | 70.8+3.5* | 79.7+3.3 | 66.7+4.0* | 58.9+3.6*

2 77.2+34* | 1076+1.0 70.3 £10* 765+20 | 61.1+56* | 48.2+3.9*

0.1 1046+25 | 1044+16 | 86.7x21* | 80645 86.4+7.8 743+£19

0.5 949+59 107.8+1.3 80.3+ 2.6* 781+23 | 79.0+7.8* | 685+6.5*

CHsHg 1 96.2+4.5 1104+15 | 795+25* | 77.0+£27 | 76.9+£1.7* | 63.4+4.3*
15 93.7+74 | 1241+21 | 783+£35* | 765+1.7 | 683+£57* | 46.1+8.3*

2 92972 1218+3.2 | 77.5+£19* | 741+54 | 383+45* | 328+6.7*
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4. Determinacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y/o nitrégeno
(NOS)

La oxidacion de DCFH-DA al compuesto fluorescente 2'7'-
diclorofluoresceina (DCF) por las especies reactivas de oxigeno (ROS) o
nitrdgeno (RNS) es un indicador altamente sensible que se emplea para la
evaluacion de la generacion de estrés oxidativo a nivel celular (Wan et al.,
2003).

La figura 3 y 4 muestran la formacion de DCF por las células Caco-2
diferenciadas (figuras A) y no diferenciadas (figuras B) tratadas con Hg(ll) y
CH3Hg a distintos tiempos de exposicion. En células no diferenciadas existe
un aumento de ROS y/o RNS tras 4 horas de tratamiento, que es similar para
ambas especies mercuriales [Hg(ll): 128-142%; CH3;Hg: 115-140%] y que se
pone de manifiesto desde las concentraciones mas bajas. En células
diferenciadas el aumento se produce también tras 4 horas de exposicién a
CH3Hg (116-126%); sin embargo, el tratamiento con Hg(ll) sélo genera una
mayor proporcién de ROS y/o RNS tras 6 horas de exposicion (156-167%).

A las 24 horas todas las concentraciones de Hg(ll) y CH;Hg aumentan
los niveles de ROS y/o RNS respecto al control, siendo en general mayores
los aumentos en células indiferenciadas [diferenciadas: 121-172%; no
diferenciadas: 122-222%]. La generacion de ROS y/o RNS es mayor o igual
en las células tratadas con las formas mercuriales que en las células tratadas

con 2 mM de H,O,, considerado un importante inductor de estrés oxidativo.

211



Capitulo 4

A

250
S
5 200- T
8 f. I Control
3 N === H,0, 2 mM
g * * * [ 0.1 mg/L
o il I 0.5 mg/L
a8 150 A 3 h -5 mg
a [ 1mg/L
0w B 2 mg/L
O *
a
o 100
©
2
o]
c
8 50
o
a

0 e L L L L
4 6 24
Tiempo de exposicion (h)
B

250
— * *
E h
= *
=3
8 200 - o i*
©

*
% * X I Control
] = H,0,2mM
2 150 - . > x * ,0,
1] * ¥ [ 0.1 mg/L
L * I 0.5 mg/L
Q 1 1 mglL
© 100 - I 2 mg/L
©
Q
g
c
Q
S 50 1
(=]
a
O = L L L L
4 6 24

Tiempo de exposicion (h)

Figura 3. Porcentaje de fluorescencia debido a la formacién de diclorofluoresceina
(DCF) en células Caco-2 diferenciadas (A) y no diferenciadas (B) expuestas a 2 mM
de H,0, y a distintas concentraciones de Hg(ll) (0.1, 0.5, 1 y 2 mg/L). Resultados
expresados respecto al control no tratado (media + desviacion estandar; n=3). El
asterisco indica diferencias significativas (p<0.05) con respecto al control.
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Figura 4. Porcentaje de fluorescencia debido a la formacién de diclorofluoresceina
(DCF) en células Caco-2 diferenciadas (A) y no diferenciadas (B) expuestas a 2 mM
de H,0O, y a distintas concentraciones de CHsHg (0.1, 0.5, 1 y 2 mg/L). Resultados
expresados respecto al control no tratado (media = desviacion estandar; n=3). El
asterisco indica diferencias significativas (p<0.05) con respecto al control.
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5. Contenidos intracelulares de glutation oxidado (GSSG) y reducido
(GSH)

El glutation, tripéptido formado por cisteina, glutamato y glicina, es el
principal antioxidante no enziméatico del organismo. Segun su estado de
oxidacion puede estar como glutation reducido (GSH) u oxidado (GSSG). La
enzima glutatién peroxidasa (GPx) reduce los peroxidos empleando GSH
como dador de electrones, dando lugar a GSSG como producto final
(Townsend et al., 2003). Por ese motivo, en situaciones de estrés oxidativo
pueden disminuir los niveles de GSH intracelular y aumentar los de GSSG.
Por tanto, la relacion GSSG/GSH se puede emplear como indicativo de

estrés oxidativo.

La tabla 3 muestra las concentraciones de GSH total (GSH+GSSG), GSH
y el ratio GSSG/GSH en células Caco-2 diferenciadas y no diferenciadas
tratadas con Hg(ll) y CHsHg durante 30 minutos. Ambas especies producen
una disminucién de los contenidos intracelulares de GSH total. Para Hg(ll)
la disminucion respecto al control sélo es significativa a concentraciones de
2 mg/L, tanto en células diferenciadas como no diferenciadas. Para el
CHsHg el descenso es significativo a concentraciones > 1 mg/L en células no
diferenciadas y a partir de 2 mg/L en células diferenciadas. La disminucion
de los valores de GSH reducido no supone en la mayoria de los casos un
aumento de los contenidos de GSSG, exceptuando las células expuestas a las

concentraciones mas elevadas de CH;Hg.

214



Tabla 3. Concentraciones de GSH total (T-GSH, GSH + GSSG, uM/mg proteina), GSH (uM/mg proteina) y ratios GSSG/GSH en
células Caco-2 diferenciadas y no diferenciadas tratadas con H,0,, Hg(ll) y CH;Hg durante 30 minutos. Valores expresados como
media £ desviacion estandar (n=3). El asterisco indica diferencias significativas (p<0.05) con respecto al control.

Diferenciadas No diferenciadas

Tratamiento T-GSH GSH GSSG/GSH T-GSH GSH GSSG/GSH
Control 120£17 118+11 0.023 8905 8805 0.013
H,0, 2 mM 9.1+0.6* 8.9+ 0.6* 0.023 8505 8405 0.012
0.1 10.1£05 9.9+05 0.020 9.0£0.8 8907 0.008
Ha(Ih 05 98+12 9612 0.023 9.4+04 93+04 0.009
(mg/L) 1 92415 89+15 0.027 8703 8603 0.009
2 7.7+1.2% 7.5+ 1.0% 0.029 78+01% | 7.8+02* 0.010
0.1 123+11 120+ 1.0 0.015 9.6+0.2 9.5+0.1 0.010
CHaHg 05 11.0£0.2 10.8+0.2 0.018 92402 9.0£0.2 0.008
(mg/L) 1 105+05 103£05 0.023 7.9+0.1% 7.6+0.0% 0.050*
2 7.2+0.2% 6.9.+0.2% 0.028 77£02% | 7402 0.051*
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6. Evaluacion de la peroxidacion lipidica

Los &cidos grasos poliinsaturados de la membrana son oxidados por
reacciones mediadas por radicales libres. EI malondialdehido (MDA) es uno
de los productos finales de este proceso oxidativo. A pH &cidos y altas
temperaturas, el MDA participa en reacciones de adicion nucleofilica con el
acido 2-tiobarbiturico (TBA), generando un aducto 1:2 MDA:TBA (figura 5)

detectable colorimétrica o fluorimétricamente (Janero, 1990).

- _.f'l‘-:;_? JH
1 ) GH LCH . ]
: T' j_]/ vy P Me™, ——> | MDATBA

MDA

Figura 5. Reaccién del malondialdehido y el &cido tiobarbitdrico.

