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RESUMEN

El arsénico es un metaloide toxico ampliamente distribuido en el medioambiente.
Su forma inorganica [As(IIl) y As(V)] es la mas toxica encontrada en agua y
alimentos. La exposicion a arsénico inorganico, descrita en numerosas zonas del
planeta y que en la actualidad se estima que afecta a 200 millones de personas,
aumenta la incidencia de determinados tipos de céancer y otras patologias no
cancerigenas. Teniendo en cuenta que la principal via de exposicion es la oral, el
tracto gastrointestinal se considera la puerta de entrada de este toxico al
organismo; sin embargo, los estudios para determinar los efectos toxicos del
arsénico inorganico a nivel intestinal son escasos. Esta tesis doctoral tiene como
objetivo evaluar la toxicidad del arsénico inorganico sobre el epitelio intestinal en
diferentes tipos de exposicion in vitro e in vivo, asi como la busqueda de
componentes de la dieta que puedan contrarrestar este efecto toxico. Para tal fin
se han empleado modelos celulares de colon (Caco-2, células procedentes de un
adenocarcinoma y NCM460, linea celular no transformada) y ratones BALB/c.
Como posibles estrategias de reduccion de la toxicidad intestinal de este metaloide

se han ensayado cepas de bacterias lacticas y suplementos dietéticos.

Los estudios in vitro ponen de manifiesto que las exposiciones de corta
duracion a arsénico inorganico (2-24 h) generan un aumento de la liberacion de la
citoquina pro-inflamatoria IL-8 y de la generacion de especies reactivas de
oxigeno y/o nitrogeno en células Caco-2 y NCM460. Esta respuesta
pro-inflamatoria puede ser la responsable de las modificaciones estructurales que
cursan con cambios en los patrones de distribucion de la zonula occludens 1 y de
expresion de la claudina 1, proteinas de las uniones intercelulares que interviene
en el mantenimiento de la estructura del epitelio. Paralelamente a estos efectos se

evidencia una pérdida de la funcion barrera de las monocapas intestinales.

En las exposiciones subcronicas in vitro (7-21 dias), también se pone de
manifiesto una respuesta pro-inflamatoria que se mantiene durante todo el

tratamiento. Esta respuesta viene acompafiada de cambios en el programa de



proliferacion celular y diferenciacion, lo que conduce a un detrimento del proceso
de reparacion celular. Ademas, la exposicion subcronica afecta igualmente a la
estructura epitelial, causando la pérdida de microvellosidades, y a la funcion de
barrera del epitelio intestinal. Estos datos evidencian que la exposicion aguda y
subcrénica a arsénico inorganico puede alterar la homeostasis intestinal, afectando
la capa de la mucosa, que realiza las funciones mas importantes de la pared

intestinal.

Adicionalmente se ha evidenciado in vitro que exposiciones mas prolongadas
(6 meses) favorecen la adquisicion de caracteristicas tumorogénicas en células
NCM460, en parte debido al mantenimiento de la respuesta pro-inflamatoria. En
las células expuestas cronicamente se observa un aumento de la expresion de
CD133, disminucion de la expresion de CDXI1 y CDX2, mayor secrecion de la
metaloproteinasa de matrix MMP-2, modificaciones en el perfil de acetilacion de
la histona H3, aumento de la hiperproliferacion y la formacion de esferas flotantes.
En general, estos datos sugieren que la exposicion de células epiteliales de colon
humano a As(Ill) provoca la adquisicion de caracteristicas de células

transformadas.

Los resultados obtenidos en la exposicion subcronica in vivo confirman los
datos obtenidos in vitro. Esta exposicion genera estrés oxidativo y una respuesta
pro-inflamatoria, evidenciada por una mayor expresion génica y proteica de las
citoquinas IL-1f, IL-2 e IL-6 en el intestino grueso de animales tratados con
As(IIT). Asimismo, se observa un efecto sobre la morfologia del epitelio, con
evidencias de hiperplasia en las criptas. Los tratamientos con arsénico también
reducen la expresion de la mucina 2 y posiblemente la formacion de mucus. Estos
efectos toxicos pueden ser los causantes del aumento de permeabilidad observado
en los animales tratados con arsénico. Este es el primer estudio que evidencia la
pérdida de la funcion barrera del epitelio intestinal in vivo debido a una exposicion

a arsénico inorganico.



Finalmente, los ensayos in vitro para evaluar el papel protector de componentes
de la dieta ponen de manifiesto que determinadas cepas de Lactobacillus y ciertos
suplementos dietéticos modulan la toxicidad que el arsénico inorganico ejerce
sobre el epitelio intestinal. La recuperacion de la funcion barrera y/o de la
capacidad de regeneracion celular tras los tratamientos indica que estas estrategias,
cuya seguridad alimentaria esta probada, podrian emplearse para aminorar los
efectos que ejerce el arsénico inorganico a nivel intestinal, y posiblemente a nivel

sistémico, en poblaciones afectadas.






RESUM

L'arsénic és un metal-loide toxic ampliament distribuit en el medi ambient. La
seva forma inorganica [As(IIl) i As(V)] és la més toxica present en aigua i
aliments. L'exposici6 a arsénic inorganic, descrita en nombroses zones del planeta
i que en l'actualitat afecta a aproximadament 200 milions de persones, augmenta
la incidéncia de determinats tipus de cancer i altres patologies no cancerigenes.
Tenint en compte que la principal via d'exposicio és 1'oral, el tracte gastrointestinal
es considera la porta d'entrada d'aquest toxic a l'organisme; no obstant aixo, els
estudis per determinar els efectes toxics de I'arsénic inorganic a nivell intestinal
son escassos. Aquesta tesi doctoral t€ com a objectiu avaluar la toxicitat de
l'arsénic inorganic en l'epiteli intestinal en diferents tipus d'exposicio in vitro i
in vivo, aixi com la cerca de components de la dieta que puguin contrarestar aquest
efecte toxic. Per a tal fi s'han emprat models cel-lulars de colon (Caco-2, cél-lules
procedents d'un adenocarcinoma i NCM460, linia cel-lular no transformada) i
ratolins BALB/c. Com a possibles components pal-liatius de la toxicitat d'aquest

metal-loide s'han assajat soques de bacteris lactics i suplements dietétics.

Els estudis in vitro posen de manifest que les exposicions de curta durada a
arsénic inorganic (2-24 h) generen un augment de l'alliberament de la citocina
pro-inflamatoria IL-8 i un augment de la generaci6 d'especies reactives d'oxigen
i/0 nitrogen en c¢l-lules Caco-2 i NCM460. Aquesta resposta pro-inflamatoria pot
ser la responsable de les modificacions estructurals que cursen amb canvis en els
patrons de distribucio de la zonula occludens 1 i1 d'expressio de la claudina 1,
proteines de les unions intercel-lulars que intervenen en el manteniment de
'estructura de l'epiteli. Paral-lelament a aquests efectes s'evidencia una pérdua de

la funcio barrera de les monocapes intestinals.

En les exposicions subcroniques in vitro (7-21 dies), també es posa de manifest
una resposta pro-inflamatoria que es manté durant tot el tractament. Aquesta
resposta ve acompanyada de canvis al programa de proliferacio cel-lular i

diferenciacio, la qual cosa condueix a un detriment del procés de reparacid



cel-lular. A més, 1'exposicio subcronica afecta igualment a 1'estructura epitelial,
causant la pérdua de microvellositats, i a la funci6 de barrera de 'epiteli intestinal.
Aquestes dades evidencien que I'exposici6 aguda i subcronica a arsénic inorganic
pot alterar I'homeostasi intestinal, afectant la capa de la mucosa, que realitza les

funcions més importants de la paret intestinal.

Addicionalment s'ha evidenciat in vitro que exposicions més perllongades
(6 mesos) afavoreixen 'adquisici6 de caracteristiques tumorogéniques en cél-lules
NCM460, possiblement hagut d'en part al manteniment de la resposta
pro-inflamatoria. En les cél-lules exposades cronicament s'observa un augment de
I'expressio de CD133, disminucié de 'expressié de CDX1 i CDX2, major secrecio
de metaloproteinasa de matriu MMP-2, modificacions en el perfil d’acetilacié de
I’histona H3, augment de la hiperproliferacio i la formacié d'esferes flotants. En
general, aquestes dades suggereixen que I'exposicio de cel-lules epitelials de colon

huma a As(II) provoca l'adquisici6 de caracteristiques de cel-lules transformades.

Els resultats obtinguts en I'exposici6 subcronica in vivo confirmen les dades
obtingudes in vitro. Aquesta exposicid genera estrés oxidatiu i una resposta
pro-inflamatoria, evidenciada per una major expressid genica i proteica de les
citocines IL-1B, IL-2 i IL-6, en l'intesti gros d'animals tractats amb As(IIl). Aixi
mateix, s'observa un efecte directe sobre la morfologia de I'epiteli, amb evidéncies
d'hiperplasia en les criptes. Els tractaments amb arsénic també redueixen
l'expressio de la mucina 2 i possiblement la formacié de mucus. Aquests efectes
toxics poden ser els causants de 1'augment de permeabilitat observat en els animals
tractats amb arsénic. Est és el primer estudi que evidencia la pérdua de la funcio

barrera de I'epiteli intestinal in vivo a causa d'una exposicid a arsénic inorganic.

Finalment, els assajos in vitro per avaluar el paper protector de components de
la dieta posen de manifest que determinades ceps de Lactobacillus i certs
suplements dietétics modulen la toxicitat que 1'arsénic inorganic exerceix sobre
I'epiteli intestinal. La recuperacié de la funcié barrera i/o de la capacitat de

regeneracio cel-lular després dels tractaments indica que aquestes estratégies, la



seguretat alimentaria de les quals esta provada, podrien emprar-se per minorar els
efectes que exerceix 1'arsénic inorganic a nivell intestinal i possiblement a nivell

sistémic en poblacions afectades.






ABSTRACT

Arsenic is a toxic metalloid widely distributed in the environment. Its inorganic
form [As(III) and As(V)] is the most toxic form found in water and food. Human
exposure to inorganic arsenic, described in numerous areas of the planet and that
currently affects approximately 200 million people, increases the incidence of
certain types of cancer and other non-cancer pathologies. Taking into account that
the main route of the arsenic exposure is oral, the gastrointestinal tract is
considered the entry of this contaminant into the organism; however, studies to
determine the toxic effects of inorganic arsenic at the intestinal level are scarce.
This thesis aims to evaluate the toxicity of inorganic arsenic in the intestinal
epithelium in different types of exposure in vitro and in vivo, as well as the search
for dietary components that can counteract this toxic effect. For this purpose,
human cellular models of colon (Caco-2, cells from an adenocarcinoma and
NCM460, a non-transformed cell line) and BALB/c mice were used. Strains of
lactic acid bacteria and dietary supplements have been tested as possible strategies

to reduce the toxic effect of the metalloid.

In vitro studies show that acute exposures to inorganic arsenic (2-24 h)
generates an increase in the release of the pro-inflammatory cytokine IL-8 and in
the generation of reactive oxygen species and/or nitrogen in Caco-2 and NCM460
cells. This pro-inflammatory response may be responsible for the structural
modifications that occur with changes in the distribution patterns of zonula
occludens 1 and in the expression of claudin 1, proteins of the intercellular
junctions involved in the maintenance of the structure of the epithelium. In
addition to these effects, a loss of the barrier function of the intestinal monolayers

is evidenced.

In the subchronic exposures in vitro (7-21 days), a pro-inflammatory response
is also observed, and it is maintained throughout the treatment. This response is
accompanied by modifications in the cell proliferation and differentiation

program, which leads to an impairment of the cell repair process. Subchronic



exposure also affects the epithelial structure, causing loss of microvilli, and the
barrier function of the intestinal epithelium. These data show that acute and
subchronic exposure to inorganic arsenic can alter intestinal homeostasis,
affecting the mucosal layer, which performs the most important functions of the

intestinal wall.

Additionally, it has been demonstrated in vitro that chronic exposures
(6 months) stimulate the acquisition of tumorigenic characteristics in NCM460
cells, possibly due to the maintenance of the pro-inflammatory response. In cells
chronically exposed, an increase in CD133 expression, a downregulation of CDX1
and CDX2 expression, an increase of the matrix metalloproteinase MMP-2
secretion, modifications in the histone H3 acetylation profile, an increase in the
hyperproliferation and the formation of free-floating spheres were observed. In
general, these data suggest that chronic exposure of human colon epithelial cells

to As(III) causes the acquisition of transformed cell characteristics.

The results obtained in subchronic exposure in vivo confirm the data obtained
in vitro. This exposure generates oxidative stress and a pro-inflammatory
response, evidenced by a higher gene and protein expression of the cytokines
IL-1B, IL-2 and IL-6, in the large intestine of animals treated with As(IIl). In
addition, a modification on the epithelium morphology is observed, with
hyperplasia of the crypts. Arsenic treatments also reduce the expression of mucin
2 and possibly the formation of mucus. These toxic effects may be the cause of
the increased permeability observed in animals treated with arsenic. This is the
first study that demonstrates the loss of the intestinal epithelial barrier function in

vivo due to exposure to inorganic arsenic.

Finally, in vitro assays to evaluate the protective role of dietary components
show that certain strains of Lactobacillus and certain dietary supplements
modulate the toxicity exerted by the inorganic arsenic on the intestinal epithelium.
The recovery of the barrier function and/or the capacity of cell regeneration after

treatments indicate that these strategies, whose food safety has been proven, could



be used to reduce the toxic effects exerted by inorganic arsenic at intestinal level

and possibly at systemic level in affected populations.
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Introduccion

1. Caracteristicas generales del arsénico

El arsénico es un elemento quimico perteneciente al grupo de los metaloides, su
simbolo es As y su nimero atomico 33. Es uno de los 22 elementos conocidos
que se componen de un solo nucleido estable (As’), con un peso atomico de 74.
Sus valencias en la naturaleza son -3, 0, +3 y +5. Los estados de oxidacion
predominantes bajo condiciones reductoras y oxigenadas son el arsenito [As(I1I)]

y el arseniato [As(V)], respectivamente (IARC, 2012).

Este metaloide se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza, donde
forma parte de mas de 200 minerales. Aproximadamente un tercio del flujo
atmosférico del As ocurre por causas naturales, debido a las erupciones
volcanicas y la erosion de rocas que movilizan el As de los minerales. Ademas,
la actividad humana relacionada con el uso del As (apartado 2, introduccion),
también puede causar la dispersion de este elemento en el medioambiente. El
flujo de As permite su dispersion y también favorece su transformacion, debido
a la accion microbiana y de organismos superiores, dando lugar a una serie de
formas organicas. En la tabla 1 se detallan las formas arsenicales mas comunes

(EFSA, 2009).

En el afio 2000, la Agencia de Registro de Sustancias Toxicas y Enfermedades
(ATSDR) clasificé al As como una de las 20 sustancias méas peligrosas presentes
en el medio ambiente (ATSDR, 2000), siendo la forma inorganica [As(IIl) y
As(V)], y sus metabolitos trivalentes [acido monometilarsonioso, MMA(III) y
acido dimetilarsinioso, DMA(III)] las formas mas toxicas (apartado 5,

introduccion).
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Tabla 1. Formas arsenicales mas comunes (EFSA, 2009).

Especie inorganicas (As-i) Férmula

Arsenito, As(IIT) As(O)s

Arseniato, As(V) 0=As(0)3

Especie organicas Férmula

Acido monometilarsonico, MMA(V) CH3AsO(0O):2

Acido monometilarsonioso, MMA(III) CH3As(0):2

Acido dimetilarsinico, DMA(V) (CH3)2As0(0")

Acido dimetilarsinioso, DMA(III) (CH3)2A50

Oxido de trimetilarsina, TMAO (CH3)3AsO

Ion tetrametilarsonio, TMA™* (CHs)sAs*
Arsenobetaina, AB (CH3)3As"CH2C00~
Trimetilarsoniopropionato, TMAP (CH3)3As"CH2 H2.COO™
Arsenocolina, AC (CH3)3As"CH2CH20H
Acido monometilmonotioarsénico, MMMTA(V)  [CH3As(0)S]

Acido dimetilmonotioarsinico, DMMTA(V) [(CH3)2As(0)S]
Acido dimetilditioarsinico DMDTA(V) [(CH3)2AsS2]

Arsenolipidos

(CH3)2AsO(CH2)140COH]

Arsenoazucares dimetilados OH
Y=-OH; (CHa)AsTCHy, 0. ,O~CH,CHCH,Y
-OPO;HCH2CH(OH)CH20H
-SOsH
“0SOsH OH OH

2. Usos del arsénico

El As se ha utilizado comercialmente durante siglos. En la industria, el As
elemental se emplea en la fabricacion de aleaciones, principalmente asociado con

plomo y cobre. El arseniuro de galio (GaAs) es un compuesto ampliamente
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utilizado en las industrias de semiconductores y electronica. Otros usos incluyen
la fabricacion de pigmentos y conservantes de cuero, su uso en catalizadores,
pirotecnia, pinturas, ceramica, soldaduras de automoéviles y radiadores, y en

electrofotografia (IARC, 2012).

En la agricultura, el As se ha utilizado como ingrediente en pesticidas,
herbicidas, insecticidas, desecantes de algodon, defoliantes y esterilizantes del
suelo. En 2009, la Agencia de Proteccion Ambiental de EEUU (U.S. EPA) emiti6
una orden para la eliminacion del uso de pesticidas arsenicales organicos antes
de 2013 (U.S. EPA, 2009). La tnica excepcion a la orden es el uso del
metanoarsonato monosodico (MSMA), un herbicida que sigue estando aprobado
para su uso en la produccion de algodoén. Ademas, otras formas organicas
(roxarsone, acido p-arsanilico y sus derivados) se utilizan como aditivos para
aumentar la tasa de crecimiento y engorde, mejorar la pigmentacion y tratar y

prevenir enfermedades infecciosas en aves de corral y cerdos (IARC, 2012).

En medicina, el tonico de Fowler (solucion de arsenito de potasio 1%) se
empled en el tratamiento de la psoriasis y el asma bronquial crénico y como
antibiotico para el tratamiento de infecciones por espiroquetas y protozoos desde
el siglo XVIII hasta la década de los 70 del siglo pasado (Silva, 2013). A pesar
del abandono del As en el tratamiento de ciertas enfermedades para las que en la
actualidad existen farmacos mas efectivos y seguros, en los tltimos afios se ha
evidenciado la utilidad del trioxido de As (Trisenox®™) para el tratamiento de
determinadas leucemias, especialmente la leucemia promielolitica aguda o el

sindrome mielodisplasico (List ef al., 2003; Mathews et al., 2010).

En la medicina tradicional oriental, el As continla siendo un componente
esencial, especialmente el rejalgar (sulfuro de As). Sus preparaciones se emplean
para tratar la psoriasis, sifilis, asma, reumatismo, hemorroides y también se

recetan como tonico analgésico, antiinflamatorio y como tratamiento para
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algunos tumores malignos. Algunos estudios han reportado concentraciones muy
elevadas de As (hasta 114 g/kg) en productos en base a hierbas tradicionales

chinas, comercializados en EEUU y Holanda (Ko, 1999; Martena et al., 2010).

3. Fuentes de exposicion humana a arsénico

El aire y el suelo se pueden considerar formas minoritarias de exposicion a As
inorganico (As-i), siendo la ruta mas importante de exposicion humana la

derivada del consumo de alimentos y agua de bebida.