Los ensayos llevados a cabo empleando esta técnica (figura 6) muestran
que las células tratadas con ambas especies mercuriales presentan niveles
intracelulares de MDA superiores al control tras 30 minutos de tratamiento y
en ambos estadios de diferenciacion. Los porcentajes de aumento de los
equivalentes de MDA respecto al control en células diferenciadas (figura
6A) son mayores para el CH3Hg (301-832%) que para el Hg(Il) (253-604%).
Por el contario, en células indiferenciadas (figura 6B), el aumento de MDA
es similar para ambas especies [Hg(l1): 384-848%; CH3Hg: 355-832%)].
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Figura 6. Porcentaje de equivalentes de malonaldehido (MDA) respecto al control
en células Caco-2 diferenciadas (A) y no diferenciadas (B) expuestas durante 30
minutos a FeSO4/H,0, (0.5 mM/2 mM) y distintas concentraciones (mg/L) de
Hg(Il) y CHsHg. Valores expresados como media * desviacién estandar (n=3). El
asterisco indica diferencias significativas (p<0.05) con respecto al control.
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7. Expresion diferencial de los genes que codifican para las proteinas de
estrés térmico (HSP), metalotioneinas (MT) y factor de necrosis tumoral
(TNFa)

Las tablas 4 y 5 muestran la expresion relativa de la metalotioneina 2A
(MT2A), de las proteinas de choque térmico (HSP27 y HSP90) y del TNFa
en células diferenciadas y no diferenciadas, tras distintos tiempos de
exposicion a Hg(Il) y CHzHg. En general, independientemente del estadio de
diferenciacion celular, los tratamientos conllevan cambios significativos en

la expresion de los genes estudiados.

En células diferenciadas (tabla 4), las inducciones se producen
principalmente a las 4 horas de exposicion, mientras que a las 6 y 24 horas
hay una mayor regulacion a la baja. Los mayores cambios de expresion se
producen en el gen que codifica la MT2A, donde se observan
sobreexpresiones en todos los tratamientos a las 4 horas (ratio de expresion
en escala logaritmica en base 2: 5.4-6.2) e importantes descensos de la
regulacion a tiempos superiores (ratio de expresion en escala logaritmica en
base 2: 2.8-8.2). La citoquina TNFa y la proteina de choque térmico HSP90
s6lo presentan modificaciones puntuales, observandose siempre una mayor
induccion por parte de la forma organica de mercurio a tiempos cortos. La
proteina HSP27 es la menos afectada por los tratamientos, observandose en
general regulaciones a la baja.

En células indiferenciadas (tabla 5) se observa un menor nimero de genes
con regulaciones a la baja. EI gen que codifica a HSP90 es el Unico que
experimenta una sobreexpresion con todos los tratamientos y en la mayoria
de los tiempos ensayados. También es destacable la sobreexpresion de TNFa
en células tratadas 4 horas con CH3Hg, con inducciones muy superiores a las

observadas en células diferenciadas (ratio de expresion en escala logaritmica
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en base 2: 8.3 para 0.5 mg/L y 3.9 para 1 mg/L). En cuanto a HSP27, su
expresion experimenta modificaciones a la alza, a excepcion del tratamiento

con 0.5 mg/L de CH3;Hg durante 6 horas.
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Tabla 4. Expresion relativa de proteinas de choque térmico 27 (HSP27) y 90 (HSP90), metalotioneina 2A (MT2A), factor de necrosis
tumoral a (TNFa) (ratio de expresidn en escala logaritmica en base 2) en células Caco-2 diferenciadas tratadas con 0.5 y 1 mg/L de
Hg(Il) y CHsHg durante 4, 6 y 24 horas (media + desviacién estandar, n=3). El asterisco indica diferencias significativas (p<0.05) con

respecto al control. En azul se indican los incrementos significativos en la expresion y en rojo los descensos significativos.

Hg (I1) 0.5 mg/L Hg (1) 1 mg/L
4h 6h 24 h 4h 6h 24 h
HSP27 8+0.01* | -1.1+0.04 | -014+0.02 | -1.4+£0.11 | -1.0+0.05 | -0.21 £0.04
HSP90 15+051 | -0.15+0.02 | -0.18+0.03 | 3.0+1.14* | 1.2+0.34 | -1.5+0.06
MT2A 57+19* | -52+0.01* | -3.9+£0.01* | 57+1.17* | -3.0+0.01* | -1.2+0.04

TNFo. -1.2+0.08 | -0.07 £0.03 | -2.3+0.03* | -0.05+0.01 | 0.83+0.06 | -0.59 +0.10
CH;Hg 0.5 mg/L CH3Hg 1 mg/L
4h 6h 24 h 4h 6h 24 h

HSP27 0.02+0.008 | -3.9+0.01* | -26+0.02* | 1.6+054 | -1.6+0.03* | 0.03+0.01
HSP90 38+113* | -21+0.03 | -23+£0.02* | 52+15* | -023+0.03 | 0.28 +0.09
MT2A 54+164* | -82+0.00* | -53+0.01* | 6.2+1.00* | -6.4+0.01* | -2.8+£0.01*
TNFa. 3.8+127* | -27+0.01* | -55+0.01* | 31+1.15* | -0.24+0.04 | -3.1+£0.01*




Tabla 5. Expresion relativa de proteinas de choque térmico 27 (HSP27) y 90 (HSP90), metalotioneina 2A (MT2A), factor de necrosis
tumoral o (TNFa) (ratio de expresidn en escala logaritmica en base 2) de células Caco-2 indiferenciadas tratadas con 0.5 y 1 mg/L de
Hg(Il) y CHsHg durante 4, 6 y 24 horas (media + desviacién estandar, n=3). El asterisco indica diferencias significativas (p<0.05) con

respecto al control. En azul se indican los incrementos significativos en la expresion y en rojo los descensos significativos.

Hg (11) 0.5 mg/L Hg (11) 1 mg/L
4h 6h 24 h 4h 6h 24 h
HSP27 0.92 +0.27 1.5+0.43* 0.49+0.15 1.4 +£0.34* 1.0 £ 0.58* 1.7£0.51*
HSP90 2.3 +£0.99* 2.4 £ 0.95* 1.9 £ 0.69* 2.7 £0.60* 1.6 +1.00* 4.1+ 1.70*%
MT2A 0.55+0.15 | 0.007+0.001 | 4.1+1.42*% 1.5+0.29* 1.0 £ 0.05* 3.9+0.27*
TNFa 3.4+095* | -0.87+0.13 | 1.8+0.92* 23+0.92* | -1.0+0.14* | 2.4+0.28*
CH3Hg 0.5 mg/L CH3Hg 1 mg/L
4h 6h 24 h 4h 6h 24 h
HSP27 1.4+054* | -1.6+0.06* 0.8+0.22 1.4 +£0.41* 0.15+0.05 0.31+0.11
HSP90 3.2+1.63* 0.46+0.19 49+1.91* 3.4+045% | 236+0.93* | 5.0+1.02*
MT2A 1.1+£0.33* | -0.96+£0.05* | 1.4+0.44* 2.3+0.61* 0.48 +0.13 1.9+£0.77*
TNFa 83+176* |-55+0.001* | 3.6+0.91* 3.9+040* | -069+0.09 | 3.1+1.06*
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8. Evaluacion de la permeabilidad de las monocapas celulares

Las células tratadas con las formas mercuriales presentan una
disminucién de la RET respecto a los controles no tratados (figura 7). Esta
disminucion se pone de manifiesto desde las 4 horas y a las concentraciones
superiores o iguales a 1 mg/L para el Hg(ll) (14-36%) y desde las 4 horas y
2 mg/L para el CH3Hg (12%).
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Figura 7. Valores de RET (Ohms X cm?) en células Caco-2 diferenciadas tras
distintos tiempos de exposicion a lipopolisacarido (LPS 0.05 mg/L), Hg(ll) y
CHsHg (0.5, 1 y 2 mg/L). Valores expresados como media + desviacién estandar
(n=3). El asterisco indica diferencias significativas (p<0.05) con respecto al control.
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La disminucion de la RET conlleva un aumento del porcentaje de
transporte de LY para las células tratadas con ambas especies mercuriales
(figura 8), mayor para el Hg(I1) (132-206%) que para el CH3Hg (119-167%).
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Figura 8. Porcentaje de Lucifer yellow (LY) transportado al lado basolateral en
células Caco-2 diferenciadas tras distintos tiempos de exposicion a lipopolisacarido
(LPS 0.05 mg/L), Hg(ll) y CHsHg (0.5, 1 y 2 mg/L). Valores expresados como
media * desviacion estandar (n=3). El asterisco indica diferencias significativas
(p<0.05) con respecto al control.
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9. Expresion diferencial de los genes que codifican para las proteinas
constituyentes de las uniones intercelulares (claudina 1, ocludina, zonula

occludens 1 y molécula de adhesion intercelular 1)

La tabla 6 muestra la expresion relativa de los genes que codifican
proteinas de las uniones intercelulares [claudina 1 (CLDN1), ocludina
(OCLN), zonula occludens 1 (ZO1) y molécula de adhesion intercelular 1
(JAM1)] en ceélulas diferenciadas expuestas durante 4, 6 y 24 horas a 0.5 y
1 mg/L de Hg(ll) y CH3Hg. Los resultados muestran que la exposicion a
ambas formas mercuriales produce cambios significativos en la expresion de
los genes estudiados, predominando las reducciones de la expresién. Estas
reducciones son significativas a las 24 horas para la células tratadas con
Hg(ll) independientemente de la concentracion, excepto para el gen JAM1
gue no experimenta cambios significativos. En las células expuestas a
CHsHg se observan reducciones a todos los tiempos para la concentracion de

1 mg/L, y alas 6 y 24 horas para la concentracién mas baja (0.5 mg/L).

Unicamente el gen que codifica ZO1 experimenta regulaciones al alza a
los tiempos cortos de tratamiento. Se evidencia una sobreexpresién de este
gen en células tratadas con Hg(ll) a las 4 y 6 horas de tratamiento y en
células expuestas a CH3Hg tras 4 horas de exposicion a 0.5 mg/L (ratio de

expresion en escala logaritmica en base 2: 3.17-4.53).
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Tabla 6. Expresion relativa de proteinas constituyentes de las uniones intercelulares [claudina 1 (CLDN1), ocludina (OCLN), zonula
occludens 1 (ZO1) y molécula de adhesion de intercelular 1 (JAM1)] (ratio de expresion en escala logaritmica en base 2) en células
Caco-2 diferenciadas tratadas con 0.5 y 1 mg/L de Hg(ll) y CH3Hg durante 4, 6 y 24 horas (media * desviacion estandar, n=3). El
asterisco indica diferencias significativas (p<0.05) con respecto al control. En azul se indican los incrementos significativos en la
expresion y en rojo los descensos significativos.

Hg (11) 0.5 mg/L Hg (11) 1 mg/L
4h 6h 24 h 4h 6h 24 h
CLDN1 0.25+0.08 | -0.02+0.001 | -2.42+0.03* | 0.94+£0.25 | -0.01+£0.001 | -3.54 £0.01*
OCLN 0.71+£021 | -1.23+0.08 | -2.25+0.03* | 1.42+0.42 -0.44+£0.15 | -3.51+0.01*
Z01 3.67£1.08* | 453+1.72* | -3.68+0.01* | 403+1.26* | 4.28+1.84* | -3.25+0.02*
JAM1 1.81+0.12 | -0.28+0.07 | -1.34+0.07 1.84+0.20 0.48+0.18 | -0.94+0.09
CH3Hg 0.5 mg/L CH3Hg 1 mg/L
4h 6h 24 h 4h 6h 24 h
CLDN1 -045+0.06 | -2.83+0.02* | -4.84+0.01* | -6.48 +0.01* | -6.65+0.01* | -4.12 +0.01*
OCLN -0.46 £0.07 | -3.21+0.01* | -4.95+0.01* | -5.16 £0.01* | -6.43 +0.01* | -4.43 £0.01*
Z01 3.17 £0.95* | -4.16+ 0.004* | -6.95 +£ 0.01* | -6.10 + 0.01* | -5.01 £ 0.01* | -5.54 + 0.01*
JAM1 1.11+0.13 | -2.83+0.02* | -2.48 £0.02* | -5.49 + 0.01* | -6.96+ 0.01* | -2.18 + 0.04*
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10. Evaluacion de la distribucion de la actina filamentosa (F-actina) y

Z01 mediante microscopia de fluorescencia

La figura 9 muestra la distribucion de la F-actina y de la proteina de
union intercelular ZO1 en células Caco-2 expuestas durante 24 horas a 1
mg/L de Hg(ll) y CHzHg. En las células control la F-actina y la ZO1 se
localizan principalmente en la periferia celular, dando una imagen
caracteristica en empedrado (A y D). El tratamiento con Hg(ll) By E) y
CH3Hg (C y F) provoca una desestructuracion de la monocapa celular, lo
que se refleja en una mayor presencia de actina'y ZO1 en el citoplasma. Por
otro lado, las células tratadas con CH3zHg muestran un aumento del volumen
celular (Cy F).
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Figura 9. Imagenes de la distribucién en células Caco-2 de la F-actina tras tincién con TRITC-faloidina (A-C) y de la ZO1 tras
inmunofluorescencia (D-F). Ay D: células control; B y E: células tratadas con Hg (I1) (1 mg/L, 24 horas); C y F: células tratadas con
CHsHg (1 mg/L, 24 horas). Imagenes tomadas con el objetivo de 40X.
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DISCUSION

Las evidencias procedentes de los estudios clinicos, de los ensayos in
vitro y con animales de experimentacién sugieren que la pérdida de la
propiedad barrera del epitelio intestinal pueden desempefiar un papel tanto
en la iniciacion como en el desarrollo de enfermedades (Suzuki, 2013).
Numerosos estudios ponen de manifiesto alteraciones en las propiedades
barrera del epitelio intestinal por microrganismos, drogas o compuestos con
probado carécter toxico (Tafazoli et al., 2003; Elamin et al., 2013; Suzuki,
2013); sin embargo, los antecedentes para elementos traza toxicos son muy
escasos. El Unico estudio sobre el efecto de la exposicion a mercurio se ha
llevado a cabo empleando como modelo saco evertido de colon de rata
(Bohme et al., 1992). Los autores muestran que el Hg(l1) y el CHsHg pueden
producir cambios en la permeabilidad del epitelio debido a alteraciones en
los enterocitos y a una pérdida de continuidad del epitelio. Estos efectos se
observan a concentraciones superiores a 10 uM (> 2 mg/L). Se desconocen
sin embargo los efectos que pueden causar las concentraciones habituales en

los alimentos, generalmente inferiores a 1 mg/L.

En este capitulo se ha evaluado el efecto de exposiciones agudas a
concentraciones iguales o inferiores a 2 mg/L de las formas mercuriales mas
comunes en alimentos [CHzHg y Hg(ll)] sobre el modelo de epitelio
intestinal generado por la linea celular Caco-2. El estudio se ha llevado a
cabo en células con un alto grado de diferenciacién y en células en fase
inicial de diferenciacion, para emular las distintas poblaciones de células
absortivas presentes habitualmente en el tracto intestinal. El epitelio del
intestino delgado se compone principalmente de células absortivas y
secretoras de mucus diferenciadas, con criptas situadas en la base de las

vellosidades donde residen las células replicantes, incluyendo las células
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madre putativas (Chopra et al., 2010). Las células experimentan un proceso
de diferenciacion a medida que ascienden desde las criptas hacia la punta de
las vellosidades, donde finalmente son eliminadas al lumen por un proceso
de descamacion. Este continuo proceso de renovacion permite mantener la
homeostasis de la monocapa epitelial y reparar el tejido dafiado. Los
resultados obtenidos en esta tesis indican que las formas mercuriales afectan
a ambos estadios de diferenciacién y que, en lineas generales, la respuesta
celular al toxico es semejante para células diferenciadas y no diferenciadas.
Esto podria comprometer la funcion e incluso la renovacion de esta capa

epitelial.