3.1. Exposicion a través del aire y el suelo

Los niveles de As en el aire varian en un rango muy amplio. La Comision Europea
(2000) ha reportado niveles menores a 1 ng/m’ en 4reas remotas, entre
0.2-1.5 ng/m® en 4reas rurales y de aproximadamente 50 ng/m® en zonas cercanas
a industrias. La inhalacion de As es una via de exposicion puntual, restringida a
exposiciones ocupacionales o a individuos que viven proximos a zonas donde la
concentracion de As en la atmosfera es elevada. En Europa, el aire contribuye a
menos del 1% de la exposicion, incluso para personas que viven en areas

industrializadas (Comision Europea, 2000).

La concentracién de As en el suelo también varia ampliamente, oscilando
entre 1-40 mg/kg, con un nivel medio de 3-4 mg/kg (ATSDR, 2000). E1 As en el
suelo se presenta mayoritariamente en la forma inorgéanica, excepto en areas
donde el As organico ha sido empleado con motivos agricolas. Aunque el uso de
pesticidas con As ha sido limitado, se estima que millones de hectareas de campos
siguen contaminadas (Hughes er al., 2011). Ademas, en los suelos cercanos a
minas y plantas de fundicion, también pueden existir niveles elevados en suelos.

Williams et al. (1998) reportan concentraciones de hasta 12 g/kg en un area
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minera de Tailandia y Razo et al. (2004) muestran contenidos de hasta 17 g/kg

en suelos contaminados por actividad minera en México.

La exposicion humana a As a través del suelo ocurre principalmente por
ingestion accidental. Ademas de tratarse de ingestas poco habituales, se ha
evidenciado que la biodisponibilidad (cantidad del téxico que llega a Ia
circulacion sistémica tras la ingesta) del As presente en los suelos es inferior al
50% (Roberts et al., 2002; Carrizales et al., 2006), por lo tanto son ingestas que
en principio no revisten riesgo. Otra forma potencial de exposicion a As a través
del suelo es la absorcion de este elemento por la piel (Hughes et al., 2011). En
ambos casos, los nifios son la poblacién con mayor riesgo. Hwang et al. (1997),
en un estudio conducido en Montana (EEUU), muestran que el contenido de As
en la orina de nifios esta positivamente correlacionado con la concentracion de

As en el suelo.

3.2. Exposicion a través del agua

Por lo general, el As estd presente naturalmente en aguas en concentraciones
menores a 1-2 pg/L. Sin embargo, las concentraciones de As son mas elevadas
en aguas subterraneas cercanas a depositos minerales de sulfuro o depdsitos
sedimentarios derivados de rocas volcanicas, donde pueden alcanzarse 12 mg/L
(OMS, 2017). Las especies arsenicales encontradas en agua incluyen As(III),
As(V), MMA(V), MMA(III), DMA(V), DMA(III) y TMAO (IARC, 2004). La
principal forma arsenical presente en el agua es el As(V), existiendo mayores
niveles en pozos profundos (> 15 m) que superficiales (Harvey et al., 2002; Polya

et al., 2005; Agusa et al., 2009).

La exposicion humana a As a través del agua de bebida es la principal via de
exposicion en zonas con arsenicismo cronico endémico. La Organizacion

Mundial de la Salud (OMS) establece un nivel maximo recomendable de 10 ug/L
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de As en el agua de bebida, sin embargo se estima que aproximadamente
200 millones de personas consumen diariamente agua con concentraciones
superiores a las recomendadas (OMS, 2017). Solamente en América Latina,
Castro de Esparza (2008) estima que al menos 4.5 millones de personas estan
expuestas al agua de bebida con concentraciones superiores a 50 pug/L de As. Sin
embargo, si se considera el limite de 10 pg/L establecido por la OMS, el numero

de personas potencialmente expuestas aumentaria a alrededor de 14 millones.

En la tabla 2 se puede observar la concentracion de As en aguas subterraneas
y la totalidad de la poblacion potencialmente expuesta en diferentes continentes
(Nordstrom, 2002). Los paises mas afectados se encuentran en Asia meridional y
América Latina (Bundschuh et al., 2012; George et al., 2014; Yunus et al., 2016).
Los valores de ingesta de As-i en algunos de estos paises pueden superar la
ingesta maxima recomendada por el Comité¢ Mixto FAO/OMS de Expertos en
Aditivos Alimentarios (JECFA) (BMLD: 3.0 pg/kg peso corporal (pc)/dia,
JECFA, 2010). De hecho, en Bengala Occidental (India), Roychowdhury et al.
(2003) reportan ingestas diarias de As que varian entre 351-801 pg, similares a
las reportadas en Bangladesh (43-500 pg As/dia; Ohno et al., 2007). En estos
paises, los alimentos cocinados con agua contaminada también presentan
elevados contenidos de As-i (Bae et al., 2002; Ackerman et al., 2005). Esta fuente
de exposicion normalmente no se considera en muchos de los estudios
epidemiologicos; sin embargo, puede llegar a representar porcentajes importantes

del As ingerido (> 40%) (Calatayud et al., 2008).
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Tabla 2. Concentracion de As en aguas subterraneas (Nordstrom, 2002).

Pais/regién 'Poblaci()n Concentracién
potencialmente expuesta (ng/L)
Alemania L <10a 150
Argentina 2000000 <1a9900
Bangladesh 30000000 <1a2500
Bengala Occidental (India) 6000000 <10a 3200
Bolivia 50000 .
Brasil o 0.4a350
Chile 400000 100 a 1000
EEUU y Canada o <1a>100000
Espana >50000 <1al00
Ghana <100000 <lal75s
Grecia 150000 .
Hungria, Rumania 400000 <2al76
Meéxico 400000 8a 620
Mongolia interior 100000 a 600000 <1a2400
Reino Unido . <1a80
Tailandia 15000 1 a>5000
Taiwan 100000 a 200000 10 a 1820
Vietnam >1000000 123050
Xinjiang, Shanxi >500 40 a 750

3.3. Exposicion a través de los alimentos

En paises donde no hay contaminacion endémica por As, los alimentos son la
principal fuente de exposicion a As-i. Los factores que influyen en la
concentracion y forma de As en alimentos incluyen: tipo de alimento, condiciones
de cultivo (tipo de suelo, agua de regadio, uso de pesticidas con As) y técnicas de

procesamiento (IARC, 2012).
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El contenido de As total es particularmente notable en ciertos productos
pesqueros. Los mariscos pueden presentar niveles elevados de As total
(1.2-26.2 mg/kg) (Muioz et al., 2000; Falco et al., 2006; Sloth y Julshman, 2008;
Rangkadilok ef al., 2015). En pescados, la concentracion de As total usualmente
no supera 5 mg/kg (Mufioz et al., 2000; Ruttens et al., 2012). Sin embargo,
Julshamn et al. (2012) reportan concentraciones de hasta 100 mg/kg en muestras
de bacalao del Artico noroeste. El pescado enlatado, generalmente presenta
concentraciones inferiores a 1 mg/kg (dos Santos et al., 2009; Olmedo et al.,

2013).

La forma arsenical predominante en pescados y mariscos es la arsenobetaina
(AB), que se considera practicamente inocua. Ademas, los pescados y mariscos
generalmente presentan bajas concentraciones de As-i (< 0.2 mg/kg) (Muioz et
al., 2000; Uneyama et al., 2007; Julshamn et al., 2012; Copat et al., 2013). Por
lo tanto, aunque el contenido total de As puede ser elevado, el consumo de estos

alimentos no se considera un riesgo para los consumidores.

Dentro del grupo de alimentos de origen marino, el contenido de As total
encontrado en algas es especialmente notable, variando entre 1.84-149 mg/kg
peso seco (ps) (Almela et al., 2006; Rose et al., 2007; Khan et al., 2015). Las
formas arsenicales predominantes en la mayoria de las algas son los
arsenoazucares, representando usualmente mas del 70% del As total (Lai et al.,
1997). Una excepcion es el alga parda Hizikia fusiforme, en la cual se han
detectado sistematicamente altas concentraciones de As-i, algunas veces
superiores a los 100 mg/kg ps (Almela et al., 2006; Rose et al., 2007; Besada et
al., 2009).

En los alimentos de origen terrestre, son notables las concentraciones de As
encontradas en setas comestibles y arroz. Se han descrito concentraciones

elevadas en setas del género Laccaria (1.8-163 mg/kg ps) (Slekovec y Irgolic,
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1996; Vetter, 2004; Zhang et al., 2015). Los datos de especiacion han revelado
que en este tipo de alimento pueden existir una amplia variedad de formas
arsenicales, pudiendo el As-i llegar a constituir la especie arsenical mayoritaria

(Llorente-Mirandes et al., 2014; Nearing et al., 2014).

El arroz es el alimento de origen terrestre mas estudiado por ser un
componente basico de la dieta y por tanto uno de los que mas contribuyen a la
exposicion dietética a As-i. Los contenidos de As encontrados en arroz son mas
elevados que en otros cereales (0.030-2.05 mg/kg) (Xie y Huang, 1998;
Heitkemper et al., 2001; Williams et al., 2005; Mihucz et al., 2007; Rahman et
al., 2009). El As-i representa porcentajes muy variables de As total (27-93%)
(Williams et al., 2005; Torres-Escribano et al., 2008; Zavala et al., 2008). En los
productos derivados del arroz tales como el miso, amasake, leche de arroz y
alimentos infantiles, el As-i representa 63-90% del As total (Signes-Pastor et al.,

2009; Sun et al., 2009).

La legislacion existente en la mayoria de paises limita el contenido de As total
en algunos alimentos, pero son escasas las legislaciones que limitan el contenido
de As-i. La Union Europea ha establecido recientemente un limite méaximo de
As-i en arroz y productos derivados del arroz (Reglamento CE, 2015) (tabla 3).
En 2016, EEUU establecio, en paralelo con la Union Europea, un limite de
0.1 mg/kg de As-i para arroz destinado a alimentacion infantil (FDA, 2016).
China establece, por el contrario, limites para un amplio rango de alimentos, con
un nivel maximo permitido en arroz (0.15 mg/kg) inferior al propuesto por la UE

(GB2762, 2014).
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Tabla 3. Niveles maximos de As-i en arroz y derivados permitidos en Europa.

Alimento As-i (mg/kg)
Arroz elaborado (pulido o blanco), no vaporizado 0.20
Arroz vaporizado y arroz descascarillado 0.25
Tortitas, obleas, galletitas y pasteles de arroz 0.30

Arroz destinado a la produccion de alimentos para

lactantes y nifios de corta edad 0.10

En Europa, la exposicion a As-i oscila entre 0.13-0.56 pg/kg pc/dia
(equivalente a 8.5-36.4 pg/dia para un adulto de 65 kg de pc), siendo los cereales,
el agua embotellada, el café, la cerveza, el arroz, los pescados y los vegetables
los mayores contribuyentes (EFSA, 2009). La ingesta de As-i reportada en Japon
es similar a la europea (aproximadamente 24 pg/dia); con los cereales y las algas
representando el 90% de la ingesta de As-i en adultos (Oguri et al., 2014). Yost
et al. (1998) reportan una ingesta inferior de As-i para EEUU (8.3-14 pg/dia) y
Canada (4.8-12.7 ng/dia). Todas estas ingestas estan por debajo del BMDL
propuesto para As-i; sin embargo, algunos informes indican que ciertos grupos
poblacionales pueden estar en riesgo. La Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA) advierte que los consumidores extremos de arroz y
productos derivados de algas podrian ser uno de estos grupos de riesgo (EFSA,

2009).

4. Toxicocinética del arsénico

Los estudios en animales muestran que la mayoria del As-i ingerido se absorbe.
Juhasz et al. (2006) reportan una biodisponibilidad en cerdos muy elevada para
As(IIT) (103.9 + 25.8%) y As(V) (92.5 +22.3%). En monos, la biodisponibilidad
absoluta estimada para As(V) es también considerable (74.4 + 4.7%) (Roberts et
al., 2002).

12
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La distribucion del As en sangre es la principal forma de transporte a los
distintos organos y su eliminacién de la misma es un proceso relativamente
rapido. Las especies inorganicas de As se unen a grupos sulthidrilo de proteinas
y moléculas de bajo peso molecular como el glutation (GSH) (Vahter, 2002), y
asi se distribuyen a los 6rganos. El As-i se acumula principalmente en rifiones,
higado, vejiga, piel y pulmones. Los niveles de retencion en los organos de
animales expuestos a As(IIl) son superiores (2-25 veces) a los observados para

As(V) (U.S. EPA, 2009).

El As-i se transforma principalmente en el higado por la accion de la enzima
As (estado de oxidacion +3) metiltransferasa (As3MT), en una serie de
metabolitos mono y dimetilados con estados de oxidacién +3 y +5, que pueden
estar ligados a grupos tiol (Thomas ef al., 2007). Las formas dimetiladas (DMA)
son los productos finales de este proceso en humanos. Se ha evidenciado que el
perfil de metabolitos acumulados depende de la duracion del tratamiento. Tras
una Unica dosis oral de As(V) (0.5 mg As/kg), el DMA es la forma predominante
en el higado de ratones (Kenyon et al., 2005). Las exposiciones continuadas, sin
embargo, conllevan una reduccién de la proporcion de DMA en 6rganos y un
aumento de la de As-i, probablemente debido a una saturacion del proceso

metabolico (Hughes et al., 2003).

El As-i se excreta principalmente por la orina, siendo el DMA la especie
mayoritaria (60-80%), seguida por el As-i (10-30%) y el MMA (10-20%) (Vahter
et al., 1995). Un elevado metabolismo favorece la excrecion urinaria del
metaloide (Vahter, 2002). La presencia de elevadas cantidades de DMA en la
orina indica un progreso adecuado del proceso metabolico. Contrariamente, la
presencia de cantidades superiores a las habituales de MMA o de As-i, indican

una menor tasa de metabolismo.
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5. Toxicidad del arsénico

La toxicidad del As depende de su forma quimica, de la dosis, frecuencia y
duracién de su exposicion, asi como de la edad, género, estilo de vida, factores
nutricionales y genéticos del individuo expuesto y de su microbiota intestinal
(Tchounwou et al., 2003; Mitra et al., 2004; Hernandez y Marcos, 2008; Chi et
al., 2018).

En lineas generales, el As-i es la forma mas toxica encontrada en agua y
alimentos. Las formas organicas AB, arsenocolina (AC) y 6xido de trimetilarsina
(TMAO) se consideran practicamente inocuas. El ion tetrametilarsonio (TMA™)
presenta un grado de toxicidad similar al de las formas mono y dimetiladas,
MMA(V) (4cido monometilarsénico) y DMA(V) (&cido dimetilarsinico). Los
metabolitos trivalentes del As-i presentan una toxicidad similar [DMA(III)] o

superior [MMA(III)] a la del As(III) (Styblo et al., 2000).

El As-i estd considerado un carcinégeno para el hombre, mientras que el
DMA(V) se clasifica como probable cancerigeno (IARC, 2012). Numerosos
estudios epidemioldgicos han relacionado la exposicion a As-i con un aumento
de la incidencia de cancer de pulmoén, vejiga, piel, rifion e higado (Chen et al.,
1988; Hopenhayn-Rich et al., 1996; Hopenhayn-Rich et al., 1998; Ferreccio et
al., 2000; Karagas et al., 2001; Bates et al., 2004). También se ha asociado la
exposicion cronica a As-i a varias patologias no cancerigenas, como lesiones en
la piel (Ahsan ef al., 2006), enfermedades respiratorias (Mazumder et al., 2000)
y cardiovasculares (Mumford et al., 2007), diabetes tipo II (Lai et al., 1994) y
retrasos en el desarrollo neuroconductual en la poblacion infantil (Tyler y Allan,

2014).
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5.1. Toxicidad gastrointestinal

Teniendo en cuenta que la principal via de exposicion humana al As-i es la oral,
el tracto gastrointestinal es la puerta de entrada de este toxico al organismo. Sin
embargo, existen escasos estudios sobre el efecto de este metaloide a nivel

gastrointestinal.

En macacos Rhesus expuestos subcronicamente a As(III) (7.5 mg/kg pc/dia),
se observan signos de inflamacion aguda y hemorragia del intestino delgado
(Heywood y Sortwell, 1978). Exposiciones prolongadas (104 semanas) en
roedores a MMA(V) (10-1000 mg/L), uno de los metabolitos del As-i, ponen de
manifiesto que el intestino grueso es uno de los 6rgano diana de esta especie
arsenical (Arnold et al., 2003). En general se evidencian engrosamientos de la
pared gastrointestinal, edemas, hemorragias y necrosis, ulceraciones o
perforaciones de la mucosa del intestino grueso; asi como un aumento
significativo de la incidencia de metaplasia escamosa de las células epiteliales del

colon y recto.

En humanos, las exposiciones agudas estan relacionadas con gastroenteritis,
diarreas hemorragicas, nausea, vomitos y otros trastornos gastrointestinales
(Uede y Furukawa, 2003; Pimparkar y Bhave, 2010). Los sintomas
gastrointestinales en exposiciones cronicas son similares a los observados en
exposiciones agudas, aunque mas moderados. En poblaciones expuestas
cronicamente a As-i a través del agua de bebida se han puesto de manifiesto
sintomas de dispepsia, gastroenteritis, dolor abdominal y diarrea cronica
(Borgoio et al., 1977, Majumdar et al., 2009; Guha Mazumder y Dasgupta,
2011). Chen et al. (1985) evidencian incluso mayor prevalencia de cancer de
colon en una poblacion expuesta a altas concentraciones de As-i en el agua de

bebida (0.35-1.14 mg/L) en un estudio epidemioldgico realizado en Taiwan.
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Los estudios in vitro han mostrado que hay un importante efecto del As-iy
sus metabolitos trivalentes en células humanas de epitelio colonico. Nakagawa et
al. (2002) reportan que la exposicion de As(IIl) induce una supresion del
crecimiento celular y aumenta la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) en las lineas celulares SW480, DLD-1 y COLO201. En células Caco-2, la
exposicion a As(Ill), MMA(II) y DMA(II) genera una respuesta
pro-inflamatoria (aumento de las citoquinas IL-6 e IL-8 y del factor de necrosis
tumoral TNFa) que se traduce en un aumento de la permeabilidad de 1a monocapa
epitelial (Calatayud et al., 2013, 2014) . También se ha evidenciado en este tipo
celular un aumento de la produccién de ROS y modificaciones en el ciclo celular
(Laparra et al., 2008). Todos estos estudios, que hacen referencia a exposiciones
agudas a dosis relativamente altas, indican que las células intestinales pueden ser
diana de la toxicidad del As-i debido a la generacion de estrés oxidativo y una

respuesta pro-inflamatoria.

5.2. Mecanismos de toxicidad

Los mecanismos de toxicidad de este metaloide son variados y dependen de su
forma quimica. El As(Ill) se une a los grupos tiol de numerosas proteinas,
inactivandolas. Se ha evidenciado que inhibe la actividad de la piruvato
deshidrogenasa, lo que resulta en una menor conversion del piruvato a acetil
coenzima A y, por tanto, una disminucién de la produccion celular de ATP
(Bergquist et al., 2009). También se ha demostrado la capacidad del As(Ill) de
afectar el citoesqueleto celular por interaccion con los grupos tiol de la tubulina
y de las proteinas asociadas al microtubulo, hecho que afecta, entre otros
procesos, el de mitosis celular (Zhao ef al., 2012). Ademas, altera la funcion de
varias enzimas y moléculas de sefializacion, influyendo notablemente en la

expresion génica (Miller et al., 2002). El tratamiento con As(IIl) da como
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resultado la activacion de las tres rutas principales de las proteinas quinasas
activadas por mitogenos (MAPK): ERK, JNK y p38 (Cavigelli et al., 1996). Esta
activacion de MAPK podria explicar la capacidad del As(Ill) para actuar como

promotor tumoral.