La exposicion de las células intestinales a las formas mercuriales conlleva
la generacion de especies reactivas de oxigeno y/o nitrégeno, que puede
llegar a ser mayor que la producida por el peréxido de hidrégeno,
considerado un potente oxidante. La generacion de estrés oxidativo y/o
nitrosativo por parte de las formas mercuriales se ha evidenciado
previamente en otros tipos celulares, incluso se ha puesto de manifiesto en
células intestinales expuestas a CHsHg (Vala, 2012). Sin embargo, es la
primera vez que se observa este efecto en células procedentes del epitelio
intestinal tratadas con Hg(ll). La exposicion también supone un aumento del
ratio GSSG/GSH, aunque sélo a las concentraciones mas elevadas de
CH3Hg. Esto podria indicar que las células tratadas con esta especie emplean

GSH reducido para neutralizar los radicales libres.

Independientemente de los cambios en el ratio GSH reducido/oxidado,
ambas especies mercuriales producen a las concentraciones mas elevadas (>
1 mg/L) una disminucion significativa de los contenidos intracelulares de
GSH. La deplecién del contenido total de glutatiébn podria ser en parte
consecuencia del papel del GSH reducido en el transporte del mercurio

internalizado en la célula. ElI mercurio inorganico conjugado con GSH se
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transporta en mayor proporcion que el cloruro de mercurio (Zalups, 1998).
Dutczak y Ballatori (1994) en un estudio en membranas canaliculares de
higado concluyen que el transporte de complejos de glutation-metal por los
sistemas de flujo de salida para el GSH puede ser un mecanismo comun para
la eliminacién celular de CHs;Hg. La pérdida intracelular de GSH también
podria atribuirse a una inhibicion del metabolismo de este tripéptido por
parte de las formas mercuriales. Se sabe que uno de los mecanismos de
toxicidad del mercurio es su union a proteinas a través de grupos tiol y la
inactivacion de las mismas. En este sentido, existen estudios en roedores
expuestos a Hg(ll) que muestran una reduccién de la actividad de la enzima
y-glutamilcisteina sintetasa responsable de la sintesis de GSH (Chung et al.,
1982). Otro posible mecanismo de reduccion del metabolismo del glutation
podria estar relacionado con la disminucion de la disponibilidad de los
aminoacidos que forman este tripéptido o con una deplecion del ATP
necesario para su sintesis. Se ha evidenciado que las formas mercuriales
tiene una gran afinidad por la L-Cys (Zalups, 2000), lo que podria reducir su
disponibilidad para la formacion de glutation. Asimismo, algunos estudios
muestran que la exposicion a Hg(ll) y CHsHg reduce el contenido
intracelular de ATP (Kuznetsov et al., 1986; Chen et al., 2010).

Este desequilibrio redox puede ser el causante de la peroxidacion lipidica
observada a tiempos cortos y a todas las concentraciones ensayadas,
fenémeno documentado para exposiciones a mercurio (Lund et al., 1991;
Lin et al., 1996). La peroxidacion de la monocapa intestinal en presencia de
mercurio también puede atribuirse en parte a su capacidad de inhibir la
glutatién peroxidasa (GSH-Px), al interaccionar con el selenio (Seppanen et
al., 2004), lo que atenua totalmente el efecto protector de este enzima en la
peroxidacion lipidica. Esta peroxidacion lipidica puede perturbar la

estructura de la bicapa y modificar propiedades de membrana tales como la
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fluidez, la permeabilidad a diferentes sustancias y el espesor de la misma
(Wong-Ekkabut et al., 2007). En el epitelio intestinal estos cambios pueden

suponer una afeccion del proceso de absorcién y de la funcidn barrera.

La respuesta de las células intestinales al estrés generado por la
exposicion a las especies mercuriales también se manifiesta por
modulaciones de la regulacion transcripcional de proteinas de estrés. Se
observan inducciones de su expresion, especialmente en células
indiferenciadas y a tiempos cortos en células diferenciadas. Las proteinas de
estrées 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 que se inducen por la exposicion a especies mercuriales
(Goering et al., 2000; Sutton et al., 2002; Yasutake y Nakamura, 2011). Las
MT tienen una composicién aminoacidica rica en cisteina (30%), residuos
capaces de unir iones metalicos. La induccién de MT protege a las células de
la toxicidad de metales toxicos, asi como del estrés oxidativo generado por
los radicales libres (Klaassen y Liu, 1998). Por lo que respecta a las HSP,
son un grupo altamente conservado de proteinas con funciones importantes
en la homeostasis proteica, que se inducen ante estimulos de estrés. El
incremento en la sintesis de HSP puede evitar fallos en el plegamiento de las
proteinas asi como su agregacion (Kalmar y Greensmith, 2009).

Por otro lado, también se han observado en el presente capitulo
reducciones de la expresion de las proteinas de estrés, principalmente en
celulas diferenciadas expuestas durante 24 horas a Hg(ll) y CH3Hg. Esta
reduccion puede afectar las funciones de detoxificacion de los contaminantes
ingeridos con los alimentos (como As, Cd, incluso el propio Hg), la
homeostasis de metales (como Zn y Cu) y los procesos de proteccion frente

al estrés oxidativo.
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Los resultados obtenidos indican que las formas mercuriales presentes en
los alimentos, a las concentraciones habituales en ellos, podrian afectar a la
homeostasis celular de la capa epitelial del intestino y, por tanto, a su
funcidn. El tratamiento de la monocapa epitelial diferenciada con las formas
mercuriales supone un aumento del paso del LY, indicativo de un aumento
de la permeabilidad paracelular y de una afeccion de la funcién barrera.
Algunos estudios muestran que un estrés oxidativo y nitrosativo de la
mucosa intestinal precede al aumento de la permeabilidad paracelular
(Maeda et al., 2010). También se apunta a la citoquina TNFa, que tal y como
se ha puesto de manifiesto en el presente estudio estd sobreexpresada en
muchos tratamientos, como responsable de aumentos de la permeabilidad
intestinal (Ma et al., 2004). Este aumento de la permeabilidad ha sido
previamente reportado para el Hg(ll) en la barrera hematoencefalica (Culot
et al., 2008) y en monocapas epiteliales glomerulares (Coers et al., 1995). La
presente tesis supone el primer aporte sobre el efecto del Hg(ll) en
monocapas de epitelio intestinal. Para el CH3Hg se ha puesto de manifiesto
previamente un aumento de la permeabilidad en monocapas epiteliales de
intestino (Vala, 2012), si bien en la presente tesis este efecto se observa a
concentraciones inferiores (0.5-1 mg/L), similares a las existentes en los

alimentos.

La formacion y el mantenimiento de la barrera intestinal dependen de una
serie de contactos célula-célula que circunscriben el margen apical-lateral de
cada célula, conocidos colectivamente como el complejo de union apical.
Este complejo incluye las uniones estrechas (TJ), que forman una barrera
fisica para el movimiento entre las células de iones, macromoléculas, células
inmunes y patdgenos (Shen et al., 2011) y la uniones adherentes (AJ), que
promueven la integridad del tejido mediante el establecimiento de una fuerte

interface adhesiva entre las células individuales (Harris y Tepass, 2010).
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Tanto las AJ como las TJ estan intimamente asociados con el citoesqueleto
de actina por proteinas citosélicas de anclaje como la zonula occludens y que
son funcionalmente reguladas por los filamentos de actomiosina

circunferenciales (Hartsock y Nelson, 2008).

Se considera que muchas de las patologias que causan aumentos de la
permeabilidad y disminuciones de la funcion barrera son debidas a defectos
en la estructura y/o funcién de esta red de uniones (Suzuki, 2013). En este
capitulo se ha puesto de manifiesto que el tratamiento con las formas
mercuriales afecta la expresion de algunas de las proteinas que forman parte
de este complejo, observandose en lineas generales una disminucion de la
expresion de proteinas integrantes de las TJ (CLND1, OCLN y JAM1) y de
una proteina de union al citoesqueleto (ZO1). Adicionalmente, se observa
una modificacion de la distribucion de la actina filamentosa del citoesqueleto
y de la ZO1.