El estrés oxidativo es el mecanismo de toxicidad del As-i mas ampliamente
estudiado (Flora, 2011). Estudios in vitro han demostrado que la exposicion a
As(IIT) induce la formacion de ROS en células humanas de pulmoén (Li ef al.,
2002), vejiga (Eblin et al., 2006), higado (Moore et al., 2010) y colon (Nakagawa
etal.,2002; Laparra et al., 2008). Wu et al. (2001) muestran que la concentracion
de As en sangre esta correlacionada positivamente con la concentracion de ROS
y negativamente con la capacidad antioxidante en plasma de individuos expuestos

cronicamente a As.

Los datos bibliograficos sugieren que el anion superoxido (O, ™) es la principal

especie inducida por As y que la formacion de O>™ conduce a la generacion de
otras ROS como H;O, y ‘'OH (Shi et al., 2004). Los mecanismos implicados en
la generacion de ROS por el As(Ill) son variados. Su efecto sobre las diferentes
rutas de sefializacion, es sin lugar a duda, una de las causas del desequilibro redox
celular. Varios estudios también apuntan al papel de la activacion de la NADPH
oxidasa en la generacion de ROS en células expuestas a As(IIl) (Smith et al.,
2001; Chou et al., 2004). Por otro lado, esta forma arsenical afecta directamente
la maquinaria antioxidante celular. Se ha puesto de manifiesto que el As(III)
reduce la sintesis de GSH e inactiva enzimas antioxidantes como la catalasa o la
superdxido dismutasa (SOD) (Banerjee et al., 2009). Otro posible mecanismo
implicado en la generacion de ROS es la liberacion de hierro (Fe) de la ferritina,
puesto de manifiesto en exposiciones a los metabolitos dimetilados del As-i
(Ahmad et al., 2000). Este Fe libre juega un papel central en la generacion de

especies altamente reactivas de oxigeno, ya que promueve la conversion de O,
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y H20; a ‘OH a través de la reaccion de Haber-Weiss. El efecto del As-i sobre las
rutas de sefializacion, anteriormente mencionado, puede ser debido a su accion
directa y/o a la accion de las especies reactivas que genera. Se ha evidenciado que
las ROS y las RNS (especies reactivas de nitrogeno) pueden afectar moléculas de
numerosas rutas de sefalizacion (NF-kB, MAPKSs, Keapl-Nrf2-ARE y PI3K-
Akt) (Zhang et al., 2016).

El efecto inmunotéxico de la forma arsenical trivalente es también uno de sus
principales mecanismos de toxicidad. El As(Ill) se ha descrito como un
estimulador de la respuesta inmunitaria; afecta la activacion de NF-xB
(Barchowsky et al., 1996), un factor de transcripcion que juega un papel
importante en el desarrollo de enfermedades inflamatorias cronicas, ya que
modula la expresion de varios genes pro-inflamatorios, incluidos los que
codifican citoquinas y quimiocinas, y también participa en la regulacion del
inflamasoma. Ademas, se ha evidenciado que el As(IIl) también puede tener un
efecto inmunosupresor. En poblaciones expuestas, inhibe la respuesta
proliferativa de células mononucleares de sangre periférica y altera el perfil de
secrecion de citoquinas de las células activadas (Vega, 2009). El As(III) también
reduce la proporcion de células T auxiliares (CD4) en relacion con las células T
citotoxicas (CDS8) en nifios expuestos, un parametro que indica inmunosupresion

general (Soto-Peiia et al., 2006).

La accion toxica del As(V) se debe principalmente a su similitud quimica con
el fosfato inorganico, al cual puede substituir en numerosas rutas bioquimicas
(Hughes, 2002). El As(V) desacopla la produccion de ATP por un mecanismo
denominado arsenolisis, el cual puede tener lugar durante la glicosis o durante la
fosforilacion oxidativa, y que supone la reduccion de los niveles energéticos

celulares (IARC, 1987). El As(V) también puede reemplazar el fosfato en la
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bomba de sodio y en el sistema de transporte de intercambio anidénico (Hughes,

2002).

5.3. Modulacion de la toxicidad mediante componentes de la dieta

Estudios recientes han puesto de manifiesto que algunos componentes de la dieta
pueden contrarrestar el efecto toxico causado por el As (Chi ef al., 2018; Jadan-
Piedra et al., 2018). El efecto protector puede deberse a la modulacion de la
toxicocinética del metaloide o a una accion directa sobre el modo de accion del

toxico.

Algunos componentes de la dieta pueden modular el metabolismo del As-i.
Asi, la administracion de GSH en ratones expuestos a As(II[) aumenta el
metabolismo hepatico, reduce los niveles de As en sangre y cerebro,
disminuyendo el efecto del As sobre el metabolismo del 6xido nitrico (Wang y
Zhao, 2009). Mitra et al. (2004) observan, en una poblacion expuesta de Bengala
Occidental, que la disminucion de la ingesta de acido folico esta asociada con un
aumento de las lesiones cutaneas causadas por el As-i. Gamble et al. (2005)
muestran que la concentracion de folato en plasma esta positivamente
correlacionada con la concentracion urinaria de DMA y negativamente con la de
MMA y As-i, indicativo que esta vitamina favorece el metabolismo del As, hecho

que justificaria la vinculacion de su déficit con las manifestaciones cutaneas.

En un estudio poblacional, Chen et al. (2007) sugieren que la ingesta dietaria
de selenio (Se) podria reducir la incidencia de lesiones pre-malignas en la piel
relacionadas con el arsenicismo. Estudios in vivo han demostrado que dietas
basadas en lentejas con alta concentracion de Se (0.3 mg/kg) aumentan la
concentracion de As en la orina y son capaces de contrarrestar la toxicidad de As
en ratas (Sah et al., 2013) y reducir la aterosclerosis debida a la exposicion a As-i

(Krohn et al., 2016).
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El efecto protector de los componentes de la dieta puede ser también
consecuencia directa de su habilidad de contrarrestar la toxicidad por presentar
una actividad antioxidante y/o anti-inflamatoria. Varios estudios han ensayado
estrategias para reducir la toxicidad sistémica del As-i basadas en productos
derivados de plantas con propiedades antioxidantes y/o anti-inflamatorias. El
B-caroteno y la naringina (flavonoide citrico) son capaces de normalizar el perfil
hematolégico y bioquimico del suero en ratones, ademds de modular los
parametros hepaticos y renales modificados por el As(Ill) (Roy et al., 2014; Das
et al., 2015). Raihan et al. (2009) evidencian que extractos de té negro y verde,
ricos en polifenoles, son capaces de contrarrestar el estrés oxidativo causado por
la administracion de As(I1I), normalizando los niveles séricos de GSH, perdxidos

lipidicos y 6xido nitrico en conejos.

La administracion de acido ascérbico o a-tocopherol en ratas expuestas a
As(II) supone una disminucion substancial del estrés oxidativo inducido por el
As, con reducciones del nivel de oxidacion de proteinas, de las roturas en la doble
cadena de ADN y de la generacion de enlaces cruzados ADN/proteinas (Kadirvel
et al.,, 2007). Reddy et al. (2012) han demostrado que la clircuma reduce la
hepatoxicidad inducida por el As. Su administracion disminuye la peroxidacion
lipidica hepatica y la actividad de la alanina aminotransferasa y la aspartato
aminotransferasa en suero. En un estudio epidemiolédgico en el estado de Bengala
Occidental (India), Biswas et al. (2010) comprueban que el consumo durante 3
meses de un suplemento de circuma reduce el dafio al ADN, retarda la generacion

de ROS y disminuye la peroxidacion lipidica.

Las bacterias lacticas también podrian tener un papel protector frente a la
toxicidad del As-i. Al-Damegh et al. (2014) evaltan el efecto de la dosificacion
de leche enriquecida con probidticos (2% de Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus acidophilus y Bifidubacterium bifidum) en ratas tratadas con As(V)

a través del agua de bebida. Los resultados muestran niveles séricos de creatina,
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aspartato aminotransferasa y triglicéridos mas bajos que los del grupo de ratas
tratadas solo con As(V). Este estudio también evidencia una proteccion contra la

toxicidad testicular causada por esta forma arsenical.

6. Fisiologia y estructura del intestino

La estructura del intestino y sus componentes son piezas fundamentales para
entender su fisiologia y las patologias derivadas de exposiciones a patdgenos y
xenobioticos. 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 esta
compuesta por distintas capas (figura 1) que, empezando por la més proxima al

lumen, son las siguientes:

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

- Capa submucosa: formada por un tejido conjuntivo denso atravesado por
capilares y vasos sanguineos y linfaticos que drenan y proporcionan
nutrientes a la mucosa y a la capa muscular externa.

- Capa muscular externa: compuesta por dos bandas de musculatura lisa.

- Capa serosa: mesenterio que cubre una banda de tejido conectivo suelto que

contiene vasos sanguineos y nervios.
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Figura 1. Partes del intestino y estructura de la pared intestinal. Imagenes adaptadas de:
www.aecc.es y http://www.corpshumain.ca/en/Intestin_en.php#

6.1. Mucosa intestinal

La mucosa intestinal es la principal responsable de las diferentes funciones del
intestino. Funciona como una barrera protectora que separa los tejidos
subyacentes del lumen, portador en ocasiones de sustancias toxicas y
microorganismos patdogenos. Ademas, interviene en los procesos de digestion y
de absorcion de nutrientes que tienen lugar a lo largo del tracto intestinal. Asi,
cualquier substancia que llega al intestino y se absorbe hasta la circulacion
sanguinea, debe atravesar el epitelio, parte de la ldmina propia y la pared del
capilar sanguineo, siendo la capa epitelial la limitante en el proceso de absorcion

intestinal (Pitman y Blumberg, 2000).
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Esta capa intestinal estd formada por un epitelio de una sola capa al cual
recubre un tejido conjuntivo denominado lamina propia. La capacidad de
absorcion de la mucosa esta incrementada por ciertos rasgos estructurales que
permiten multiplicar la superficie luminal hasta 600 veces (Riveron Corteguera,
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 células
epiteliales columnares o enterocitos en cuyo borde apical se encuentran las
microvellosidades. Cada  enterocito  contiene alrededor de 1700
microvellosidades 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 situan las células madre que dan lugar a la
mayoria de tipos celulares que componen el intestino (Porter et al., 2002). En
ellas se lleva a cabo un proceso dinamico que posibilita la renovacion del epitelio
intestinal (figura 2). La cripta origina una poblacion de células progenitoras que
se dividen y diferencian a medida que 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, células 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 2. Proceso de renovacion del epitelio intestinal.
Imagen adaptada de Mutoh et al. (1998).

Los enterocitos son células cilindricas y constituyen el primer tipo celular en
orden de abundancia en el epitelio intestinal (70-90%, Mabhler 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. 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.

El segundo tipo celular en el epitelio intestinal son las células caliciformes,
cuya ratio varia de un 10% en el intestino delgado hasta un 24% en el colon distal.
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 endogenos y exogenos
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(Kim y Ho, 2010). Esta capa mucosa tiene un grosor de aproximadamente 15 pm
(Mahler et al., 2009) y se considera un componente activo en los procesos de

absorcion y digestion.

Los otros tipos celulares del epitelio intestinal presentan una funcidén
principalmente 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. Las células enteroendocrinas

producen y secretan diferentes hormonas de manera endocrina o paracrina.

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 plasmatica. Las uniones
estrechas forman parte de las uniones intercelulares, una compleja red proteica
que permite el contacto entre células adyacentes y entre células y matriz
extracelular. Las uniones intercelulares se clasifican en tres grupos funcionales:
oclusivas, de anclaje y comunicantes (Alberts et al., 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 formacion y mantenimiento tisular.
Finalmente, las uniones comunicantes forman poros entre c¢lulas permitiendo el
acoplamiento y facilitando la comunicacion intercelular. Las uniones estrechas

del epitelio estan compuestas principalmente por uniones oclusivas y de anclaje.

Se han descrito numerosas proteinas integrantes de las uniones estrechas
(figura 3) (Gonzalez-Mariscal et al., 2003; Shin et al., 2006; Anderson y Van
Itallie, 2009), que ademas de tener un papel en la polaridad intervienen en varios
procesos de senalizacion, regulacion transcripcional, ciclo celular, trafico
vesicular y regulacion paracelular (Anderson y Van Itallie, 2009). Entre las

proteinas de las uniones estrechas hay proteinas transmembrana [claudinas
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(CLDN), ocludinas (OCLN) 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 iniciacion
de la sefalizacion celular. Entre las proteinas periféricas de membrana hay que
destacar las proteinas de la zona occludens (ZO-1, ZO-2 y ZO-3) y la cingulina
(Shin et al., 2006).

Se considera que gran parte de las propiedades barrera del epitelio intestinal
se deben a las uniones estrechas y, 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 funcidon de estas uniones estrechas.
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Figura 3. Uniones intercelulares en células de epitelio intestinal.
Imagen adaptada de Laukoetter et al. (2008).

6.2. Tejido linfoide asociado al intestino (GALT)

El GALT esta constituido por foliculos linfoides (acumulacion de linfocitos) que
se localizan a lo largo del tubo intestinal. Es el 6rgano linfoide mas grande del
cuerpo humano, con un 70% de los inmunocitos corporales (Corr et al., 2007).

Esta formado por unos foliculos linfoides dispersos o agregados (parches de
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Peyer en el intestino delgado) que se disponen por debajo del epitelio intestinal,
en la lamina propia y la submucosa. Los foliculos son areas ricas en células B,
ademas poseen células dendriticas, macréfagos y linfocitos T (Cesta, 2006; Corr
et al., 2007). Estos foliculos estan recubiertos por el epitelio asociado a los
foliculos, constituido por enterocitos y células M (Corr et al., 2007; 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, 2006). Una propiedad tnica 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 ef al., 1998).

Ademas del sistema GALT, las células epiteliales también juegan un papel
importante en la respuesta 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 células del sistema GALT y 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.

6.3. Funcion barrera intestinal

El epitelio intestinal constituye la mayor y mas importante barrera corporal.

Actua como una barrera de permeabilidad selectiva, que permite el paso de
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nutrientes, electrolitos y agua, y a su vez mantiene una defensa efectiva contra
los compuestos toxicos, 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. E1 GALT es también una pieza importante en
el mantenimiento de la integridad y la funcion barrera. El paso paracelular de
antigenos en condiciones fisiologicas esta controlado por el sistema GALT, el
cual previene el paso de antigenos dafiinos a la circulacion sistémica e induce la
tolerancia a los antigenos luminales mediante un proceso en el que interviene la
secrecion de inmunoglobulina A y la actividad de las células T CD4". El balance
entre la respuesta inmune y la tolerancia es necesario, ya que una respuesta
inmune inapropiada puede causar procesos inflamatorios y pérdida de la funcion

barrera.

Varios estudios in vitro e in vivo han puesto de manifiesto que la
permeabilidad intestinal estd regulada por multiples factores, tales como
apoptosis epitelial, citoquinas, células inmunes y componentes dietéticos
(Groschwitz y Hogan, 2009; Suzuki, 2013). La pérdida o déficit 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 ef al., 2012).

7. Modelos para el estudio de la toxicidad sobre el epitelio intestinal
7.1. Modelos animales

La mayoria de investigaciones sobre efectos toxicos a nivel intestinal se centran

en el estudio de procesos inflamatorios y la progresion de enfermedades

28



Introduccion

derivadas. Para estos tipos de estudios se han empleado diferentes modelos

animales: roedores, cerdos, monos y el pez cebra, entre otros.

En general, los roedores son los animales mas utilizados. Se han desarrollado
modelos de inflamacion y existe toda una serie de animales modificados
genéticamente para estudiar diferentes aspectos de la inflamacion intestinal y las
patologias asociadas. El tracto gastrointestinal del raton es anatomica y
funcionalmente similar al de los seres humanos. Ademas, tienen muchas
caracteristicas analogas a la respuesta inmune adaptativa humana como similares
poblaciones de células B y T (Jiminez et al., 2015). Como cualquier modelo
animal presenta ciertas limitaciones y, por tanto, la extrapolacion a lo que ocurre
en humanos conlleva incertidumbres. Los patrones de comportamiento en
ratones, como la coprofagia, pueden afectar el equilibrio dietético y las
poblaciones microbianas. Ademas, su pequefio tamafno hace dificil realizar un
gran nimero de ensayos sobre los tejidos obtenidos. En este sentido la rata es
mejor modelo; sin embargo, para los estudios de toxicidad vehiculada por el As-i,
el modelo de roedor mas idoneo es el raton, ya que la toxicocinética de esta forma
arsenical en otros roedores de pequefio tamafio difiere en mayor medida de la
observada en humanos. Las ratas y los hamsteres metabolizan el As-i hasta la
forma trimetilada TMAO (Yamauchi y Yamamura, 1985; Yoshida ef al., 2001),
en lugar de tener como metabolito final el DMA, como ocurre en ratones y
humanos. Ademas, el metabolismo en ratas es mas eficaz que en ratones y
humanos, los cuales presentan una menor tasa metabolica (Drobna et al., 2009).
Por otro lado, el tiempo de permanencia del As en sangre es mucho mayor en
ratas debido a la elevada afinidad de la hemoglobina de este tipo de roedor por el

As-1i, motivo por el cual, la excrecion urinaria de As es mas lenta (Vahter, 1994).
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7.2. Modelos in vitro

Como alternativa a los modelos animales, en la actualidad existen diferentes
modelos in vitro 2D (células primarias o inmortalizadas) y 3D (organoides y

explantes) para la investigacion de la toxicidad a nivel intestinal (figura 4).
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Figura 4. Modelos in vitro del epitelio intestinal.
Imagen adaptada de Noben et al. (2017).

El uso de organoides como modelo intestinal in vitro ha suscitado la atencion
en los ultimos afios por ser capaz de imitar la arquitectura y la composicion
celular del intestino (Sato et al., 2011; Spence et al., 2011; Hartman et al., 2013).

Los organoides son estructuras que se obtienen generalmente mediante la
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insercion de células madre adultas o criptas derivadas de tejido intestinal en una
matriz tridimensional (matrigel o colageno). Estas estructuras son capaces de
formar una mucosa con el fenotipo caracteristico de su sitio de origen (Stelzner
et al., 2012; Orbach et al., 2017). Los explantes son fragmentos de mucosa que
contiene células epiteliales ¢ inmunes, que tras su aislamiento se siembran en una
placa de cultivo o en una camara de Ussing (Noben et al., 2017). Los modelos
3D, aunque mas cercanos a la realidad, presentan la desventaja de su elevado
coste. Ademas, su uso todavia no ha sido ampliamente adaptado para la

investigacion de enfermedades gastrointestinales.

En general, los modelos 2D son mas accesibles y de mas sencillo manejo. Las
células primarias de intestino pueden utilizarse en estudios in vitro; sin embargo,
son dificiles de cultivar y su viabilidad es baja. El desarrollo de lineas celulares
inmortalizadas ha proporcionado una herramienta muy ttil para la evaluacion de
distintos procesos relacionados con la estructura y funcion del intestino. Sin
embargo, tiene como limitacion su reducida complejidad y su menor relevancia
fisiologica comparada con los modelos 3D. Este problema puede ser parcialmente
solventado por el crecimiento de las células sobre un inserto poroso (Transwell®),
en lugar de sobre una placa de cultivo, creando de esta forma una monocapa

epitelial polarizada (Noben ef al., 2017).