Todos estos procesos son posiblemente la causa de la pérdida de la forma
geométrica y del aumento de la permeabilidad paracelular observados en las
células tratadas con mercurio. Al-Sadi et al. (2011) muestran que la
deplecion de ocludina en Caco-2 o en ratones conlleva un aumento de la ruta
paracelular. También se ha visto que la permeabilidad paracelular, la
localizacion y el anclaje de las proteinas de las TJ se alteran en las células
deficientes en ZO1/2 (Fanning et al., 2012). Del mismo modo, se ha puesto
de manifiesto que cambios importantes en la distribucion de la actina
filamentosa generan modificaciones de la permeabilidad selectiva del
epitelio intestinal (Kawkitinarong et al., 2004). El efecto de las formas
mercuriales sobre el citoesqueleto se ha evidenciado en neuronas de embrion
de pollo, donde la exposicion a mercurio inorganico produce una
reorganizacion de la actina (Choi et al., 2011). Kawedia et al. (2008)

observan en monocapas epiteliales de células salivales un efecto del Hg(ll)
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asociado a cambios moleculares en la ocludina. Sin embargo, el efecto en
células epiteliales de intestino solo se ha demostrado en monocapas
expuestas a 10 uM de CH;Hg, donde produce una alteracion de la
localizacion de la ZO1 y la ocludina (Vala, 2012).

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este capitulo permiten concluir que las
formas mercuriales presentes en los alimentos tienen un importante efecto
citotoxico sobre el modelo celular de epitelio intestinal y que este efecto
conlleva un aumento de la permeabilidad epitelial (figura 10). Esta apertura
de las uniones intercelulares puede permitir el paso de compuestos que en
condiciones normales y debido a la selectividad de los poros intercelulares,
no lo harian y, por tanto, pueden llegar a la circulacion sistémica compuestos
con un cierto grado de toxicidad. Por otro lado, puede favorecer el contacto
de sustancias antigénicas con la lamina propia subyacente y desencadenar
una respuesta inflamatoria local, que a su vez exacerbe los efectos ya
observados. Son necesarios estudios in vivo que confirmen lo observado in
vitro y permitan dilucidar si las formas mercuriales son capaces de alterar la

barrera intestinal a las concentraciones habituales en los alimentos.
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La exposicion a mercurio puede afectar no sélo a la funcion barrera del
tracto gastrointestinal, tal y como se ha evidenciado en el capitulo 4, sino
que también podria afectar a las funciones digestivas, al alterar la secrecion
de sustancias importantes para este proceso, o a las funciones absortivas, al
modificar la permeabilidad paracelular y/o transcelular de las células
intestinales. En cuanto a las funciones absortivas del intestino, los resultados
obtenidos en el capitulo 4 evidencian que el mercurio puede modificar la
permeabilidad paracelular, lo cual ademéas de suponer una reduccion de la
funcion barrera puede producir cambios en el transporte de los compuestos
que utilizan esta via para su absorcidon. Ademas, estudios previos han
demostrado que la exposicion a mercurio puede tener un efecto sobre la
expresion de transportadores en otros tejidos, en algunos casos como
mecanismo de defensa (Di Giusto et al., 2009). En el tracto digestivo este
sistema de proteccion celular puede afectar a la absorcion de compuestos que
empleen estos transportadores en su proceso de absorcidn intestinal. Algunos
de estos compuestos pueden ser necesarios para un adecuado funcionamiento

del organismo.

En este capitulo se ha estudiado in vivo el efecto de la exposicidn a Hg(ll)
y CHsHg sobre la expresion de transportadores de diferentes tramos del

tracto gastrointestinal.
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RESULTADOS

1. Evaluacion de la acumulacién de Hg(ll) y CHsHg en los distintos

tramos del tracto gastrointestinal

La tabla 1 muestra las concentraciones de mercurio halladas en distintos
tramos gastrointestinales de ratas control y ratas expuestas a Hg(Il) y CHs;Hg
durante 4 dias mediante una dosis Unica administrada por sonda gastrica. Los
resultados ponen de manifiesto que la acumulacién tisular de mercurio es
muy elevada para ambas especies, siendo el colon el tramo que presenta una
menor concentracion. En general, la forma inorgénica presenta una mayor

acumulacion.

La elevada retencion de mercurio observada en este capitulo confirma los
resultados obtenidos con células epiteliales del intestino (capitulo 1 y 3).
Estos resultados también coinciden con los obtenidos por Sasser et al. (1978)
en ratas, que evidencian una mayor retencion de la especie inorganica y una

acumulacion semejante de mercurio en yeyuno y estomago.

Tabla 1. Concentraciones de mercurio (mg/kg peso fresco) en tramos
gastrointestinales de ratas control y ratas expuestas a Hg(Il) y CHs;Hg durante 4 dias.

Valores expresados como media £ desviacion estandar (n=4).

Mercurio (mg/kg peso fresco)
Estémago Yeyuno Colon
Control 0.019-0.017 0.004-0.007 0.009-0.015
Hg(1) 19.9-123.8 15.08-57.6 16.9-33.2
CH3Hg 37-40.9 42.5-43.5 6.8-17.7

240




Fstudios 7z vivo

2. Estudio de expresiéon proteica de transportadores en los distintos

tramos gastrointestinales

Se ha estudiado la expresién proteica de varios transportadores del
estdmago, yeyuno y colon de ratas control y ratas tratadas con Hg(ll) y
CHsHg. Se han analizado los transportadores de aminoacidos y'LATI,
LAT1 y LAT2, el transportador de aniones organicos OATP3/1, el
transportador de cationes divalentes DMT1 y las acuaporinas AQP3, 4, 6, 7
y 8. La AQP7 solo se ha evaluado en el yeyuno y colén, ya que se ha

descrito que no esta presente en la mucosa gastrica (Laforenza et al., 2005).

2.1. Evaluacion de los contenidos proteicos de los transportadores en el

estomago

El andlisis densitométrico de las bandas, normalizado por los niveles de
B-actina (figura 1), muestra que las acuaporinas AQP3 y AQP4 se reducen
significativamente tanto en las ratas tratadas con Hg(ll) como en las
expuestas a CH3zHg. El contenido de AQP3 disminuye un 50%, mientras que
la reduccion de la AQP4 varia entre un 20 y un 40%. Las proteinas AQP8 y

AQ6 no se ven afectadas por los tratamientos con mercurio.

Respecto al resto de transportadores estudiados (figuras 2 y 3), se observa
un aumento significativo de la proteina LAT1 en porcentajes similares para
ambas especies mercuriales [Hg(Il): 38%; CH3Hg: 35%], y una reduccion
elevada de la proteina OATP1/3 también con porcentajes similares para
ambas especies [Hg(Il): 33%; CH3Hg: 31%]. LAT2, y'LAT1 y DMT1 no

experimentan cambios en sus niveles proteicos.
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2.2. Evaluacion de los contenidos proteicos de los transportadores en el

yeyuno

El andlisis densitométrico de las bandas obtenidas en los experimentos de
inmunotransferencia muestra que las proteinas AQP3 y AQP7 se reducen
significativamente en las ratas tratadas con Hg(ll) y con CHzHg (figura 4).
Los niveles de AQP3 disminuyen un 40-50% y los de AQP7 entre un 45-

50%. Las proteinas AQP4, 6 y 8 no se modifican tras los tratamientos.

Respecto al resto de transportadores estudiados (figuras 5 y 6), solo se
observan cambios en los niveles proteicos de LAT1 y DMTL1. El
transportador LAT1 aumenta en ratas tratadas con ambas formas mercuriales
[Hg(l): 33%; CH3Hg: 29%,], mientras que DMT1 aumenta so6lo tras el
tratamiento con Hg(I1) (56%).
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2.3. Evaluacion de los contenidos proteicos de los transportadores en el

colon

Los experimentos de immunoblotting muestran una regulacion a la baja
de las proteinas AQP3 y AQP7 en las ratas tratadas con ambas formas
mercuriales (figura 7). El contenido de la AQP3 disminuye un 38-41% vy el
de AQP7 un 44-63%. El resto de acuaporinas no muestran modificaciones en

sus niveles.