Entre los modelos celulares mas empleados se encuentran las células Caco-2,
derivadas de adenocarcinoma humano de colon. Su uso suscita ciertas dudas por
tratarse de células transformadas cuya respuesta puede variar respecto a la
existente en células normales de epitelio. En la actualidad no existen muchos
modelos celulares procedentes del epitelio intestinal que no tengan su origen en
un adenocarcinoma. Las células NCM460 son una excepcion; proceden de
epitelio colonico no transformado y se ha evidenciado, empleando diversas razas
de ratones inmunodeprimidos, que no generan tumores tras xenotransplantes

(Moyer et al., 1996).
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Independientemente de las posibles desventajas de los sistemas in vitro,
especialmente de los 2D, las ventajas econdmicas y éticas de estos sistemas frente
al empleo de animales de experimentacion superan sus limitaciones. En muchas
ocasiones, los modelos in vitro se emplean en los estudios preliminares para, de
esta forma, poder limitar determinados aspectos de los estudios in vivo y reducir

el nimero de animales a emplear.

7.2.1. Células Caco-2

La linea celular Caco-2 fue establecida por Fogh y Trempe (1975) a partir de un
adenocarcinoma de colon humano. Tras alcanzar la confluencia, las Caco-2 se
diferencian espontaneamente formando una monocapa con una zona apical y otra
basolateral que presentan caracteristicas estructurales y funcionales similares a
las de los enterocitos humanos maduros: polarizacion celular, formacion de
domas, uniones intercelulares estrechas, microvellosidades en el lado apical,
transportadores de membrana tipicos del intestino y enzimas metabolicas y de
secrecion propias de la membrana del borde en cepillo tales como fosfatasa
alcalina, sucrosa-isomerasa y aminopeptidasas (Chantret et al., 1988; Hidalgo et

al., 1989; Sun et al., 2008).

De acuerdo con el grado de diferenciacion de las células Caco-2 en cultivo, se
pueden observar varias poblaciones celulares: células homogéneamente no
diferenciadas (poblacion subconfluente en fase de crecimiento); células
heterogéneamente diferenciadas y polarizadas (fase intermedia) y células
homogéneamente diferenciadas y polarizadas (poblacion diferenciada en fase
estacionaria). Si bien el programa de diferenciacion de Caco-2 se activa tras la
confluencia, siempre existe heterogeneidad en la composicion, siendo muy
importante el mantenimiento de las condiciones de ensayo (densidad de siembra,

nimero de pases, composicion del medio y tiempo tras la siembra hasta la
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realizacion del ensayo) para reducir la variabilidad experimental (Sambuy ef al.,

2005; Zucco et al., 2005).

Su capacidad para formar una monocapa polarizada y bien diferenciada con
propiedades funcionales propias del epitelio intestinal humano, permite estudiar
el efecto de los toxicos sobre numerosos aspectos relacionados con la estructura
y funcidon de esta capa externa de la pared intestinal. La mayoria de las
investigaciones utilizan células Caco-2 en estado diferenciado. Existen estudios
que evaltian los efectos sobre la estructura de esta monocapa mediante tincion de
proteinas de las uniones intercelulares o sobre su ultraestructura mediante
microscopia de transmision electronica (Peng et al., 2007; Agrawal ef al., 2013).
También se han realizado estudios del efecto de determinados tdxicos sobre su
funcion barrera mediante la medida de la resistencia eléctrica transepitelial y el
analisis de la permeabilidad de determinados marcadores (Pisal et al., 2008; Ude
etal.,2017). El empleo de células transformadas, como las células Caco-2, puede
tener ciertas desventajas ya que supone en numerosas ocasiones patrones de
glicosilacion alterados, falta de respuesta a hormonas o citoquinas o
modificaciones en la expresion de proteinas, todos ellos, factores a considerar en

la interpretacion de los resultados, especialmente en ensayos de toxicidad.

7.2.2. Células NCM460

La linea celular NCM460 deriva de una mucosa de colon normal (Moyer et al.,
1996). Su morfologia y sus procesos de diferenciacion y proliferacion celular no
estan tan bien caracterizados como en Caco-2. Las células NCM460 expresan
antigenos asociados a células epiteliales de colon, tales como citoqueratinas y
villina, y son negativas para antigenos asociados con otros tipos celulares.

Algunas de las células son positivas para la sintesis de mucina, segin lo

33



Introduccion

determinado por los métodos de tincion estandar, y el tiempo de duplicacion de

la poblacion es de aproximadamente 32 h.

Esta linea celular ha demostrado ser util en multiples areas de investigacion
incluyendo sefializacion celular, respuesta pro-inflamatoria, transporte de
nutrientes y regulacion génica (Said et al., 2000; 2001; Circu et al., 2009a; 2009b;
Borthakur et al., 2013; Kumar et al., 2013). Su origen no tumorogénico ha
permitido su uso en estudios relacionados con transformaciones fenotipicas
derivadas de la exposicion a sustancias con potencial tumorogénico (Alcarraz-

Vizan et al., 2014).
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Objetivos

La exposicion cronica a As-i, descrita en numerosas zonas del planeta aumenta
la incidencia de determinados tipos de cancer y otras patologias no cancerigenas;
sin embargo, y aunque la via oral es la principal forma de exposicion, se han
realizados pocos estudios para evaluar el efecto toxico del As-i a nivel intestinal.
Los organismos internacionales relacionados con la salud publica y la seguridad
alimentaria recomiendan llevar a cabo estudios que incrementen los datos dosis-
respuesta y el conocimiento de los efectos toxicos del As con el fin de conseguir
una evaluacion mas precisa de los riesgos derivados de la ingesta de As-i.
Adicionalmente, instan a una reduccion de la exposicion al toxico para disminuir

las probabilidades del desarrollo de patologias asociadas.

La presente tesis tiene como objetivo evaluar el efecto téxico del As-i en el
epitelio intestinal, en diferentes tipos de exposicion in vitro e in vivo, asi como
la busqueda de estrategias dietéticas que puedan contrarrestar este efecto

toxico.

Para alcanzar este objetivo general, se plantean los siguientes objetivos

especificos:

v" Evaluacion in vitro de los efectos de una exposicion aguda a As-i [As(IIT)
y As(V)] sobre células epiteliales del intestino, para determinar la
existencia de efectos toxicos e identificar los posibles mecanismos de
accion del metaloide a nivel intestinal.

v' Evaluacion in vitro de los efectos de una exposicion subcronica a As-i
sobre células epiteliales del intestino, para determinar la toxicidad del As
a las concentraciones halladas habitualmente en zonas endémicas.

v" Evaluaciéon in vitro de la capacidad del As-i para producir
transformaciones en células epiteliales del intestino a las concentraciones

halladas habitualmente en zonas endémicas.
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v" Evaluacion in vivo de los efectos de una exposicion subcronica a As(IIT)
sobre el epitelio intestinal con el fin de constatar los datos obtenidos
in vitro.

v’ Busqueda in vitro de estrategias dietéticas en base a bacterias lacticas y
suplementos dietarios capaces de contrarrestar el efecto toxico del As-i

sobre el epitelio intestinal.
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1. Especies arsenicales

Para los estudios in vitro se prepar6 el patron de As(Ill) a una concentracion de
1000 mg/L por disolucion de 1.320 g de As,Os (Riedel de Haén) en 25 mL de
KOH 20% m/v (Panreac), neutralizacion con H>SO4 20% v/v (Merck) y dilucion
a 1 L con H,SO4 1% v/v. El patréon de As(V) (1000 mg/L, As,Os) se adquirié a
Merck. Para ambas especies arsenicales, los patrones intermedios (100 mg/L) se
almacenaron a 4 °C durante un maximo de 2 meses. Los patrones de menor
concentracion se prepararon a partir de este patrén intermedio el dia de su
utilizacion.

Para el estudio in vivo se prepard un patrén de 3000 mg/L de As(II) por
disolucion de 0.396 g de As;Os3 en 7.5 mL de KOH 20% m/v, neutralizacién con
H>S0420% v/v y dilucién a 50 mL con HoSO4 1% v/v. Semanalmente se prepard
un patréon intermedio de 1000 mg/L, el cual se neutralizé a pH 7 con NaOH

(Panreac).

2. Modelos celulares y animales empleados
2.1. Lineas celulares humanas

En la tesis se han empleado dos tipos celulares humanos procedentes de la region
colonica: una linea aislada de un adenocarcinoma (Caco-2) y otra linea no

transformada (NCM460).

Las células Caco-2 se obtuvieron de la Coleccion Europea de Cultivos
Celulares (ECACC, nimero 86010202). 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) con L-glutamina (0.6 g/L) y un alto
contenido de glucosa (4.5 g/L) a pH 7.4. El DMEM se suplementd con suero fetal

bovino (SFB) 10% v/v, aminoacidos no esenciales 1% v/v, penicilina 100 U/mL,
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estreptomicina 0.1 mg/mL, anfotericina B 0.0025 mg/mL, piruvato de sodio
1 mM y acido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulféonico (HEPES) 10 mM.
Este medio suplementado se denominara DMEMc a lo largo de la tesis. Todos
los ensayos se realizaron con células entre los pases 10 y 35. Los reactivos

utilizados se adquirieron a Hyclone.

Las células NCM460 se adquirieron a INCELL Corporation. El
mantenimiento de las células se llevd a cabo en frascos de 75 cm?, a los que se
adicionaron 10 mL de medio DMEM con L-glutamina (0.6 g/L) y un alto
contenido de glucosa (4.5 g/L) a pH 7.4, suplementado con SFB 10% v/v,
penicilina 100 U/mL, estreptomicina 0.1 mg/mL, anfotericina B 0.0025 mg/mL
y piruvato de sodio 1 mM. Este medio se denominara NCM-DMEMc a lo largo
de la tesis. Todos los ensayos se realizaron con células entre los pases 5 y 20, con

excepcion del experimento de exposicion cronica.

Ambas lineas celulares se incubaron a 37 °C en atmoésfera controlada con una
humedad relativa del 95% y un flujo de CO; del 5%. El medio de cultivo se
cambio cada 2-3 dias. Cuando la monocapa celular alcanzé el 80% de
confluencia, las células se recuperaron por incubaciéon con una disolucion de
tripsina (0.5 mg/L, Hyclone) y acido etilendiamino tetracético (EDTA, 0.22 g/L,
Hyclone) durante 10 min a 37 °C y se resembraron en frascos de 75 cm” a una

densidad de 5 x 10* células/cm?>.

2.2. Modelos animales

Para el estudio in vivo se han utilizado ratones hembras BALB/c procedentes de
Envigo (n=36). Los animales se adquirieron con edad de 6 semanas y con un peso
que oscilaba entre 15 y 20 g. A lo largo del estudio los animales se mantuvieron
en condiciones ambientales controladas (ciclos de 12 h de luz y oscuridad,

temperatura ambiente de 22 °C y humedad del recinto de 75%). Los ratones se
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alimentaron ad libidum con pienso de mantenimiento estandar para roedores cuyo

contenido en As es reducido (50 ng/g).

Los protocolos de experimentacion aplicados a los animales se disefiaron
conforme a la normativa para el uso de animales de experimentacion (Real
Decreto 53/2013) y fueron aprobados por la Conselleria de d’Agricultura, Pesca

1 Alimentaci6 de la Generalitat Valenciana.

3. Evaluacion in vitro del efecto de una exposicion aguda a arsénico

inorganico sobre el epitelio intestinal

En este estudio se utilizaron las lineas celulares Caco-2 y NCM460, las cuales se
sembraron en DMEMc o NCM-DMEMc, respectivamente, en soportes diferentes
segun el parametro a evaluar. Tras 7-9 dias de siembra, las células se expusieron
a diferentes concentraciones de As(IIl) o As(V) preparados en medio esencial
minimo con sales de Earle (MEM, Lonza) suplementado con penicilina
100 U/mL, estrepctomicina 0.1 mg/mL, anfotericina B 0.0025 mg/mL y HEPES

10 mM, medio que se denominara MEMc a lo largo de la tesis.

3.1. Ensayos de viabilidad celular

Previo a los estudios de toxicidad, se evalud el efecto del As-1 sobre la viabilidad
de los dos tipos celulares, con el fin de trabajar en condiciones subletales de
exposicion. La evaluacion de la viabilidad se baso en la capacidad de las células
viables de reducir resazurina sodica (sal sodica de 10-6xido de 7-hidroxi-3-
hidrofenoxacin-3-ona, Sigma) a resorufina, medibles ambas por métodos
colorimétricos. Esta conversion es intracelular, facilitada por oxidoreductasas

mitocondriales, citosélicas y microsomales (O'Brien et al., 2000).
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Las células Caco-2 y NCM460 se sembraron a una densidad de
2.5 x 10* células/cm® en placas de 24 pocillos en medio DMEMc o
NCM-DMEMc respectivamente. Tras 7 dias de siembra, las células se expusieron
a As(IIl) (0.5-5 mg/L) o As(V) (3-10 mg/L) durante 24 h en MEMc. Finalizada
la exposicion, se retird el medio y la monocapa celular se lavé con tampdn fosfato
salino (PBS, Biowest). Posteriormente, se afiadieron 500 pL de resazurina sodica
10 pg/mL en MEMc (Sigma) y la placa se incubo durante 2 h a 37 °C, 95%
humedad relativa y flujo de CO; del 5%. Tras la incubacidn, se transfirieron
100 pL del medio de incubacion a una placa de 96 pocillos y la reduccion de la
resazurina se determind por espectrofotometria con lecturas a 570 y 600 nm

(PowerWave HT Microplate Scanning Spectrophotometer, BioTek instruments).

3.2. Determinacion de la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)

y/o nitrégeno (RNS)

La generacion de ROS y/o RNS se determind mediante la técnica de oxidacion
de la 2,7'-dihidroclorofluoresceina diacetato (DHCF-DA, Sigma) a
diclorofluoresceina (DCF), compuesto fluorescente. Las células se sembraron a
una densidad de 3 x 10* células/cm® en placas de 12 pocillos. Tras 7 dias de
siembra, las monocapas se expusieron a As(IIl) (1 y 3 mg/L) y As(V) (5 y 8 mg/L)
preparados en MEMc durante 2, 4 y 24 h. Trascurrido el tiempo de tratamiento,
el medio fue eliminado, la monocapa celular se lavé con PBS y se incub6 (30 min,
37 °C) con una disolucion de 200 uL. de DHCF-DA 100 uM en PBS. Tras la
incubacion, la disoluciéon de DHCF-DA se transfirio a una placa de 96 pocillos
para la posterior lectura de fluorescencia. Las células se lavaron con PBS y se
lisaron utilizando 300 pL de Triton X-100 (0.1% m/v en PBS, Sigma). El lisado
celular, tras sonicacion (10 min, 4 °C), se centrifug6 (11000 rpm, 3 min) y en el

sobrenadante se determiné la fluorescencia. Se utilizé un lector de microplacas
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PolarSTAR OPTIMA (BMG-Labtech) (A excitacion = 488 nm;
A emision = 530 nm). Los valores de fluorescencia obtenidos se normalizaron por
cantidad de proteinas, cuantificada de acuerdo con el método de Bradford

(Protein Assay Dye Reagent, Bio-Rad laboratories).

3.3. Respuesta pro-inflamatoria

Las células se sembraron a una densidad de 3 x 10* células/cm® en placas de
12 pocillos. Tras 7 dias de siembra, las monocapas se expusieron durante 4, 8 y
24 h a As(IIl) (1 y 3 mg/L) y As(V) (5 y 8 mg/L) preparados en MEMc.
Transcurrido el tiempo de exposicion, los medios se recuperaron para el analisis
de las citoquinas pro-inflamatorias IL-2, IL-6, IL-8 y TNFa, mediante kits de
ELISA especificos [IL-2 Human Instant ELISA™ Kit (Invitrogen), Human IL-6
ELISA Kit (Sigma), Human IL-8/CXCL8 ELISA Kit (Sigma), TNF alpha Human
ELISA Kit (Invitrogen)], siguiendo las instrucciones del fabricante. La monocapa
celular se lavo con PBS, se recuper6 con una disolucion de tripsina/EDTA y se
lis6 con Triton X-100 0.1% v/v para la determinacion del contenido de proteinas
de acuerdo con el método de Bradford. Los resultados se normalizaron por mg de

proteinas.

3.4. Expresion de proteinas de estrés y de las uniones estrechas

En este ensayo se evaluo la expresion génica de la metalotioneina 2A (MT24), la
proteina de choque térmico (HSP70) y de las proteinas de las uniones estrechas
OCLNy CLDN-1. Las células se sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad
de 4 x 10* células/cm? y tras 7 dias se trataron con As(III) (1 y 3 mg/L) y As(V)
(5 y 8 mg/L) preparados en MEMc durante 4, 8 y 24 h. Transcurrido el tiempo de

exposicion, la monocapa celular se lavo con PBS y las células se recuperaron con
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tripsina/EDTA para la extraccion del ARN total, obtencion del ADNc por
transcripcion reversa (RT) y evaluacion de la expresion por reaccion en cadena
de la polimerasa cuantitativa (QPCR) siguiendo los protocolos descritos en el
apartado 8. Los datos obtenidos se normalizaron empleando el gen de referencia
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GADPH). Los oligonucle6tidos y sus

eficacias se describen en la tabla 4.
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Tabla 4. Oligonucleotidos empleados en el estudio de expresion de proteinas de estrés y de uniones intercelulares.

Gen GenBank ID Secuencia 5°-3’ aii)lll;iglg Ellf[l)) Eficacia Referencia
Gappy  NM_12897  F:5'-CATGAGAAGTATGACAACAGCCT- 3 1955006 Caroeral (2000
HSPALL o oosvass 1 SnO9MMQGGACCaAGETCTICTCGC Y B8 2185006 Aladeral 2009
MT24 NM_005953.3 ;;’1?££CCLC;C;GCCG%2?CCLGCAGCGI§FAC?AE§’ 126 2.10+0.18 Song y Freedman (2005)
CLov-s NMLoatiora  F§-CCGOCGACAACATCGTGAC-Y 56 2075006 Kearcensho eral (2010)
OCLN NM_002538.2 F: 5-AAGAGTTGACAGTCCCATGGCATAC-S 133 1.93 +£0.05 Cui et al. (2010)

R: 5’-ATCCACAGGCGAAGTTAATGGAAG-3’
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3.5. Inmunolocalizacion de ZO-1

Las células se sembraron a una densidad de 4 x 10* células/cm?® sobre
cubreobjetos (12 cm diametro) colocados en placas de 24 pocillos. Tras 7 dias de
siembra, las células se trataron durante 24 h con As(Ill) (1 y 3 mg/L) y As(V)
(5 y 8 mg/L) preparados en MEMc. Trascurrido el tiempo de exposicion, las
monocapas se lavaron con PBS, se fijaron con paraformaldehido (PAF) 4% v/v
en PBS (Sigma), se permeabilizaron con Triton X-100 al 0.1% (v/v en PBS) y se

bloquearon con suero de cabra al 10% (v/v en PBS, Santa Cruz Biotechnology).