Respecto a los transportadores de aminodcidos (figura 8), no se observan
cambios en y'LAT1 y LAT2, mientras que LAT1 es el transportador que
presenta un mayor aumento tras el tratamiento con ambas formas
mercuriales [62% y 66% para el tratamiento con Hg(ll) y CHsHg
respectivamente]. Adicionalmente, existe una reduccion de la proteina
OATP1/3 tras el tratamiento con ambas formas mercuriales [Hg(Il): 56% vy
CH3Hg: 82%] y un aumento de los niveles de DMT1 en ratas expuestas a
Hg(ll) (51%) (figura 9).
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DISCUSION

En el capitulo 4 se ha puesto de manifiesto que las formas mercuriales
ocasionan un desequilibrio redox que produce una respuesta celular con
aumento de citoquinas proinflamatorias, y una redistribucién de proteinas
constituyentes del citoesqueleto y de las uniones intercelulares. Todo esto se
traduce en un aumento del paso paracelular y, por tanto, en la pérdida de la
funcidn barrera del epitelio. En este capitulo se ha evaluado in vivo el efecto
del mercurio sobre algunos de los componentes del complejo sistema
responsable de la absorcion intestinal, otra de las funciones del tracto
gastrointestinal. La informacion previa al respecto es muy escasa (Ikarashi et
al., 2012).

Se ha analizado el efecto de estos tratamientos sobre la expresion proteica
de transportadores implicados en la absorcion de nutrientes o compuestos
necesarios para el adecuado funcionamiento del organismo [aminodcidos
(LAT1, LAT2, y'LAT1), cationes divalentes como el Fe (DMTL), aniones
organicos como las sales biliares (OATP1/3)] y de canales responsables del
equilibrio osmotico y del transporte de iones (AQP3, 4, 6, 7 y 8). Esta
eleccion se ha basado no sélo en su importancia como transportadores de
nutrientes, sino en algunos casos, en su posible participacién en el transporte
de las formas mercuriales (Bridges y Zalups, 2004, 2010; Bridges et al.,
2004, 2007; Zalups y Ahmad, 2004, 2005a, 2005b; Zalups et al., 2004) o
atendiendo a los desérdenes gastrointestinales o sistémicos descritos en
exposiciones a mercurio (Arena, 1971; Gerstner y Huff, 1977; NTP, 1993;
Banerjee y Bhattacharya, 1995; McGinnis, 2001; Kamijo et al., 2004).

Hay que destacar que de todos los transportadores investigados, sélo las
acuaporinas presentan cambios en su expresién en todos los tratamientos y

en todos los tramos gastrointestinales ensayados. En concreto se observan
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importantes reducciones de sus contenidos proteicos. EI movimiento de agua
a través de la bicapa lipidica de las membranas tiene lugar a través de la via
paracelular y por mecanismos transcelulares diversos [difusion pasiva,
transporte facilitado por las acuaporinas y por co-transporte con iones o
nutrientes (Laforenza et al., 2005; Laforenza, 2012)]. Las acuaporinas
constituyen una familia que puede subdividirse en dos grupos: las
acuaporinas clasicas (AQPO, AQP1, AQP2, AQP4, AQP5, AQP6 y AQP8) y
las acuagliceroporinas (AQP3, AQP7, AQP9 y AQP10). Se diferencian
fundamentalmente en que las primeras s6lo son permeables al agua y las
segundas también permiten el paso de glicerol y otros solutos de bajo peso

molecular.

Se ha puesto de manifiesto una relacion entre la localizacién de estos
canales de agua en el tracto gastrointestinal y su funcion. Asi, AQP3 y AQP4
se presentan en el dominio basolateral y son mas abundantes en el epitelio de
tramos con una elevada actividad secretora como el estémago. AQP7 y
AQP8, con posicién apical, presentan una mayor expresion en el intestino
delgado, zona de mayor absorcién. Por otro lado, el colon con actividad
secretora y absortiva presenta una elevada expresion tanto de acuaporinas
basolaterales como apicales (Laforenza, 2012). Estas observaciones parecen
demostrar una redundancia compensatoria de las acuaporinas en el tracto
gastrointestinal a nivel celular debido posiblemente a su papel fundamental
en el movimiento de agua y la digestion de nutrientes (Koyama et al., 1999;
Laforenza, 2012).

Numerosos estudios han mostrado que el mercurio inorganico es un
inhibidor de la actividad de las acuaporinas, ya que puede unirse a los
residuos de cisteina que contienen (Preston et al., 1993), sin embargo, no se
ha descrito si el metilmercurio ejerce un efecto inhibitorio de estos canales.

La inhibicién por parte del CHsHg podria producirse por un mecanismo
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similar al del mercurio inorgénico, ya que también presenta una gran
afinidad por los grupos tiol de las proteinas (Bridges y Zalups, 2006b;
Wagner et al., 2010; Hong et al., 2012). Por otro lado, se ha descrito que el
metilmercurio puede transformarse en mercurio inorganico por accién de la
flora microbiana (Seko et al., 2001) y, por lo tanto, podria inhibir las
acuaporinas tras su biotransformacién en el lumen intestinal. Los estudios de
inhibicidn realizados por otros autores muestran que de todas las acuaporinas
descritas, s6lo AQP4 y AQP6 no son inhibidas por la unién del mercurio. La
AQP4 es una acuaporina insensible al mercurio debido a la ausencia de la
cisteina en la posicion 189 (Jung et al., 1994), lugar de unién del mercurio.
En cuanto a la AQP6 es un canal de agua con permeabilidad anidnica que es

funcionalmente activada por Hg(ll) (Yasui et al., 1999; Yasui, 2009).

En este capitulo de tesis se ha puesto de manifiesto una reduccién del
nivel proteico de AQP3, AQP4 y AQP7, la cual varia dependiendo del tramo
y cuya interpretacion también es distinta, ya que la funcion de las
acuaporinas en los distintos tramos no es exactamente la misma. En el
estomago de las ratas expuestas a ambas formas mercuriales se observa una
reduccion importante de la AQP3 y la AQP4. La funcion fisioldgica de estas
acuaporinas en el estbmago no esta clara. La localizacién y la abundancia de
la APQ4 en la membrana basolateral de las células parietales géastricas
(Frigeri et al., 1995), tipo celular responsable de la secreciéon de &cidos,
hacia pensar que esta acuaporina podia tener una funcion relevante en la
secrecion gastrica de &cidos. Sin embargo, estudios en ratones AQP4-
knockout no muestran diferencias en la secrecion acida y el pH estomacal
con respecto a animales control (Wang et al., 2000). Posiblemente, la AQP4
tenga un papel en el mantenimiento de la osmolaridad y el volumen celular
durante la secrecion gastrica. En cuanto a la AQP3 no hay datos disponibles

sobre su funcién fisiologica a nivel gastrico. Podemos especular que la
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regulacion a la baja de AQP3 y AQP4 podria reducir el flujo de agua
dirigido hacia el lumen gastrico. Este flujo de agua es fisiologicamente
necesario para equilibrar la osmolaridad durante el vaciado. Esto, a su vez,

evitaria la dilucion de mercurio y podria aumentar su toxicidad en la mucosa.

En el tramo correspondiente al intestino delgado la exposicion al
mercurio produce reducciones de AQP3 y AQP7. Se ha demostrado que la
permeabilidad osmdtica del agua en vesiculas de la membrana en borde de
cepillo del intestino delgado de rata se reduce significativamente en
presencia de Hg(ll) (Tritto et al., 2007). Estos autores sugieren que la AQP7
y la AQP8 pueden contribuir al movimiento de agua en el dominio apical de
las células epiteliales del intestino delgado, por ese motivo hay una
inhibicién de la permeabilidad del agua en presencia de mercurio. Tritto et
al. (2007) apuntan a estas acuaporinas porque son las que se detectan en el
dominio apical de las células absortivas del intestino delgado de ratas. Esta
deduccién posiblemente es extensible a la AQP3, pero en lo referente al
movimiento en el domino basolateral ya que esa es su localizacion en el
epitelio intestinal de ratas (Ma y Verkman, 1999). La reduccion de la
expresion de la AQP3 y la AQP7 puede disminuir el movimiento
transcelular de agua en el yeyuno y esto puede suponer un problema para el
mantenimiento del equilibrio osmético del contenido intestinal tras la

absorcion de iones y nutrientes.

Por ultimo, se debe hacer una consideracion especial a los efectos de las
especies de mercurio en el colon. A pesar de ser la porcion distal del tracto
gastrointestinal, el colon esta expuesto a los efectos toxicos del mercurio a
causa de la recirculacion enterohepatica de este metal (Norseth y Clarkson,
1971) y a que la cantidad de mercurio principalmente en forma inorganica
no absorbida por el intestino delgado es considerablemente alta (Endo et al.,

2003). El colon tiene un papel fundamental en el balance hidrico, por lo que
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es probable que participe en los sintomas producidos por la exposicién aguda
y crénica a mercurio, los procesos diarreicos y la acumulacion de fluidos
(Bohme et al., 1992). Desde hace tiempo se sabe que los compuestos
mercuriales inducen colitis pseudomembranosa en los seres humanos y
roedores, probablemente mediante la inhibicion de los transportadores de
solutos e iones y por la induccién de la secrecion de cloruros (Béhme et al.,
1992). En esta tesis se ha puesto de manifiesto que las formas mercuriales
también pueden afectar el movimiento del agua a nivel colénico, ya que

producen una reduccién de la expresion proteica de AQP3 y AQP7.

La AQP3, situado en el dominio basolateral de las células epiteliales,
desempefia un papel importante en la regulacion del movimiento del agua en
el colon. Esta acuaporina parece mediar la reabsorcion de agua desde las
heces y su transporte desde el lumen a través de la capa endotelial a los
vasos sanguineos ayudada por la AQP1 (Day et al., 2014). Se ha demostrado
gue la administracion rectal de Hg(l1) en ratas afecta el funcionamiento de la
AQP3 en el colon y causa diarrea (lkarashi et al., 2012). Segun estos autores
hay un incremento del contenido de agua (alrededor de 4 veces) en las heces
de ratas tratadas con mercurio en comparacion con las ratas control. La
modificacion de la actividad de las acuaporinas no estd Unicamente
relacionada con la permeabilidad al agua y el equilibrio osmoético. Se ha
descrito que la AQP3 también tiene una importante funcién en la
proliferacion de los enterocitos. Los ratones deficitarios en esta acuaporina
muestran una proliferacion celular reducida que resulta en una mayor
severidad en el desarrollo de la colitis y provoca una alta mortalidad
(Thiagarajah et al., 2007). Por lo tanto, las lesiones necroticas de la mucosa
gastrica y las Ulceras de estdbmago en ratas expuestas al mercurio (NTP,
1993) podrian ser debidas, en parte, a una proliferacion celular defectuosa

como consecuencia de la regulacion a la baja y/o inhibicién de la AQP3. Asi,
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el tratamiento con mercurio podria afectar a la regeneracion del epitelio

intestinal por su efecto sobre la AQP3.

Ademas del efecto notable sobre las acuaporinas, en el presente estudio
se ha puesto de manifiesto un aumento también destacable de la expresion de
DMT1 en el yeyuno y el colon de las ratas tratadas con Hg(ll). EI DMT1, tal
y como se ha comentado en los capitulos 1 y 2, es un transportador de
cationes divalentes, proton-dependiente, que se encuentra en el dominio
apical de los enterocitos y que es responsable del transporte de cationes
esenciales (Fe, Zn, Mn, Co, Cu y Ni) (Zalups y Koropatnick, 2010). Se ha
apuntado como el principal transportador de hierro no hemo en el intestino
(Morgan y Oates, 2002).

Los estudios en animales relacionan la exposicién a mercurio inorganico
con una disminucién de la concentracion plasmatica de hierro y por lo tanto,
indican que el mercurio puede causar una anemia por déficit de hierro
(Saljooghi y Delavar-Mendi, 2013). La absorcion de hierro desde el intestino
estd regulada por las necesidades sistémicas de este elemento, de modo que
aumenta cuando hay deficiencia de hierro y disminuye cuando hay altos
niveles del mismo. Los niveles de expresién del transportador DMTL, su
distribucion intracelular y su actividad responden muy rapidamente a los
niveles de hierro en la dieta y a los niveles de hierro almacenado (Morgan y
Oates, 2002). De hecho, la expresién duodenal de DMT1 en animales
aumenta cuando hay una deficiencia de hierro (Morgan, 2004). Esta podria
ser la causa del aumento de la expresion del DMT1 intestinal en las ratas
tratadas con mercurio inorgénico. Por otro lado, teniendo en cuenta que se ha
confirmado in vitro la participacion de DMT1 en el transporte de mercurio
inorganico (capitulo 2), la exposicion a mercurio aumentaria no solo la
absorcion de otros cationes divalentes, sino su propio transporte a través del

epitelio intestinal, con las connotaciones toxicoldgicas que esto conlleva.
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Los contenidos proteicos del polipéptido transportador de aniones
organicos OATP1/3 se reducen con el tratamiento con ambas formas
mercuriales. No tenemos conocimiento de estudios previos que investiguen
el efecto del tratamiento con Hg(ll) y CH3Hg sobre la expresion de estos
transportadores a nivel intestinal. Existe, sin embargo, un estudio que
evidencia que el Hg(ll) reduce la expresion del Oatl y Oat3 en el rifion (Di
Giusto et al., 2009). Estos transportadores, situados en la membrana
basolateral de los tlbulos proximales, median el transporte de Hg(ll) unido a
grupos tiol de bajo peso molecular. Por tanto, la reduccion de su expresion
supone una menor entrada de mercurio. Di Giusto et al. (2009) interpretan
esta disminucion de los contenidos proteicos de los Oats como un
mecanismo de defensa desarrollado por la célula para protegerse de la
toxicidad de este elemento traza. EI Oat3 se encuentra en la membrana apical
de las células epiteliales del intestino en ratas (Tirona y Kim, 2002). La
reduccidn observada en esta tesis podria deberse también a un mecanismo de
defensa, si bien no se ha evidenciado que este grupo de transportadores

intervenga en la entrada de las formas mercuriales a nivel intestinal en ratas.

Por otro lado, hay que indicar que la reduccion de este transportador
supondria una disminucion de la absorcion intestinal de los sustratos de esta
familia de transportadores que incluyen un grupo heterogéneo de &cidos
débiles con carga negativa a pH fisiolégico (pK.<7) (Anzai et al., 2006).
Ademas de los sustratos enddgenos (sales biliares, bilirrubina, etc), hay toda
una serie de sustancias exdgenas, la mayoria medicamentos, que se

transportan por esta via (Grandvuinet et al., 2012).

Hay que destacar también el aumento de la expresion del transportador de
aminodcidos LAT1, evidenciado en ratas expuestas a Hg(ll) y CH3Hg. Los
transportadores de aminoacidos del sistema L son responsables del

transporte Na'-independiente de aminoacidos neutros, aromaticos y de
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cadena lineal, entre los que se encuentran algunos aminoacidos esenciales.
LAT1 se considera una proteina de membrana inducible por sustancias tales
como las hormonas, los factores de crecimiento y las interleuquinas, y cuya
expresion sufre regulaciones a la alza en asociacion con procesos que
requieren una elevada sintesis proteica (Ohno et al., 2009), por ese motivo
aumenta en procesos de transformacion celular (Yanagida et al., 2001).
Aunque existen datos que evidencian que la exposicion a mercurio puede
conllevar proliferacion celular (NTP, 1993; Aguado et al., 2013), se trata de
exposiciones de larga duracion. En general, las exposiciones agudas a Hg(11)
y CH3Hg estan relacionadas con una inhibicion de la proliferacion celular
(Shenker et al., 1992; Bose et al., 2012).