Para la inmunolocalizacion de ZO-1, la monocapa celular se incub¢d a 4 °C
durante toda la noche con un anticuerpo policlonal anti-ZO-1 (ab216880, Abcam)
diluido 1:200 en 2% de suero de cabra. Posteriormente, para la deteccion, se
incubo (1 h, temperatura ambiente) con anticuerpo anti-conejo tipo IgG generado
en cabra y conjugado con Alexa 488 (R37116, Invitrogen), diluido 1:200 en 2%
de suero de cabra. A continuacion, se incubd durante 15 min a temperatura
ambiente con 4', 6-diamino-2-fenilindol (DAPI, Sigma) diluido 1:200 en PBS con
el fin de visualizar los nucleos celulares. Finalmente, las muestras se montaron
con ProLong® Antifade (Molecular Probe) y se examinaron al microscopio de
epi-fluorescencia (Nikon eclipse 90i) (Alexa 488: A excitacion = 488 nm,

A emision = 519 nm; DAPI: A excitacion = 340 nm, A emision = 485 nm).

3.6. Evaluacién de la permeabilidad de las monocapas celulares

Las células se sembraron a una densidad de 4 x 10° células/cm? sobre una placa
de seis pocillos con insertos porosos Transwell® (didmetro 24 mm, poro 0.4 pm,
Corning). Este sistema de cultivo intenta emular de forma simplificada el entorno
de la pared intestinal, ya que posibilita el crecimiento del cultivo celular sobre
una membrana semipermeable de poliéster que separa el pocillo en dos

compartimentos; el compartimento superior o apical, que emularia el lumen
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intestinal y el inferior o basolateral, que emularia los vasos linfaticos-circulacion

sanguinea (figura 5).

Lado apical

Monocapa
celular

(1
lll':!‘ i

(R G 6O
N ( E Y

| ]

Membrana
semipermeable

Lado basolateral

Figura 5. Representacion esquematica del sistema de cultivo sobre insertos Transwell®.
Imagen modificada de Hubatsch et al. (2007).

Durante el tiempo de crecimiento y diferenciacion celular en el sistema
bicameral, se monitorizd la confluencia y desarrollo de la monocapa celular
mediante la medida de la resistencia eléctrica transepitelial (RET) empleando un
voltimetro Millicell®-ERS (Millipore Corporation). Debido a que los valores de
RET son altamente dependientes de la temperatura, este parametro se midio
inmediatamente después de sacar las células del incubador. Se considerd que las
monocapas estaban formadas cuando los valores de RET fueron estables y

superiores a 600 Ohms x cm?.

Tras 9 dias de siembra, las células fueron tratadas con As(IIl) (1 y 3 mg/L) y
As(V) (5 y 8 mg/L) preparados en MEMc. La permeabilidad de la monocapa se
monitorizé mediante la medida del transporte de Lucifer Yellow (LY) (Sigma) o
dextranos conjugados con isotiocianato de fluoresceina (FITC) de diferentes
pesos moleculares (4 y 20 k) (Sigma), afiadidos en el compartimento apical a la

concentracion de 100 pM, al mismo tiempo que los tratamientos. Durante el

49



Metodologia

ensayo, se extrajeron alicuotas (100 pL) del compartimento basolateral a las
8 y 24 h del tratamiento. Los contenidos de LY o dextrano en las alicuotas se
determinaron a través de la lectura de la fluorescencia (A excitacion = 488 nm;

A emision = 530 nm) utilizando un lector de microplacas PolarSTAR OPTIMA.

4. Evaluacion in vitro del efecto de una exposicion subcroénica a arsénico

inorganico sobre el epitelio intestinal

En este estudio se empled unicamente la linea celular Caco-2 debido a que
algunos de los procesos celulares evaluados en este tipo de exposicion
(diferenciacion, proliferacion y reparacion celular) han sido bien caracterizados
en esta linea (Rousset, 1986; Ricchi ef al., 1997); sin embargo no existen

antecedentes para las células NCM460.

Previo a los ensayos encaminados a evaluar los parametros toxicologicos, se
llevé a cabo un estudio para determinar las condiciones 6ptimas de tratamiento
en el que se modificaron dos variables: la cantidad de SFB y las concentraciones
de As(lll) y As(V). Se consideraron Ooptimas aquellas condiciones que
permitieron mantener la integridad de la monocapa, evaluada por visualizacion
microscopica. Tras fijar las condiciones de estudio se llevaron a cabo los ensayos
que se detallan en los apartados 4.1-4.6. En todos ellos, las células fueron
expuestas a diferentes concentraciones de As(Ill) y As(V) desde el momento de
la siembra, cambiando el medio cada 2 dias para evitar la oxidacion del As(III).
Los soportes de siembra y la duracion del tratamiento fueron diferentes en

funcién del parametro a evaluar.
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4.1. Respuesta pro-inflamatoria

Las células se sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad de
2.6 x 10 células/cm’ y desde el inicio se expusieron a As(IIl) (0.025, 0.075 y
0.1 mg/L)y As(V) (0.25,0.75 y 1 mg/L) en DMEM suplementado con SFB 7.5%
v/v, aminoacidos no esenciales 1% v/v, penicilina 100 U/mL, estreptomicina
0.1 mg/mL, anfotericina B 0.0025 mg/mL, piruvato de sodio 1 mM y HEPES
10 mM. Este medio se denominara DMEM-7.5%SFB a lo largo de la tesis. A los
tiempos estipulados (7, 14 y 21 dias), los medios se recuperaron para el analisis
de la citoquina pro-inflamatoria IL-8 mediante el kit ELISA Human
IL-8/CXCLS. La monocapa celular se lavo con PBS y se recuperd con una
disolucién de tripsina/EDTA para la determinacion del niimero de células por
tincion con azul tripan 0.4% (Sigma). Los resultados se normalizaron por nimero

de células.

4.2. Cambios en la proliferacion celular

La proliferacion celular se evalué determinando el nimero de células en cada
etapa del ciclo celular (GO/G1, S, G2/M) mediante el andlisis de la cantidad de
ADN. Para este ensayo se sembraron placas de 6 pocillos a una densidad de
2.6 x 10 células/cm®y se expusieron a As(III) (0.025,0.075 y 0.1 mg/L) y As(V)
(0.25, 0.75 y 1 mg/L) en DMEM-7.5%SFB desde el momento de la siembra.

Tras 2, 5 y 7 dias, las células se lavaron con PBS, se recuperaron con
tripsina/EDTA y fueran procesadas con el kit BD Cycletest™ Plus DNA
(BD Bioscience), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras se
analizaron por citometria de flujo (Beckman Coulter Epics XL-MCL). Todos los
ensayos se realizaron por triplicado en dos dias independientes, analizandose en

cada lectura 10000 eventos.
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4.3. Expresion de marcadores de diferenciacion celular

El progreso de la diferenciacion de las células intestinales se evalué mediante el
analisis de la expresion génica de marcadores de diferenciacion celular
[sucrosa-isomerasa (S7), dipeptidil peptidasa 4 (DPP4), villina 1 (VIL1) y MYC].
Las células se sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad de
2.6 x 10* células/cm? y se trataron con As(III) (0.025, 0.075y 0.1 mg/L) y As(V)
(0.25, 0.75 y 1 mg/L) en DMEM-7.5%SFB durante 5, 7, 14 y 21 dias.
Transcurrido el tiempo de exposicion, la monocapa celular se lavo con PBS y las
células se recuperaron con tripsina/EDTA para la extraccion del ARN, obtencion
del ADNc y determinacion de la expresion por qPCR (apartado 8). Los datos
obtenidos se normalizaron empleando el gen de referencia ARN ribosomal 18S

(RN18S). Los oligonucleotidos y sus eficacias se describen en la tabla 5.
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Tabla 5. Oligonucleodtidos empleados en el estudio de la expresion de marcadores de diferenciacion.

Gen GenBank ID Secuencia 5°-3’ a}lﬁ)rlr;igl:: ?lf;l)) Eficacia Referencia

S NMooour  FiAATCAGACACCCAATCGTTTCC B 2nson Wang et al 2011
D NMootszss T GTOOCGTGTTCAAGIGIGG M 201502 Vaomaeral 010)
WIC  NMLonaera T GTCAAGAGGCGAACACACAAC B 20w00 Zoweral (2016
i wmoomaza FiCTOAGCOCCCAAGICAAAG D7 20s00l  Kesieryeral (017
RNIS8S  NR_003286.2 F: CCATCCAATCGGTAGTAGCG 151 2.00+£0.01 Wang et al. (2011)

R: GTAACCCGTTGAACCCCATT
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4.4. Evaluacion de la permeabilidad intestinal de las monocapas celulares

Las células se sembraron a una densidad de 4 x 10° células/cm?® sobre placas de
6 pocillos con insertos Transwell® (didmetro 24 mm, poro 0.4 um). Desde el
momento de la siembra, las células se expusieron a As(II) (0.025, 0.075 y
0.1 mg/L) y As(V) (0.25, 0.75 y 1 mg/L) en DMEM-7.5%SFB en el lado apical
(1.5 mL). Tras 7, 14 y 21 dias de siembra, se evalu¢ el transporte de LY al lado
basolateral durante 1 h, tras adicionar el marcador al lado apical a una
concentracion de 100 uM. La concentracion de LY se determino siguiendo el

protocolo descrito en el 3.6.

4.5. Estudio de la estructura de 1a monocapa celular

El estudio de la estructura de la monocapa celular se llevd a cabo mediante
microscopia de transmision electronica. Las células se sembraron a una densidad
de 1.1 x 10* células/cm? sobre placas de 12 pocillos con insertos Transwell®
(didmetro 12 mm, poro 0.4 um). Desde el inicio las células se expusieron a As(III)
(0.025, 0.075 y 0.1 mg/L) y As(V) (0.25, 0.75 y 1 mg/L) en DMEM-7.5%SFB.
Tras 7 y 14 dias de tratamiento, se procedid a fijar las monocapas sobre los
insertos con una disolucion de PAF 2.5% v/v en PBS y glutaraldehido 0.5%, la
cual se afladié a ambos compartimentos (0.5 mL en el apical y 1 mL en el
basolateral). Tras 15 min de incubacion, se retir6 el fijador y las células se lavaron
con la disolucion tampdn de Sorénsen (0.1 M, pH 7.3), manteniéndose en esta

solucion salina hasta el momento de su preparacion.

Las monocapas fijadas se incubaron con una disolucion de tetradxido de
osmio al 1% (London Resin Company Ltd) a temperatura ambiente durante 2 h.
A continuacion, la preparacion se deshidrato por inmersiones sucesivas en etanol
a concentraciones crecientes (30, 50, 70 y 90%). Tras eliminar el inserto, se

realizé una inclusion en resina LR-White, incubando la polimerizacion en estufa
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a 60 °C. Posteriormente se realiz6 una tincion con citrato de plomo y acetato de
uranilo y se llevaron a cabo cortes ultrafinos de 60 a 90 nm con cuchillas de
diamante en el equipo Ultracut UC6 Leica. Las preparaciones se observaron en

el microscopio de transmision electronica JEM-1010 (Jeol).

4.6. Evaluacion de la regeneracion celular

Los estudios de regeneracion celular se realizaron mediante el ensayo de cierre
de herida. Las células se sembraron en placas de seis pocillos a una densidad de
2.6 x 10* células/cm® y desde el inicio se expusieron a As(II) (0.025, 0.075 y
0.1 mg/L) y As(V) (0.25, 0.75 y 1 mg/L) en DMEM-7.5%SFB. Tras 7 dias de
exposicion, las células se recuperaron con tripsina/EDTA y se sembraron a una
densidad de 8.5 x 10* células/cm?” sobre una placa culture-insert 2 well 24 (Ibidi),
que consiste en una placa de 24 pocillos, cada uno de ellos separado en dos
compartimentos por una pared de 500 pm. Después de alcanzar la confluencia,
los insertos se retiraron creando una linea central libre de células de
aproximadamente 500 um. Posteriormente, se adicion6 DMEMc-7.5%SFB a los
pocillos y se observo el cierre del espacio libre de células durante 48 h. El calculo
del area de la herida se llevo a cabo con el programa NIS Elements BR (Nikon

Instruments).

5. Evaluacion in vitro del efecto de una exposicién crénica a arsénico

inorganico sobre el epitelio intestinal

En este estudio se evaluo si la exposicion cronica a As-i favorecia la adquisicion
de fenotipos tumorogénicos en células epiteliales del intestino, tal y como se ha

evidenciado en otros tipos celulares (Tokar et al., 2010; Person et al., 2015). Por
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ese motivo, Unicamente se emplearon células NCM460, linea celular no

transformada (Moyer ef al., 1996).

Las células se sembraron a una densidad de 4 x 10* células/cm? en frascos de
25 cm? y desde el inicio se expusieron a disoluciones de As(III) (0.01, 0.05, 0.1
y 0.2 mg/L) y As(V) (0.5 y 1 mg/L) preparadas en DMEM suplementado con
7.5% (v/v) de SFB, 100 U/mL de penicilina, 0.1 mg/mL de estreptomicina,
0.0025 mg/mL de anfotericina B y 1 mM de piruvato de sodio. Este medio se
denominard DMEM-crénica a lo largo de la tesis. La exposicion se prolongo
24 semanas, con cambios de medio cada 2-3 dias y pases cada 7 dias. Tras el pase
celular, las células del nuevo pase se expusieron a las mismas concentraciones de
As-i en frascos de 25 cm?® Paralelamente se realizaron pases de células no

expuestas a As-i, las cuales se emplearon como células control.

5.1. Respuesta pro-inflamatoria

Cada 2 semanas, durante el pase celular, los medios de cada tratamiento se
recuperaron para el analisis de la citoquina pro-inflamatoria IL-8 realizada
mediante el kit ELISA Human IL-8/CXCLS, siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los resultados de liberacion de IL-8 se normalizaron por nimero de

células determinado por tincion con azul tripan 0.4%.

5.2. Evaluacion de la modificacion de histonas

A partir de la sexta semana, durante el pase celular, aproximadamente
1 x 10° células procedentes de cada uno de los tratamientos se recuperaron para
el andlisis de histonas modificadas. La extraccion de las histonas se realizd de
acuerdo con el protocolo descrito por Shechter et al. (2007). El contenido total de

proteinas en el extracto se determind por el método de Bradford.
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Las proteinas (20 pg) se sometieron a electroforesis en gel de
SDS-poliacrilamida 12% y se transfirieron a una membrana Hybond-P PVDF
(GE Healthcare) por electroelucion durante 1 h. Tras la transferencia, las
membranas se bloquearon con albumina de suero bovino 5% m/v (Biowest) en
disolucién salina tamponada con Tris (TBS) durante 1 h. Posteriormente, las
membranas se incubaron durante toda la noche a 4 °C con el anticuerpo primario
anti-Histone H3 (acetyl K9 + K14 + K18 + K23 + K27) (ab47915, Abcam),
diluido 1:2000 en disoluciéon de bloqueo. A continuacion, se lavaron e incubaron
durante 1 h con el anticuerpo secundario (anti-conejo tipo IgG generado en cabra)
diluido 1:10000 en disolucion de bloqueo. Las bandas obtenidas se detectaron
con el reactivo de deteccion Amersham™ ECL Select™ Western Blot Detection
Reaction (GE Healthcare). El analisis densiométrico de las bandas se llevo a cabo

con el programa ImageJ (NIH).

5.3. Expresion de genes relacionados con canceres colorrectales

En este ensayo se evaluo la expresion génica de los genes homeobox CDXI y
CDX2y CD133. A partir de la tercera semana, durante el pase celular, se aislaron
1 x 10° células de cada tratamiento para la extraccion del ARN total, obtencion
del ADNc y evaluacion de la expresion por qPCR (apartado 8). Los datos
obtenidos se normalizan empleando el gen de referencia RNISS. Los

oligonucledtidos y sus eficacias se describen en la tabla 6.
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Tabla 6. Oligonucleodtidos empleados en el estudio de la expresion de genes relacionados con cancer colorrectal.

Gen GenBank ID Secuencia 5°-3’ a:z:;zg‘z ?be:)) Eficacia Referencia
CDX1 NM_001804.2 Ilz %égé?gggg (?CCTCCGCA:F?“?EE 101 2.08 £0.07 Takahashi et al. (2007)
v Nmooiaesa T OCTGGAGAAGGAGTTICACTACAGT o 5y1iglg  Tukahashieral 2007
CDI133 NM_006017.2 11; igig%&i%%icgfc%??rgg{%%% 161 2.10+0.19 De Carlo et al. (2013)
RNI8S NR_003286.2 F: CCATCCAATCGGTAGTAGCG 151 2.00+0.01 Wang et al. (2011)

R: GTAACCCGTTGAACCCCATT
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5.4. Proliferacion celular en medio con baja cantidad de suero

Este ensayo se realizd con las células obtenidas tras 6, 10 y 18 semanas de
tratamiento con As-i. La proliferacion celular se determiné a través de la siembra
de 2.6 x 10° células/cm? en placas de 12 pocillos en medio DMEM suplementado
con SFB 1% v/v, penicilina 100 U/mL, estreptomicina 0.1 mg/mL, anfotericina
B 0.0025 mg/mL y piruvato de sodio 1 mM. Las células se incubaron a 37 °C
durante 7 dias. Tras la incubacion, la monocapa celular se lavé con PBS y se
recupero con una disolucion de tripsina/ EDTA para la determinacion del nimero

de células por tincion con azul tripan 0.4%.

5.5. Actividad de las metaloproteinasas de matriz extracelular (MMP)

Las células expuestas cronicamente a As-i durante 6, 12 y 24 semanas se
sembraron en placas de 12 pocillos a una densidad de 2.6 x 10° células/cm” en
DMEM sin suplementacion. Tras 48 h, el medio se recuperd y se centrifugd
(1400 rpm, 5 min) para eliminar los posibles restos celulares. La fraccion proteica
se concentrd (= 50 veces) utilizando tubos Amicon Ultra-2 30K (Millipore),
siguiendo las instrucciones del fabricante. La actividad gelatinolitica de la
MMP-2 y MMP-9 se evaluo a través de un método zimografico basado en el

protocolo descrito por Hu y Beeton (2010).

El medio, tras dilucion 1:1, se sometid a una electroforesis (125 V, 1 h) en gel
10% Tris-glicina con gelatina al 0.1% como sustrato (Novex, Invitrogen).
Posteriormente, el gel se incubd con un tampoén renaturalizador 1x (Novex)
durante 30 min a temperatura ambiente y en agitacion. Se substituy6 el tampon
renaturalizador por un tampon revelador (Novex) y se incub6 a 37 °C durante
toda la noche para obtener maxima sensibilidad. Los geles se tifieron durante 3 h
con Coomassie brilliant blue R-250 (Sigma) preparado en 4cido acético 10% v/v

(Sigma). Posteriormente se sumergieron durante 30 min en una disolucion de
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metanol 20% v/v (Scharlau) y acido acético 10% v/v. Las areas de lisis se
midieron densiométricamente con el software ImagelJ. Se utilizaron las proteinas
recombinantes MMP-9 (Life technologies) y MMP-2 (Abcam) como controles

positivos.

5.6. Ensayo de formacion de colonias en agar blando

El crecimiento independiente de anclaje se determind a través del ensayo de
formacion de colonias en agar blando, donde las células sembradas a una
densidad baja, crecen suspendidas en una capa de agar superior (0.35%) que yace
sobre una capa de agar base, menos blando (0.5%), permitiendo que las células

tumorales formen colonias visibles en el agar.