También puede haber un aumento de la expresion de LAT1 en procesos
de regeneracion tisular. En concreto se ha demostrado este efecto en ratas
gue presentan ulceraciones gastricas debido a un tratamiento con é&cido
acético (Miyamoto et al.,, 2001). Hay que destacar que en animales
expuestos a mercurio se presentan alteraciones tisulares tales como necrosis
y Ulceras en distintos tramos del tracto gastrointestinal (NTP, 1993). Este
podria ser un motivo de aumento de la expresion del LAT1, cuya posicion en
el tracto gastrointestinal de ratas parece ser apical (Ohno et al., 2009). Por
otro lado, el aumento de la expresion de LAT1 podria afectar el transporte de
mercurio, ya que determinados estudios asocian este transportador de
aminodcidos con el transporte de Hg(ll) y CHs;Hg unidos a grupos tiol de
bajo peso molecular (Aschner et al., 1990; Kerper et al., 1992; Mokrzan et
al., 1995; Simmons-Willis et al., 2002). Por tanto, al igual que ocurre con el
incremento del DMT1, la respuesta tisular para contrarrestar el efecto toxico
del mercurio, podria tener un efecto negativo al favorecer la entrada de
mercurio por aumento de la expresion de un transportador que podria

participar en su transporte apical en ratas.
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CONCLUSIONES

El estudio realizado en este capitulo aporta informacioén novedosa sobre
el efecto de la ingesta de mercurio en la expresién de distintos
transportadores del tracto gastrointestinal y contribuye a la comprension de

los mecanismos celulares de toxicidad gastrointestinal de Hg(Il) y CHzHg.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos se puede inferir que los
desérdenes gastrointestinales descritos en humanos y animales expuestos a
mercurio, podrian deberse al menos en parte a su efecto sobre las
acuaporinas. La reduccion de la permeabilidad osmética del agua en las
células epiteliales debido a una disminucion en la actividad de las
acuaporinas, puede perjudicar el transporte activo del fluido y el equilibrio
osmotico, produciendo una acumulacion de liquido en el lumen y la
consiguiente diarrea. Esta inhibicion de las acuaporinas podria ser el
resultado de: 1) la inhibicion directa de la actividad por su union a los
residuos de cisteina, tal y como han apuntado otros autores, y 2) la
regulacién a la baja principalmente de AQP3 y AQP7, tal y como se ha
demostrado en el presente capitulo. Estos dos efectos no estan

correlacionados pero funcionalmente se refuerzan.

Los cambios observados en los otros transportadores podrian ser debidos
a una respuesta celular para protegerse del dafio producido por la exposicion
al mercurio, al disminuir la entrada del elemento a la mucosa gastrointestinal
(reduccion del OATP) o hacer frente a las demandas sistémicas o celulares
que tienen los animales tratados con el mercurio (aumento del DMT1 y el
LAT1). En este ultimo caso, el aumento de la expresion del DMTL vy el
LAT1 podrian favorecer la entrada del mercurio presente en el lumen al
interior del epitelio gastrointestinal y, por tanto, aumentar el efecto téxico

que este elemento traza pueda ejercer. Finalmente, indicar que las
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modificaciones en la expresion de transportadores (figura 10) pueden afectar
a la absorcion de sus sustratos (cationes divalentes, aminoécidos y &cidos

organicos) y, en consecuencia, al adecuado funcionamiento del organismo.

Son necesarias mas investigaciones para determinar el papel potencial de
la expresion alterada de los transportadores estudiados en la toxicidad del

mercurio en el tracto gastrointestinal y su repercusion a nivel sistémico.
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Figura 10. Efecto de la exposicidn a Hg(ll) y CHsHg en los niveles proteicos de
transportadores del tracto gastrointestinal de ratas.
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Las conclusiones obtenidas en la presente tesis doctoral para cada uno de

los objetivos planteados son las siguientes:

1. Estudio del transporte intestinal de Hg(Il) y CHz;Hg y de los factores que

influyen en el mismo

- Existe una elevada acumulacion celular de ambas formas mercuriales

en las monocapas epiteliales, siendo superior para el CHz;Hg.

- Se ha observado una importante eliminacién del Hg(ll) y CHsHg
acumulado hacia el lado apical (que corresponderia al lumen) y al lado
basolateral (correspondiente a la cavidad serosa) tras la eliminacion

del toxico del medio.

- El transporte en sentido absortivo esta favorecido frente al secretorio

para ambas formas mercuriales.

- El transporte de Hg(Il) es principalmente transcelular y mediado por
portador y en él intervienen mecanismos de transporte activo. En
forma de cloruro, el transportador de cationes DMT1 interviene en el
transporte desde el lado luminal al interior epitelial. Esta participacion
justifica la dependencia de protones y el hecho de que el transporte se
reduzca en presencia de Mn(ll), un sustrato por el que DMT1 presenta
una elevada afinidad. Adicionalmente cuando el Hg(ll) esta unido a L-
Cys puede transportarse por medio del transportador de aminoacidos
b%*, tal y como ponen de manifiesto los ensayos de silenciamiento. La
intervencion de este transportador explica la inhibicion del transporte

en presencia de aminoacidos cationicos.

- El transporte de CH3Hg a través del epitelio se realiza por via
transcelular, principalmente por difusién pasiva a través de la bicapa

lipidica, cuando esta especie mercurial estd en forma de cloruro.
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Cuando esta unida a L-Cys, su paso desde el lumen al interior celular
esta mediado por el transportador de aminoacidos B®*. Este hecho se
corrobora con la inhibicion del transporte en presencia de aminoacidos

y la dependencia de Na®.

- La salida de Hg(ll) y CHzHg hacia la cavidad serosa desde el interior
de la monocapa epitelial disminuye en presencia de aminoacidos y
rifamicina. Este hecho sugiere que el transporte a través del dominio
basolateral emplea los sistemas de transporte de aminoécidos (sistema
L y/o y'L) y algin miembro de la familia de los OATP. La
participacion de los transportadores L e y'L también podria venir
avalada por el aumento de la expresion génica de estos transportadores
en presencia de las distintas formas de mercurio. Este hecho podria
interpretarse como un mecanismo de defensa celular para evitar la

acumulacion intracelular del téxico.

- ElI modelo celular es determinante en la evaluacion del transporte de
ambas formas mercuriales debido a la alta retencién de éstas por parte
del mucus secretado por las células HT29-MTX. Ademas, en
situaciones mas cercanas a las existentes in vivo (presencia de sales
biliares, L-Cys o componentes procedentes de la dieta) se produce una
disminucién de la captacion de ambas especies de mercurio. Todos
estos factores deberian considerarse in vitro para realizar una
evaluacion mas precisa. Ademas pueden ser la base de estrategias para

reducir la exposicion oral al toxico.
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2. Estudios sobre la toxicidad de Hg(ll) y CH3Hg a nivel intestinal.

- Tanto el Hg(Il) como el CH3Hg afectan la viabilidad de las células
epiteliales del intestino a tiempos de exposicion relativamente cortos y
en concentraciones del mismo orden que las encontradas en matrices
alimentarias. Este efecto toxico estd mediado en parte por la
generacion de especies reactivas de oxigeno y/o nitrdégeno. Esto lleva a
un desequilibrio redox, a una pérdida de integridad de membrana
debido a la peroxidacién lipidica y a la pérdida de la homeostasis

celular.

- Los efectos citotoxicos indicados anteriormente son probablemente
los responsables de las modificaciones en la expresion y localizacion
de proteinas del complejo de uniones intercelulares y del
citoesqueleto, y por tanto del consiguiente aumento de la

permeabilidad celular y la pérdida de la funcién barrera.

- Los resultados in vivo han demostrado que ambas formas mercuriales
presentan una alta acumulacién en el tracto gastrointestinal,
confirmando los resultados obtenidos empleando células epiteliales del

intestino.

- Los ensayos in vivo han puesto de manifiesto que existe una
modulacion de la expresion de transportadores presentes en el tracto
gastrointestinal. Existe una regulacion a la baja de las acuaporinas que
puede afectar la permeabilidad del agua y el equilibrio osmético,
produciendo una acumulacion de liquido en el lumen y la consiguiente
diarrea descrita en previos estudios in vivo. Ademas hay un aumento
del transportador DMT1 en presencia de Hg(ll) posiblemente para
compensar las anemias causadas por la exposicion a esta especie, y

una reduccion del OATP3 probablemente para evitar una entrada de
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las formas mercuriales. Asimismo se observa un incremento del LAT1
que podria deberse a una necesidad proteica en un proceso de

regeneracion tisular debido al efecto del mercurio sobre la mucosa.

- Las modificaciones en la expresion de estos transportadores pueden
afectar a la absorcion de sus sustratos (cationes divalentes, iones,
aminodcidos y &cidos organicos) y, en consecuencia, al adecuado

funcionamiento del organismo.
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