El agar base se prepar6 mezclando agar 1% v/v en H,O con medio
NCM-DMEMc 2x en una proporciéon 1:1, obteniendo como producto final agar
al 0.5%. A cada pocillo de una placa de 6 pocillos se afiadi6 1.5 mL de esta mezcla
y se mantuvo a temperatura ambiente hasta su solidificacion. Posteriormente se
preparé la capa de agar superior mezclando agar 0.7% v/v en H>O con medio
NCM-DMEMc 2X en una proporcion 1:1, obteniendo como producto final agar
al 0.35%. Esta mezcla se emple6 para preparar la suspension celular
(7 x 10° células/mL), la cual se sembro (1.5 mL) sobre la capa de agar de 0.5% y
se mantuvo a temperatura ambiente hasta su solidificacion. Las células se
incubaron a 37 °C, afiadiendo 0.5 mL de NCM-DMEMCc sobre la capa superior
de agar 1-2 veces por semana para evitar la deshidratacion del agar. Tras 21 dias,

se anadio cristal violeta 0.01% v/v (Merck) para visualizar las colonias formadas.
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5.7. Formacion de tumoroesferas in vitro

Para obtener esferas flotantes se siguio el protocolo descrito por Johnson et al.
(2013). Las células procedentes del pase de las semanas 18 y 24 se sembraron
(1.5 x 10* células/mL) en placas de 96 pocillos de baja adherencia (Corning), en
medio DMEM/F-12 (Gibco) suplementado con factor de crecimiento epidérmico
20 ng/mL (Immuno tools), factor de crecimiento de fibroblastos basico 10 ng/mL
(Immuno tools), insulina 5 pg/mL (Sigma), albimina de suero bovino 0.4% y
suplemento B-27 (Gibco). Tras una semana de incubacion (37 °C), se evalud la

cantidad y tamafio de las tumoroesferas por microscopia.

6. Evaluacion in vivo del efecto de una exposicion subcronica a arsénico

inorganico sobre el epitelio intestinal
6.1. Tratamiento y recoleccion de muestras

Para los estudios in vivo, los ratones BALB/c se dividieron en cuatro grupos de
nueve animales. El primer grupo se utilizé6 como control y a los otros tres grupos
se les administrd durante dos meses diferentes dosis de As(Ill) a través del agua
de bebida (20, 50, 80 mg/L, equivalente a aproximadamente 3, 7.5 y
12 mg/kg pc/dia). Cada 3-4 dias se cambi6 el agua para reducir las posibilidades
de oxidacion del As(II). A lo largo del experimento, se monitorizd el peso
corporal, la cantidad de agua ingerida y aspectos fisicos y comportamentales de
los ratones. Las dosis se eligieron en base a los estudios previos donde se
dosifican ratones a tiempos similares, y atendiendo a los datos toxicologicos

reportados para ratones en exposiciones subcronicas (ATSDR, 2000).

Tras anestesia por inhalacion de isofluorano, se recolectd la sangre por
puncioén cardiaca y posteriormente se realizd el sacrificio por dislocacion

cervical. Inmediatamente se recuperd el intestino, se lavo abundantemente con

61



Metodologia

NaCl 0.9% m/v y tras su separacion en diferentes fragmentos, se almacen6 a
-80 °C para los posteriores analisis. Algunos de los fragmentos requirieron
técnicas especificas de almacenaje o preparacion, las cuales se detallan en cada

apartado.

6.2. Acumulacion tisular de arsénico

El analisis de As se realizo por mineralizacion via seca y posterior determinacion
por generacion de hidruros (HG) acoplada a espectroscopia de fluorescencia
atomica (AFS). Las muestras de intestino delgado (0.5-1 g) o grueso (50-100 mg)
se trataron con 1 mL de agente de mineralizacion [Mg(NO3)> 20% m/v (Panreac)
+ MgO 2% m/v (Merck)] y 5 mL de HNO3 14 M (Merck). La mezcla se evapord
a sequedad en un bafio de arena termostatado (Raypa, modelo PL 5125) y
posteriormente se mineralizd en un horno mufla (Heraeus, modelo K 1253),
aplicando un ciclo temperatura-tiempo en el que tras una subida paulatina de la

temperatura (50 °C/h), las muestras se mantuvieron a 450 °C durante 12 h.

Tras el proceso de mineralizacion, las cenizas se disolvieron en HCI 6 M y en
una disolucion reductora [KI 5% m/v (Panreac) y acido ascorbico 5% m/v
(Merck)]. La proporcion de reductor adicionado con respecto al volumen final de
disolucion fue de 1:5. Transcurridos 30 min, la disolucion se filtro a través de
papel Whatman n° 1 y se llevé a volumen final (10 mL) con HCI 6 M. Las
condiciones instrumentales para la cuantificacion de As mediante HG-AFS se

detallan en la tabla 7.

El control de calidad de la cuantificacion de As se realizo a través del analisis
de la muestra de agua de referencia certificada con un contenido en As de

30.2 +0.293 pug/L (RTC QCI-049-1, LGC Standards).
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Tabla 7. Condiciones instrumentales utilizadas en la cuantificacion de As mediante
HG-AFS.

Muestra 9 mL/min

Disolucion reductora NaBHs4 1.2% (m/v) en NaOH 0.1 M. Flujo 4 mL/min

Disolucién acida HCl14.5 M. Flujo 9 mL/min
Gas transportador Argo6n. Flujo 300 mL/min
Gas de secado Aire. Flujo 2.5 L/min
Corriente primaria 27.5 mA

Corriente de estimulo 35.0 mA

Tiempo de demora 10s

Tiempo de medida 20s

Tiempo de retorno 40s

6.3. Evaluacion de marcadores de toxicidad en el intestino

6.3.1. Determinacion de la generacion de ROS y/o RNS

Las muestras de intestino se homogenizaron mediante el disruptor de tejidos
TissueRuptor II (Qiagen) empleando 3 ciclos de 30 s a 4 °C, en tampdén RIPA
modificado [NaCl 150 mM (Panreac), tampon Tris 50 mM pH 8 (Sigma), EDTA
5 mM (Sigma), Triton X-100 1% v/v, sodio desoxicolato 0.5% m/v (Sigma),
inhibidor de proteasa 10% m/v (Roche)] a una proporcion 1:20. El sobrenadante
obtenido tras la centrifugacion (10000 rpm, 5 min) se utilizd para la
determinacion de ROS/RNS empleando la técnica de oxidacion de DHCF-DA.
El sobrenadante (100 pL) se incub6 (30 min, 37 °C) con 5 puL de una disolucion
de DHCF-DA 10 uM en PBS. Transcurrido este tiempo, la fluorescencia se
determind utilizando un lector de microplacas CLARIOstar (BMG-Labtech)
(A excitacion = 488 nm; A emision = 530 nm). Los valores de fluorescencia

obtenidos se normalizaron por gramos de tejido.

63



Metodologia

6.3.2. Expresion génica de citoquinas pro-inflamatorias, mucina y proteinas de

las uniones celulares

El tejido obtenido tras el sacrificio se sumergi6 inmediatamente en una disolucion
de RNA later (Qiagen) durante 24 h a 4 °C y posteriormente, tras eliminar el RNA
later, se almacend a -80 °C hasta el momento de la extraccion de ARN. La
expresion génica de la mucina 2 (Muc?2), la proteina inflamatoria de macréfagos
(Mip2), las citoquinas Tnfa, II-1f, 1I-2 e 1I-6 y las proteinas de las uniones
estrechas Cldn-1, Cldn-2, Cldn-4 'y Zo-1 se evalu6 por RT-qPCR (apartado 8).
Los datos obtenidos se normalizan empleando el gen de referencia Rnl8s. Los

oligonucledtidos y sus eficacias se describen en la tabla 8.

6.3.3. Cuantificacion de citoquinas pro-inflamatorias

Las muestras de intestino se homogenizaron tal y como se describe en el apartado
6.3.1. En el sobrenadante obtenido se determinaron las citoquinas
pro-inflamatorias IL-6 e IL-2 mediante kits de ELISA especificos (ELISA Mouse
Platinum, eBioscience), siguiendo las instrucciones del fabricante. Los resultados

se normalizaron por gramos de tejido.
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Tabla 8. Oligonucleodtidos empleados en el estudio de la expresion in vivo.

Tamafio del amplicon

Gen GenBank ID Secuencia 5°-3°
(bp)

Eficacia Referencia

F: GCTGACGAGTGGTTGGTGAAT .
Muc2 NM_023566.3 R: GATGAGGTGGCAGACAGGAGA 135 1.98 +0.09 Michael et al. (2015)

. F: CCAACCACCAGGCTACAGG
Mip2 NM_009140-2 R: GCGTCACACTCAAGCTCTG 108 2.12+0.04 Yan et al. (2016)

F: CCAAGCAACGACAAAATACC
-1 NM_008361.4 R: GTTGAAGACAAACCGTTTTTCC 156 1.95 +0.06 Sun et al. (2012a)

F: AGCAGCACCTGGAGCAGCTG .
1l-2 NM_008366.3 R: GTCCACCACAGTTGGTGACT 320 1.85+0.07 Olguin et al. (2018)

F: CTGCAAGAGACTTCCATCCAG .
1-6 NM_031168.1 R: AGTGGTATAGACAGGTCTGTTGG 131 1.75+0.06 Li et al. (2016b)

F: CAGGCGGTGCCTATGTCTC .
Tnfa NM_013693.2 R COATCACCCCOAAGTTCAGTAG 89 1.82 £0.05 Liu et al. (2017)

F: AGGTCTGGCGACATTAGTGG
Cldn-1 NM_016674.4 R: CGTGGTGTTGGGTAAGAGGT 204 2.05+0.03 Acharya et al. (2004)

F: TATGTTGGTGCCAGCATTGT .
Cldn-2 NM_016675.4 R: TCATGCCCACCACAGAGATA 205 1.98 £ 0.05 Liu et al. (2016)




Tabla 8. Oligonucleotidos empleados en el estudio de la expresion diferencial in vivo (continuacion).

Gen GenBank ID

Secuencia 5°-3°

Tamafio del amplicon

Referencia

CLDN-4 NM_009903.2

Z0-1 NM_009386.2

RNI8S NM:023566.3

F: CGCTACTCTTGCCATTACG
R: ACTCAGCACACCATGACTTG

F: GCTAAGAGCACAGCAATGGA
R: GCATGTTCAACGTTATCCAT

F: CGGACAGGATTGACAGATTG
R: CAAATCGCTCCACCAACTAA

Eficacia
(bp)
71 1.89 £0.10
245 2.11+£0.08
98 2.03£0.00

Bergmann et al. (2013)

Katsuno et al. (2008)

Cieslik et al. (2015)
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6.3.4. Determinacion de la proteina intestinal de union a acidos grasos (i-FABP)

La sangre obtenida tras el sacrificio se recolectd en tubos Vacutest® con barrera
de gel inerte y activador de la coagulacion (KIMA). El suero se separd por
centrifugacion (3000 rpm, 10 min, temperatura ambiente) y se diluyo6 1:1 en PBS.
La concentracion sérica de i-FABP se determind mediante el kit de ELISA Fatty
Acid Binding Protein 2 (FABP2) (Cloud-Clone Corp.), siguiendo las

instrucciones del fabricante.

6.4. Estudio histopatologico del intestino

Este estudio se realizd6 en colaboracion con la Dra. Kiihl
(Charité-Universitdtsmedizin, Berlin). Una fraccion del intestino delgado y
grueso (=1 cm) se fij6 con PAF 4% durante 12-24 h y posteriormente se embebiod
en parafina. Se cortaron y desecaron secciones de parafina (1-2 pm), que se
tifieron con hematoxilina/eosina (Merck). Para la deteccion de células
caliciformes, se realiz6 una tincion con acido perioddico de Schiff (PAS) (Sigma)
de acuerdo con los métodos estandar. Las imagenes se obtuvieron empleando un
microscopio Axiolmager Z1 (Carl Zeiss Microlmaging). La evaluacion de las
muestras se realizé de acuerdo con la metodologia descrita por Erben et al.

(2014).

6.5. Evaluacion de la permeabilidad intestinal

La permeabilidad intestinal se evaludé mediante la determinacion de Ia
concentracion de albumina en heces. Para la extraccion de las proteinas, las heces
(= 50 mg) se homogeneizaron en 0.5 mL de tampoéon RIPA modificado. La
homogenizacion se realizd empleando un bead beater (FastPrep-24™ 5G

Instrument, MP Biomedical) con bolas de vidrio (0.1 mm diametro) con tres
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ciclos de 60 s y velocidad de 6 m/s, durante los cuales las muestras se
mantuvieron en hielo. El homogenizado se centrifugé (1000 rpm, 5 min, 4 °C) y
la concentracion de albumina fecal se determind en el sobrenadante mediante el
kit de Mouse albumin ELISA (CUSABIO), siguiendo las instrucciones del

fabricante. Los resultados se normalizaron por mg de heces.

7. Efecto in vitro de bacterias lacticas y suplementos dietéticos sobre la

toxicidad intestinal del arsénico inorganico

En este estudio se llevd a cabo una buisqueda de bacterias lacticas de uso
alimentario y suplementos dietéticos capaces de reducir los efectos toxicos
in vitro del As-i sobre el epitelio intestinal. Se empled la linea celular Caco-2 y
diferentes cepas de bacterias lacticas o sus correspondientes medios

condicionados, asi como diferentes suplementos dietéticos comerciales.

7.1. Bacterias lacticas y obtencion de medios condicionados

Las cepas de bacterias lacticas empleadas se describen en la tabla 9. Las bacterias
se crecieron en medio Man, Rogosa y Sharpe (MRS) (BD Difco) a 30 °C 0 37 °C,
dependiendo de la temperatura de crecimiento 6ptimo de la cepa, en condiciones
estaticas. Las cepas se recogieron por centrifugacion (3500 rpm, 10 min) y se
resuspendieron en DMEM suplementado con HEPES 10 mM (DMEM-HEPES)

a la densidad optica (DO) necesaria para cada ensayo.
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Tabla 9. Cepas de bacterias lacticas ensayadas (proporcionadas por el laboratorio de
Bacterias Lacticas y Probidticos del Instituto de Agroquimica y Tecnologia de los
Alimentos, IATA-CSIC).

Designacion Nombre Cepa
BL17 Lactobacillus acidophilus ~ ATCC* 4356
BL23 Lactobacillus casei BL23°
BL36 Lactobacillus brevis ATCC* 4356

@ American Type Strain Culture Collection; ®Mazé et al. (2010).

Para la obtencion del medio condicionado, las cepas de bacterias lacticas se
incubaron a 30 °C o 37° C, durante 24 h a una DO inicial de 0.3 en
DMEM-HEPES. Posteriormente las cepas se centrifugaron (4000 rpm, 10 min),
el medio condicionado obtenido se esterilizo a través de filtros de 0.2 um y se
almacend a -20 °C hasta su uso. Para los ensayos de exposicion aguda
(apartado 7.3, tratamientos a-¢), se empled el medio condicionado sin adicién de
SFB mientras que en el ensayo de exposicion subcronica (apartado 7.3,

tratamientos f-i), se adiciond SFB a una concentracion final de 7.5%.

7.2. Preparacion de los suplementos dietéticos o extractos vegetales

Se evaluaron un total de 10 suplementos dietarios o extractos vegetales
comerciales (tabla 10). Los extractos se prepararon mezclando 50 mg de los
suplementos con 5 mL de H»O. Las disoluciones se sonicaron (20 min, 4 °C) y se
centrifugaron (4000 rpm, 5 min, 4 °C). Para el tratamiento celular, los extractos
acuosos se diluyeron hasta la concentracion desecada en MEMc o
DMEM-7.5%SFB, segin el tipo de exposicion. Los extractos se prepararon

inmediatamente antes de su uso.
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Tabla 10. Suplementos dietéticos utilizados.

Suplemento Marca comercial
Extracto de brécol Soria Natural
Capsulas de ajo Soria Natural
Extracto de semilla de uva The Nature Network
Extracto de alcachofa Sakai Laboratorios
Capsulas de glutation, cisteina y vitamina C Life Extension
Extracto de cacao 45% Naturex
Extracto de té Naturex
Capsulas de acido lipoico alfa Life Extension
Extracto de zanahoria negra Roha

7.3. Tratamientos realizados

Se plantearon dos tipos de exposicion: 1) una exposicion aguda (24 h) para
evaluar el efecto de las bacterias lacticas, sus medios condicionados y de los
suplementos dietéticos sobre la respuesta pro-oxidante y pro-inflamatoria y la
redistribucion de ZO-1 causada por el As-i; 2) una exposicion subcronica (7 dias)
para evaluar el efecto del medio condicionado de las bacterias lacticas y de los
suplementos dietéticos sobre las alteraciones de la permeabilidad paracelular y
de la regeneracion celular causadas por la exposicion a As-i. En todos los estudios
se emplearon células Caco-2 crecidas en diferentes soportes y densidades en

funcion del parametro a analizar.
En las exposiciones agudas (24 h) se realizaron los siguientes tratamientos:

a. Tratamientos con medio: DMEM-HEPES (bacterias lacticas) o MEMc¢
(suplementos) sin As-i ni estrategias (control negativo).

b. Tratamientos con As-i: As(II) (1 y 3 mg/L) o As(V) (8 mg/L) preparados
en DMEM-HEPES o MEMc (control positivo).
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Tratamiento con medio condicionado y As-i: co-incubacion con As(II)
(1y 3 mg/L) o As(V) (8 mg/L) y medio condicionado de las bacterias
lacticas.

Tratamiento con cepas de bacterias lacticas y As-i: pre-incubacion con las
bacterias lacticas (0.3 OD/mL) durante 6 h, eliminacion del
microorganismo, lavado de la monocapa con PBS y exposicion a As(III)
(1 y3 mg/L)o As(V) (8 mg/L).

Tratamiento con suplementos dietéticos y As-i: pre-incubacion con los
suplementos (100 mg/L) durante 2 h y posterior co-exposicion con As(III)

(1 y3mg/L)o As(V) (8 mg/L).

Para las exposiciones subcronicas (7 dias), las células Caco-2 se expusieron

desde el inicio de la siembra a los siguientes tratamientos:

f.
g.

Tratamiento con medio: DMEM-7.5%SFB (control negativo).
Tratamientos con As: As(IIl) (0.1 mg/L) preparado en DMEM-7.5%SFB
(control positivo).

Tratamiento con medio condicionado y As: co-incubacion con As(II)
(0.1 mg/L) y medio condicionado de las bacterias lacticas.

Tratamiento con suplementos dietéticos y As: co-incubacion con los
suplementos (10 mg/L) y As{Il) (0.1 mg/L) preparados en
DMEM-7.5%SFB.

7.4. Parametros evaluados

7.4.1. Generacion de ROS y/o RNS vy respuesta pro-inflamatoria

Las células se sembraron a una densidad de 3 x 10* células/ cm* en placas de

12 pocillos en DMEMc. Tras 7 dias de siembra, se sometieron a los tratamientos

descritos anteriormente (a-¢). Las células se recuperaron para la evaluacion de la
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generacion de ROS y/o RNS, siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.2.
Los medios se emplearon para el analisis de la citoquina pro-inflamatoria IL-8
mediante el kit ELISA Human IL-8/CXCLS, siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los resultados se normalizaron por contenido de proteinas,

determinado de acuerdo con el método de Bradford.

7.4.2. Inmunolocalizacién de ZO-1

Las células se sembraron a una densidad de 4 x 10* células/cm?® sobre
cubreobjetos colocados dentro de placas de 24 pocillos en DMEMc. Tras 7 dias
de siembra, las células se expusieron a los tratamientos descritos (a-¢) y la
inmunolocalizacién de ZO-1 se determiné siguiendo el protocolo descrito en el

apartado 3.5.

7.4.3. Evaluacion de la permeabilidad de las monocapas celulares

Las células se sembraron a una densidad de 4 x 10° células/cm? sobre una placa
de seis pocillos con insertos Transwell® (didmetro 24 mm, poro 0.4 pm) en
DMEM-7.5%FBS y desde el inicio de la siembra, las células se sometieron a los
tratamientos descritos previamente (f-i). Tras 7 dias de siembra, se evalud el
transporte de LY al lado basolateral durante 24 h, tras adicionar el marcador al
lado apical a una concentracion de 100 uM. La concentracion de LY se determind

siguiendo el protocolo descrito en el 3.6.

7.4.4. Evaluacion de la regeneracion celular

Las células se sembraron en placas de seis pocillos a una densidad de

2.6 x 10* células/cm® en DMEM-7.5%FBS y desde el inicio de la siembra se

72



Metodologia

expusieron a los tratamientos descritos previamente (f-i). Tras la exposicion, las
células se recuperaron con tripsina/EDTA y se sembraron a una densidad de
8.5 x 10* células/cm? sobre una placa culture-insert 2 well 24, para la realizacion
del ensayo de cierre de herida de acuerdo con el protocolo descrito en el

apartado 4.6.

8. Extraccion de ARN, retrotranscripcion (RT) y reaccién en cadena de la

polimerasa cuantitativa (QPCR)
8.1. Extraccion del ARN total

Para la obtencion del ARN se utilizaron aproximadamente 1 x 10° células o 10 mg
de tejido homogeneizado. La extraccion se realizdo empleando un kit comercial
(NucleoSpin RNA 1I kit, Macherey-Nagel) y se siguio el protocolo indicado por

el fabricante.

El ARN se cuantificd por espectrofotometria a 260 nm y se comprobd la
calidad del mismo por la relacion 260/280 nm (Nanodrop ND-1000, NanoDrop
Technologies). Adicionalmente, la calidad del ARN se verifico visualmente tras
una electroforesis en gel de agarosa D1 bajo EEO (1% m/v, Pronadisa),

comprobandose la presencia de las bandas de ARN ribosémico (18S y 28S).

8.2. Condiciones de la RT

Para realizar la RT en las muestras de cultivos celulares se utilizo un kit comercial
Reverse Transcriptase Core (Eurogentec Headquarters), siguiendo las
especificaciones del fabricante. Para un volumen final de reaccion de 10 pL se
llevé a cabo la mezcla de reactivos que aparece en la tabla 11. Esta mezcla se

sometio a una etapa inicial de calentamiento (25 °C, 10 min), la RT se llevo a

73



Metodologia

cabo a 48 °C durante 30 min, y la inactivacion del enzima se realizd por

calentamiento (95 °C, 5 min).

Tabla 11. Reactivos empleados en la retrotranscripcion.

Componente Volumen (uL) Concentracion final
10x tampoén de reaccion | 1x
25 mM MgCl, 2 5mM
2.5 mM dNTP 2 500 uM cada ANTP
Oligo dT 0.5 2.5uM
Inhibidor RNasas 0.2 0.4 U/uL
Retrotranscriptasa (EuroScript RT) 0.25 1.25 U/uL
Agua libre de ARNasas 3.05 —
Muestra (100 ng/pL) | 100 ng ARN total

Para las muestras de tejido animal, la RT se llevd a cabo utilizando el kit
SuperScript™  VILO™ ¢DNA Synthesis (Invitrogen), siguiendo las
especificaciones del fabricante. Para un volumen final de reaccion de 10 pL se
empled 1 pg de ARN, 2.5 uL de Vilo Reaction Mix (5%) y 1 uL de Superscript
Enzyme (10%). La mezcla de reaccion se sometidé a una etapa inicial de
calentamiento (25 °C, 10 min), la RT se llevo a cabo a 42 °C durante 60 min, y la

inactivacion del enzima se realizo por calentamiento (85 °C, 5 min).

8.3. Condiciones de la qPCR

A partir del ADNc obtenido en el apartado anterior, se amplificaron los genes de

interés mediante qPCR, empleando el equipo LightCycler® 480 Real-Time gPCR
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System (Roche Diagnostics). Las reacciones se realizaron en un volumen final de

10 pL, empleando los siguientes volumenes:

- 5 uL de LightCycler® 480 SYBR Green I Master Mix (2%, Roche).
2.5 uLL. de ADNc (20 ng/mL).

- 0.5 pL de cada oligonucleétido (10 uM) (Biolegio).

- 1.5 pL de agua libre de ARNasa.

La reaccion qPCR se llevo a cabo con una etapa inicial a 95 °C durante 5 min,
seguida de 40 ciclos consistentes en una etapa de desnaturalizacion (95 °C, 10 s),
una de alineamiento (55 °C, 10 s) y una de elongacién (72 °C, 20 s). En cada
ensayo se evaluaron controles sin ADNc para verificar la ausencia de ADN
genomico. Las curvas de disociacion se analizaron tras cada ensayo para
confirmar la especificidad del producto obtenido en la reaccion. Todos los
ensayos se realizaron por triplicado al menos en dos ensayos independientes. Las
curvas de eficiencia para cada gen se calcularon empleando 5 diluciones seriadas
sobre una mezcla de muestras no tratadas, ensayando 3 réplicas en 2 ensayos
independientes. Los datos obtenidos se analizaron mediante el software REST

2009.

9. Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé aplicando la prueba t-student o el analisis de la
varianza con un solo factor (ANOVA) con comparaciones multiples post hoc
mediante la prueba de Tukey o Fisher HSD (SigmaPlot version 13.5, XLSTAT).

Las diferencias se consideraron significativas para p < 0.05.

La determinacion del tamafio muestral necesario para los ensayos de toxicidad
in vivo (capitulo 5) se llevo a cabo empleando el programa GPower 3.1, con un

o = 0.05 y una potencia (1-p) de 0.8.
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Evaluacion in vitro de los efectos de una exposicion
aguda a arsénico inorganico sobre el epitelio
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Evaluacion in vitro de una exposicion aguda a As-i

Los antecedentes bibliograficos han mostrado que el As(IIl) genera estrés
oxidativo y una respuesta pro-inflamatoria en Caco-2, linea de células epiteliales
de intestino procedente de un adenocarcinoma de colon (apartado 5.1,
introduccion). Sin embargo, no existen estudios que evidencien el efecto en
células no transformadas de epitelio colonico y también se desconoce el efecto
de la forma inorganica mayoritaria en alimentos, el As(V). Adicionalmente, es
necesario determinar si este efecto pro-inflamatorio y pro-oxidante afecta a la
estructura y funcion del epitelio intestinal. El objetivo de este capitulo es
determinar la toxicidad de las formas inorganicas de As [As(IIl) y As(V)] sobre
las células epiteliales del intestino en exposiciones a corto plazo. Para tal fin se
han empleado dos modelos celulares de epitelio intestinal: células epiteliales no
transformadas de colon humano (NCM460) y células epiteliales procedentes de

un adenocarcinoma colorrectal humano (Caco-2).

RESULTADOS
1. Bisqueda de las condiciones optimas para los ensayos de exposicion aguda

Se realizaron estudios preliminares para evaluar el efecto del As-i sobre la
viabilidad de los dos tipos celulares empleados, con el fin de trabajar en
condiciones subletales. Los resultados de los ensayos de viabilidad celular
realizados para exposiciones a As(Ill) y As(V), basados en la capacidad de las
células viables de reducir la resazurina sodica a resorufina, se muestran en las
figuras 6 y 7, respectivamente. Se consideraron condiciones subletales aquellas
en las que se observaron reducciones de la viabilidad < 20% y en las que no se
apreciaron desestructuraciones de la monocapa celular. De todas las
concentraciones ensayadas, solo la exposicion a As(II1) 5 mg/L (figura 6) genera

una reduccion superior al 20% de la viabilidad en las células NCM460. Teniendo
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en cuenta estos resultados, las concentraciones elegidas para el estudio fueron:

As(Ill) 1y 3 mg/L; As(V) 5y 8 mg/L.
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Figura 6. Viabilidad celular de células intestinales expuestas a As(III). Porcentaje de
reduccion de resazurina sodica a resofurina por células Caco-2 y NCM460 expuestas a
As(I1I) (0.5 a 5 mg/L) durante 24 h con respecto a células control. Valores expresados
como media = SD (n=3).
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Figura 7. Viabilidad celular de células intestinales expuestas a As(V). Porcentaje de
reduccion de resazurina sddica a resofurina por células Caco-2 y NCM460 expuestas a
As(V) (3 a 10 mg/L) durante 24 h con respecto a células control. Valores expresados
como media = SD (n=3).

2. Evaluacion del estrés oxidativo y de la respuesta pro-inflamatoria

La liberacion de citoquinas pro-inflamatorias y la generacion de ROS/RNS
permiten mantener la homeostasis celular. Sin embargo, cuando esta produccion
supera los niveles normales, se genera una situacion pro-oxidante y
pro-inflamatoria que, de extenderse en el tiempo, puede llevar al desarrollo de

desordenes o patologias.

Las figuras 8 y 9 representan la formacion de la DCF, indicador de la
generacion de ROS/RNS, por células Caco-2 y NCM460, respectivamente,
tratadas con As(III) y As(V).
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Figura 8. Generacion de ROS y/o RNS por células Caco-2 expuestas a As-i. Porcentaje
de formacion de DCF en células expuestas a As(III) (1 y 3 mg/L) y As(V) (5 y 8 mg/L)
durante 2, 4 y 24 h con respecto a células control. Como control positivo se ha empleado
hidroperoxido de terbutilo 100 uM. Valores expresados como media = SD (n=3). Los
asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) respecto a las
células control.
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Figura 9. Generacion de ROS y/o RNS por células NCM460 expuestas a As-i. Porcentaje
de formacion de DCF en células expuestas a As(III) (1 y 3 mg/L) y As(V) (5y 8 mg/L)
durante 2, 4 y 24 h con respecto a células control. Como control positivo se ha empleado
hidroperoxido de terbutilo 100 uM. Valores expresados como media = SD (n=3). Los
asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) respecto a las
células control.

En general, en las células intestinales no existe una elevada respuesta
pro-oxidante tras los tratamientos con As-i, si bien tampoco son destacables las
producidas por el hidroperoxido de terbutilo, empleado como control positivo por
su conocido caracter pro-oxidante. En las células Caco-2, el aumento de la
formacion de DCF so6lo se produce tras 4 h de tratamiento con As(V) 8 mg/L
(27%) y tras 24 h de exposicion a As(Ill) 3 mg/L (65%). Las células NCM460
presentan un aumento en la formacion de DCF 24 h después del tratamiento con
As(IIT) a ambas concentraciones (108—240%). Sin embargo, la exposicion a

As(V) no aumenta la formacion de DCF en ninguna de las condiciones.
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En relacion a la respuesta pro-inflamatoria, los niveles de las citoquinas IL-2,
IL-6 y TNFa no se modifican substancialmente tras la exposicion a As-i (datos
no mostrados), sin embargo, se observan cambios en los niveles de 1L-8. Las
figuras 10 y 11 muestran la liberacion de IL-8 al medio de las células Caco-2 y
NCM460 respectivamente, tras el tratamiento con As(I1I1) y As(V). En las células
Caco-2, todos los tratamientos con As(II) aumentan la liberacion de IL-8
(115-1135%), con excepcion de As(III) 1 mg/L tras 4 h de exposicion. Los
tratamientos con As(V) aumentan la liberacion de IL-8 tras 8 y 24 h (28-303%),
aunque la respuesta pro-inflamatoria es mas baja que la desencadenada por el
As(IIT). Para las células NCM460, los tratamientos con As(III) producen un
aumento en la liberacion de IL-8 tras 8 y 24 h de exposicion (57-353%); sin
embargo, el As(V) no genera una respuesta pro-inflamatoria. A la vista de los
resultados, se concluye que la exposicion a As-i, especialmente a As(III), genera
una respuesta pro-inflamatoria en células humanas de origen coldnico, siendo

mas notable la producida en células Caco-2.
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Figura 10. Respuesta pro-inflamatoria en células Caco-2 expuestas a As-i. Liberacion de
la citoquina pro-inflamatoria IL-8 al medio de cultivo en células control y células
expuestas a As(IIl) (1 y 3 mg/L) o As(V) (5 y 8 mg/L). Valores expresados como pg/mg
proteinas (media + SD, n=3). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05) respecto a las células control.
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Figura 11. Respuesta pro-inflamatoria en células NCM460 expuestas a As-i. Liberacion
de la citoquina pro-inflamatoria IL-8 al medio de cultivo en células control y células
expuestas a As(III) (1 y 3 mg/L) y As(V) (5 y 8 mg/L). Valores expresados como pg/mg
proteinas (media + SD, n=3). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05) respecto a las células control.

3. Efecto sobre la expresion de proteinas de estrés

La mayoria de las proteinas de estrés se expresan a niveles basales en condiciones
fisioldgicas normales. Sin embargo, su expresion aumenta cuando las células se
someten a determinadas condiciones de estrés. En estas situaciones, las proteinas
de estrés juegan un papel fundamental en el mantenimiento de la homeostasis
celular (Tyedmers et al., 2010). Las proteinas de choque térmico (HSPs) actian
como chaperonas moleculares, proporcionando un mecanismo para prevenir el
dafio celular causado por proteinas mal plegadas que resultan en la formacion de

cuerpos de inclusion toxicos o agresomas. Las metalotioneinas (MT) tienen entre
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sus funciones putativas la detoxificacion de metales a través de su capacidad para
eliminar ROS (Kumari ef al., 1998), su alta afinidad por iones metalicos libres y

su papel en el intercambio de metales (Rigby Duncan et al., 2008).

Las tablas 12 y 13 muestran la expresion diferencial de M724 y HSP70 en
células Caco-2 y NCM460 expuestas a As-i con respecto a células control. Se
observa un incremento de la expresion de MT2A4 en ambas lineas celulares con
todos los tratamientos ensayados (incrementos: Caco-2, 11-8580 veces;
NCM460, 4-8640 veces). Para Caco-2, el aumento de la expresion producida por
ambas formas de As es similar, observandose una mayor induccion a las 8 h. En
las células NCM460, el As(II) produce un aumento mas elevado de la expresion,

especialmente tras 24 h de exposicion.

La proteina de choque térmico HSP70 también estd regulada al alza en las
células Caco-2 (4-2610 veces). Los tratamientos a las 8 h son los que generan una
mayor induccion de esta proteina de estrés. En las células NCM460, el aumento
es menor y no se produce en todos los tratamientos [As(III): 3-83 veces; As(V):

2.7 veces].

El hecho de que estas proteinas se incrementan en situaciones de estrés
oxidativo es bien conocido. También se han reportado evidencias de su
asociacion con los procesos inflamatorios (Van Eden et al., 2005; Waeytens et
al., 2009). Por tanto, la generacion de ROS/RNS y la liberacion de citoquinas
pro-inflamatorias descritas previamente pueden ser las responsables de la
induccion de estas proteinas, cuyo papel fundamental, tal y como se ha

comentado previamente, es el de proteccion frente a situaciones de estrés.
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Tabla 12. Efecto del As-i sobre la expresion de proteinas de estrés en células Caco-2. Expresion relativa de HSP70 y MT2A en células
tratadas con (12a) As(IIl) (1 y 3 mg/L) y (12b) As(V) (5 y 8 mg/L) durante 4, 8 y 24 h. Valores expresados como cambios en el nivel de
expresion respecto al control (media + SD, n=3). Los asteriscos indican aumentos estadisticamente significativos con respecto al control
(p <0.05).

As(III) 1 mg/L As(I11) 3 mg/L

12a
4h 8h 24 h 4h 8h 24 h

HSP70 221 +16* 486+52* 7.1+1.2*% 478+94* 2610+450* 100+ 19*
MT24 841 £95% 4930 +£380* 2910+5* 2500+ 300* 8360 +960* 995 +203*

As(V) 5 mg/L As(V) 8 mg/L

12b
4h 8h 24 h 4h 8h 24 h

HSP70 43+32 100+ 18* 42+03* 204+£37* 422+64* 58+24*
MT24 11+£6* 149+28* 637+69* 1840+ 250* 8580+ 890* 3730+ 820*




Tabla 13. Efecto del As-i sobre la expresion de proteinas de estrés en células NCM460. Expresion relativa de HSP70 'y MT2A en células
tratadas con (13a) As(IIT) (1 y 3 mg/L) y (13b) As(V) (5 y 8 mg/L) por 4, 8 y 24 h. Valores expresados como cambios en el nivel de
expresion respecto al control (media + SD, n=3). Los asteriscos indican aumentos estadisticamente significativos con respecto al control
(p <0.05).

As(I1l) 1 mg/L As(I1I) 3 mg/L

13a
4h 8h 24 h 4h 8h 24 h

HSP70 4.0+22* 3.1+£1.0% 12+0.6 83 +28* 13 + 4% 44 £+ 15%
MT24 460+ 179* 207 +60* 1700+ 805* 1870+239* 733 +£178* 8640 +2500*

As(V) 5 mg/L As(V) 8 mg/L
13b

4h 8h 24 h 4h 8h 24 h

HSP70 0.8+0.1 1.3+04 09+0.2 2.7+04% 1.2+0.7 1.0+£04
MT24 3.7+0.6* 5.6+1.2% 3.5+£0.5% 6.6 £0.8% 10+ 4% 13 +£ 5%
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4. Efecto sobre las proteinas de las uniones intercelulares y la permeabilidad

La permeabilidad del epitelio intestinal depende principalmente de las uniones
intercelulares, formadas por un conjunto de proteinas cuya distribucion es clave
para mantener la estructura y funcionalidad del epitelio (Suzuki, 2013). En este
estudio se observa una modificacion en la expresion y en la localizacion de

algunas proteinas de las uniones celulares como resultado de la exposicion a As-i.

En las monocapas formadas por Caco-2 se observa una regulacion a la baja de
CLDN-1 en todos los tratamientos con As, excepto As(V) 5 mg/L (tabla 14). En
células NCM460, sin embargo, no se producen modificaciones en la expresion
(datos no mostrados). Adicionalmente, se evidencia una redistribucion de ZO-1
en ambas lineas celulares. La morfologia de las monocapas generadas por estos
dos tipos celulares es distinta (figura 12). Las células Caco-2 forman una
monocapa bien definida, con una distribucion de la proteina ZO-1 que le confiere
un aspecto de empedrado (figura 12A). Por el contrario, las células NCM460
presentan una estructura mas laxa, con las uniones intercelulares menos definidas,
mostrando un crecimiento en multicapa en algunas secciones (figura 12E). Estas
diferencias morfologicas hacen que el efecto de las formas inorganicas de As
sobre la morfologia sea mas evidente en la linea celular Caco-2 (figuras 12 A-D).
En general, los tratamientos alteran la distribucion de la proteina ZO-1,
observandose una mayor intensidad de fluorescencia en el citoplasma de las
células tratadas. Adicionalmente, la monocapa celular pierde su morfologia de

empedrado, hecho especialmente visible en las células Caco-2.
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Tabla 14. Efecto del As-i sobre la expresion de las proteinas de las uniones intercelulares. Expresion relativa de OCLN y CLDN-1 en
células Caco-2 tratadas con (14a) As(IIl) (1 y 3 mg/L) y (14b) As(V) (5 y 8 mg/L) durante 4, 8 y 24 h. Valores expresados como cambios
en el nivel de expresion respecto al control (media + SD, n=3). Los asteriscos indican disminuciones estadisticamente significativas con
respecto al control (p < 0.05).

As(I1I) 1 mg/L As(I11) 3 mg/L

14a
4h 8h 24 h 4h 8h 24 h

OCLN 14+02 08+01 1.1+0.1 19+03 32+04 06=£0.1*
CLDN-1 09+0.1* 03+0.1* 0.7+£0.1* 0.8+0.1* 1.0+0.1 0.2+0.03*

As(V) 5 mg/L As(V) 8 mg/L

14b
4h 8h 24 h 4h 8h 24 h

OCLN 15+02 08+0.1 1.1+£0.1 13+02 1.0+0.1 09+0.2
CLDN-1 13+02 1.0+02 13+02 0.7+£0.1* 0.6+0.1* 09+0.2




Figura 12. Efecto del As-i sobre la distribucion de ZO-1. Inmunodeteccion de ZO-1 en monocapas de células Caco-2 (A-D) y NCM460
(E-H). A y E representan células control; B y F, células tratadas con As(IIl) (1 mg/L) 24 h; C y G, células tratadas con As(IIl) (3 mg/L)
24 h; Dy H, células tratadas con As(V) (8 mg/L) 24 h. Amplificacion 40 X.
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Con respecto a la permeabilidad, el comportamiento de los dos tipos celulares
es distinto, tal y como era de esperar atendiendo a las diferencias morfologicas
descritas previamente. Las células Caco-2 control presentan una RET que varia
entre 700-1300 Ohms x cm?; sin embargo, las NCM460 presentan una RET
similar a la resistencia medida en un inserto sin células (=460 Ohms x cm?). Esto
se refleja en el transporte de los marcadores fluorescentes (LY y dextranos de
diferentes pesos moleculares), empleados para la evaluacion de la permeabilidad
paracelular debido a que su principal via de paso es el transporte a través del
espacio entre células (espacio paracelular). La media del coeficiente de
permeabilidad aparente del LY en células Caco-2 control es de 2 x 107 cm/s. El
coeficiente de permeabilidad en NCM460 es mucho mayor, incluso para el
dextrano de mayor peso molecular (1.4 x 10 cm/s). Teniendo en cuenta los
valores de los parametros que permiten evaluar la permeabilidad, so6lo se ha
ensayado el efecto del tratamiento con As-i sobre las monocapas formadas por

Caco-2.

La figura 13 representa el transporte de LY en células Caco-2 control y células
tratadas con As-i. El tratamiento con As(V) no modifica el transporte de LY
respecto a las células control en ninguna de las condiciones. Las c¢lulas tratadas
con As(III) muestran un mayor transporte tras 24 h de exposicion, siendo el
tratamiento a la concentracion mas elevada (3 mg/L) el que genera el mayor
aumento de la permeabilidad (14 veces). El aumento del transporte de LY por
As(IIl) indica que esta forma arsenical produce una apertura de las uniones

intercelulares en células intestinales y por tanto una pérdida de la funcion barrera.

De los resultados obtenidos en este apartado se concluye que el As-i,
especialmente el As(IIl), produce una redistribucion y una reduccion de la
expresion de algunas de las proteinas de las uniones intercelulares y un aumento
de la permeabilidad en células Caco-2. Este incremento de la permeabilidad no

se ha evidenciado en NCM460 debido a las caracteristicas de las monocapas que
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forma este tipo celular; sin embargo, en estas células si se pone de manifiesto un

cambio en la morfologia de la monocapa.
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Figura 13. Efecto del As-i sobre la permeabilidad de células Caco-2. Transporte de LY
a través de células control y células tratadas con As(IIl) (1 mg/L y 3 mg/L) y As(V)
(8 mg/L) durante 8 y 24 h. Valores expresados como pg LY/mL (media + SD, n=3). Los
asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) respecto a las
células control.
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DISCUSION

Las condiciones redox son determinantes en la homeostasis celular. Cantidades
moderadas de ROS/RNS tienen efectos beneficiosos en varios procesos
fisiolégicos. Se ha evidenciado que estas especies reactivas conducen la respuesta
celular en los procesos de reparacion tisular y regeneracion (Serras, 2016),
participan en numerosas rutas de sefializacion, especialmente en aquellas que
involucran quinasas MAPK (Genestra, 2007), y ayudan al sistema inmune en la
defensa frente a patogenos (Hehner ef al., 2000). Adicionalmente, muchas de las
respuestas mediadas por ROS/RNS protegen las células contra el propio estrés
oxidativo y restablecen la homeostasis redox (Droge, 2002). Sin embargo, la
generacion desproporcionada de ROS/RNS, dificulta el mantenimiento de la
homeostasis, ya que supera la respuesta antioxidante celular y termina causando
dafio oxidativo celular y tisular, que puede favorecer el desarrollo de patologias

(Droge, 2002).

La patogénesis y la evolucion de varias enfermedades inflamatorias
gastrointestinales como cancer colorrectal y enfermedades inflamatorias cronicas
(IBD: enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa) estan asociadas con el estrés
oxidativo (Inokuma et al., 2009; Bhattacharyya et al., 2014; Tian et al., 2017).
Estudios recientes han demostrado que las ROS producidas por las mitocondrias
actian como moléculas transductoras de sefiales que provocan un aumento de la
expresion de citoquinas pro-inflamatorias a través de distintas vias (Naik y Dixit,
2011). Al igual que las especies reactivas, las citoquinas consideradas
pro-inflamatorias pueden jugar un papel protector o patoldgico dependiendo del
estado inmunoldgico del individuo y el tipo o fase del proceso inflamatorio. Este
hecho implica que pueden favorecer la homeostasis y el mantenimiento de la
barrera intestinal o la generacion de inflamaciones intestinales cronicas (Bamias

etal.,2012).
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Estudios en animales de experimentacion muestran que las citoquinas
pro-inflamatorias producen el desensamble de las uniones intercelulares,
responsables del mantenimiento de la estructura y polarizacion del epitelio
intestinal y aumentan la permeabilidad paracelular (Capaldo y Nusrat, 2009). El
aumento de permeabilidad se asocia a numerosos desordenes intestinales,
especialmente con el desarrollo de enfermedades autoinmunes e inflamatorias
(Groschwitz y Hogan, 2009). De hecho, en modelos animales de IBD, el aumento
de la permeabilidad paracelular epitelial precede a la inflamacion croénica de la
mucosa intestinal (Pastorelli et al, 2013). Una permeabilidad intestinal
desregulada e inespecifica permite que sustancias o microorganismos nocivos
puedan entrar en contacto con el sistema inmune presente en la lamina propia
(Pastorelli et al., 2013). Este contacto puede inducir una respuesta inmune
exacerbada y la aparicion de procesos cronicos. Toda esta cascada de eventos,
que generan procesos inflamatorios del intestino, se han evidenciado en
exposiciones a agentes externos tales como el alcohol (Keshavarzian ez al., 2009);
sin embargo, no se han puesto de manifiesto en presencia de elementos traza

tOX1COs.

A nivel intestinal, los estudios sobre los efectos toxicos del As son escasos.
In vitro se ha evidenciado que las exposiciones agudas a las formas trivalentes de
As [As(1Il), MMA(IIT) y DMA(III)] generan estrés oxidativo (aumento de ROS
y/0 RNS) y un aumento de la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias (TNFa e
IL-8) en células Caco-2 (Calatayud et al., 2013,2014) . En el presente estudio se
ha visto que el As(IIl) también puede generar una situacion de estrés y una
respuesta pro-inflamatoria en células epiteliales normales del colon humano
(NCM460). Ademas, el As(V), forma inorganica de As considerada de menor
grado de toxicidad, también genera estos efectos citotoxicos en células Caco-2 y
NCM460, aunque como era de esperar, en menor medida que el As(Ill) y a

mayores concentraciones de exposicion.
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El aumento de la expresion de las proteinas de estrés observado en el presente
estudio puede haber contrarrestado en parte el efecto toxico del As-i. Algunos
estudios ponen de manifiesto que una mayor expresion de HSP7(0 supone una
menor toxicidad del As-i (Barnes et al., 2002; Kim et al., 2005). Qu y Waalkes
(2015) también muestran como el efecto del As(IIl) es mayor en células que no
presentan expresion de las MT. El posible efecto protector de estas proteinas de
estrés no es, sin embargo, suficiente para evitar las modificaciones estructurales
y funcionales evidenciadas en las monocapas formadas por ambos tipos celulares.
Los tratamientos con As(IIl) y As(V) producen un cambio en la morfologia de
las capas epiteliales, especialmente notable en Caco-2 (figura 12). Se observa un
cambio en los patrones de distribucion de la proteina ZO-1 y una reduccion en la
expresion de la CLDN-1, proteinas de las uniones intercelulares que intervienen

en el mantenimiento de la estructura del epitelio.

Estudios previos evidencian que el desensamble de las uniones intercelulares
provocado por las citoquinas se debe a que éstas actuan modificando la expresion
y/o localizacion de las proteinas que forman estas uniones (Capaldo y Nusrat,
2009), tal y como ocurre en el presente estudio. El efecto del As-i sobre los
componentes de las uniones intercelulares se ha evidenciado previamente en un
modelo celular de epitelio traqueal de raton (Sherwood et al., 2013). Estos autores
muestran que las monocapas de las células epiteliales de las vias respiratorias
expuestas a As(III) (0.6-290 ug/L) exhiben patrones alterados de localizacion de
algunas proteinas de las uniones intercelulares. Los datos obtenidos en la presente
tesis evidencian por primera vez, que este efecto toxico también se produce a

nivel intestinal en exposiciones agudas a As(IIl) y As(V).

El efecto del As-i sobre las uniones intercelulares es posiblemente el
responsable del aumento del transporte paracelular (figura 13), especialmente en
los tratamientos con As(IIl), que son precisamente los que generan una mayor

respuesta pro-inflamatoria y de estrés oxidativo. Este aumento demuestra que la
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exposicion a las formas inorganicas del metaloide tiene un efecto sobre la
permeabilidad intestinal, causando una pérdida de la funcion barrera intestinal,
hecho que tal y como se ha comentado previamente, podria desencadenar un
proceso inflamatorio intestinal de perpetuase en el tiempo. Ademas, teniendo en
cuenta que el paso del As-i a través del epitelio presenta un importante
componente paracelular (Calatayud et al. 2010, 2011), el aumento de la
permeabilidad paracelular puede suponer un mayor transporte de estas formas
inorganicas a través del epitelio, aumentando posiblemente, la cantidad de As que

llegue a la circulacion sistémica.

CONCLUSIONES

La exposicion aguda a As-i genera una respuesta pro-inflamatoria y pro-oxidante
que conlleva la pérdida de estructura y funcionalidad del epitelio intestinal en
modelos in vitro. Las concentraciones de As-i que afectan esta funcidon barrera
y/o generan el proceso inflamatorio son relativamente altas [As(II) > 1 mg/L y
As(V) > 5 mg/L], solo detectables en algunos productos alimentarios (bivalvos y
algas) y no representativas de las cantidades encontradas en aguas de bebida de
paises con arsenicismo cronico endémico. Es por tanto necesario llevar a cabo
estudios que permitan evaluar este efecto toxico sobre el epitelio intestinal a
concentraciones mas bajas y en tratamientos de mayor duracion, con el fin de
emular las condiciones existentes en zonas endémicas. Estos aspectos son los que

se investigan en los capitulos 2 y 3 de la presente tesis doctoral.
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Evaluacion in vitro de una exposicion subcronica a As-i

Los efectos toxicos que se han evidenciado en las células intestinales durante
exposiciones agudas a As-i, posiblemente se exacerben en exposiciones cronicas,
incluso a concentraciones mas bajas que las ensayadas en el capitulo 1. De hecho,
en poblaciones expuestas cronicamente a As-i a través del agua de bebida se han
reportado sintomas de dispepsia, gastroenteritis y diarrea cronica (apartado 5.1,

introduccion).

El objetivo principal de este capitulo es determinar las alteraciones producidas
por una exposicion subcronica a As-i sobre el epitelio intestinal empleando las
células Caco-2 como modelo celular y evaluando los parametros relacionados
con la diferenciacion del epitelio, su capacidad de renovacidén y su funcion
barrera. En este estudio solo se ha empleado la linea celular Caco-2 debido a que
su programa de diferenciacion y los marcadores que lo definen estan bien
caracterizados (Sambuy et al., 2005), al contrario de lo que ocurre con las células

NCM460.

RESULTADOS

1. Busqueda de las condiciones Optimas para los ensayos de exposicion

subcronica

Previamente a la realizacion de los ensayos de toxicidad, se determinaron las
condiciones Optimas para poder llevar a cabo un estudio de exposicion continua
durante 21 dias. Se consideraron validos aquellos ensayos en los que no se
observo una desestructuracion de la monocapa celular. Para optimizar las
condiciones se modificaron dos variables: concentracion de SFB (2.5% 5% y
7.5%) y concentracion de las formas arsenicales [As(II): 0.025-1 mg/L;
As(V): 0.25-5 mg/L].
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La optimizacién del método se inicié usando DMEM suplementado (apartado
2.1, metodologia) con 2.5% de SFB, concentracion relativamente baja, con el fin
de evitar interferencias de los componentes del SFB debido a la posible formacion
de complejos con el As-i. Durante este primer ensayo se emplearon las
concentraciones mas altas de As(IIl) (0.5 y 1 mg/L) y As(V) 3 y 5 mg/L). Con
estas condiciones de cultivo no se consiguié mantener la integridad de la
monocapa mas de 5 dias. Los siguientes ensayos se llevaron a cabo con
concentraciones mayores de SFB (5% y 7.5%) y las concentraciones de As-i
anteriormente citadas. En este caso, la monocapa se mantuvo integra un tiempo
superior (7 dias), pero no suficiente para abordar un ensayo de exposicion
subcronica. El tercer ensayo se realizd empleando concentraciones menores de
As [As(IIT): 0.025-0.1 mg/L; As(V): 0.25-1 mg/L] a las dos concentraciones de
SFB del ensayo previo (5% y 7.5%); solo las células con 7.5% de SFB

mantuvieron la integridad de la monocapa durante 21 dias.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, las concentraciones elegidas
para el estudio fueron: As(II) 0.025, 0.075 y 0.1 mg/L; As(V) 0.25, 0.75 y
1 mg/L. Las disoluciones de las formas arsenicales se prepararon en

DMEM-7.5%SFB.

2. Evaluacion de la respuesta pro-inflamatoria

Las figuras 14 y 15 muestran la liberacion de la citoquina pro-inflamatoria IL-8
al medio tras 7, 14 y 21 dias de exposicion a As(Ill) y As(V), respectivamente.
Los tratamientos con las mayores concentraciones de As(III) (0.075 y 0.1 mg/L)
dan lugar a cantidades de IL-8 en el medio estadisticamente superiores a las de
células control en todos los tiempos ensayados. Los aumentos de la liberacion de
IL-8 son mas elevados a la concentracion de 0.075 mg/L (239-466%) que a la de
0.1 mg/L. (166-335%). Este hecho puede ser debido a que las monocapas
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expuestas a 0.1 mg/L tienen una menor capacidad de respuesta al estar sometidas
a una mayor situacion de estrés. En el caso del As(V), también se observa una
mayor liberacion de IL-8 a las concentraciones mas elevadas (1 mg/L: 349-488%;
0.75 mg/L: 151-176%) (figura 15). Para esta especie arsenical, el efecto
inmunotéxico es dosis dependiente. Las células tratadas con la concentracion mas
elevada de As(V) todavia tiene una elevada capacidad de respuesta, posiblemente
porque la exposicion a As(V) no produce una situacion de estrés celular tan

acentuada como el tratamiento con As(III).

Hay que destacar que la cantidad de citoquina liberada al medio se mantiene
en niveles superiores al control durante todo el tiempo de tratamiento para las

concentraciones mas elevadas [As(III) > 0.075 mg/L; As(V) > 0.75 mg/L].
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Figura 14. Respuesta pro-inflamatoria en células Caco-2 expuestas subcronicamente a
As(IIT). Liberacion de IL-8 al medio de cultivo en células control y células expuestas a
varias concentraciones de As(IIl) durante 7, 14 y 21 dias. Valores expresados como
pg/10° células (media £ SD, n=3). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05) respecto a las células control.
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Figura 15. Respuesta pro-inflamatoria en células Caco-2 expuestas subcronicamente a
As(V). Liberacion de IL-8 al medio de cultivo en células control y células expuestas a
varias concentraciones de As(V) durante 7, 14 y 21 dias. Valores expresados como
pg/10° células (media + SD, n=3). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05) respecto a las células control.

3. Efecto sobre la proliferacion celular

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que tras 2 y 5 dias de
exposicion a As(Ill) y As(V) no se observan diferencias en los porcentajes de
células en las diferentes fases del ciclo celular en relacion a las células control.
Los porcentajes celulares presentan los siguientes rangos: 2 dias (G0/G1 48-54%,

S 23-26%, G2/M 25-28%); 5 dias (GO/G1 35-50%, S 25-36%, G2/M 24-30%).

Los porcentajes celulares en las distintas fases tras 7 dias de exposicion se
muestran en la figura 16. A este tiempo, se observan diferencias entre las células

control y todos los tratamientos. En las células expuestas a As-i existe un mayor
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porcentaje celular en la fase S y G2/M [control: 39%; As(IIl): 50-54%; As(V):
44-52%]; mientras que en las células control el porcentaje celular en la fase
G0/G1 es mayor [control: 60%; As(IIl): 42-52%; As(V): 49-56%]. Estos
resultados indican que tras la exposicion a As-i durante 7 dias un mayor nimero
de células se encuentra en estado proliferativo (fase S + fase G2/M) y, por tanto,

un menor numero de células han iniciado el proceso de diferenciacion.
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Figura 16. Efecto de los tratamientos subcronicos con As-i sobre del ciclo celular.
Porcentaje de células en las fases GO/G1, S y G2/M en células control y células tratadas
con varias concentraciones de As(IIl) y As(V) durante 7 dias. Valores expresados como
media £ SD (n=3). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas
(p <0.05) respecto a las células control.

4. Efecto sobre la diferenciacion celular

El proceso de diferenciacion, necesario para el adecuado funcionamiento del
intestino, se puede estudiar empleando células Caco-2 como modelo intestinal

(Sambuy et al., 2005). En este tipo celular, la diferenciacion se produce
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espontaneamente y tiene lugar cuando se inhibe la proliferacion por contacto. Las
proteinas del borde en cepillo del intestino (S/, DPP4 y VILI) aumentan su
expresion durante el proceso de diferenciacion del enterocito (Devriese et al.,
2017), mientras que la expresion del gen MYC, gen diana de la via Wnt/B-catenina
(Gregorieff y Clevers, 2005), disminuye durante las etapas iniciales de este

proceso (Leoni et al., 2012).

En la tabla 15 se muestran los valores de expresion diferencial de estas
proteinas en células tratadas con As-i durante 5, 7, 14 y 21 dias. EI As-i afecta la
expresion de los marcadores de diferenciacion ensayados. La exposicion a As(I1I)
reduce la expresion de los genes que codifican ST, DPP4 y VILI. Esta reduccion
se produce en todos los tiempos para S/ y a partir de los 14 dias de exposicion
para VILI y DPP4. Por el contrario, MYC experimenta una regulacion al alza que

se manifiesta desde los 5 hasta los 14 dias de exposicion con As(III).

Los tratamientos con As(V) modifican la expresion de los marcadores de
forma similar al As(III), siendo STy MYC los genes mas afectados. La reduccion
de la expresion de S/ se produce desde el quinto dia para todas las concentraciones
y la regulacion al alza de MYC se manifiesta tras 7 dias de exposicion. A la vista
de los resultados se puede concluir que los tratamientos subcronicos con As-i
conllevan una modificacion del proceso de diferenciacion de las células

intestinales.
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Tabla 15. Efecto de la exposicion subcronica a As-i sobre la diferenciacion celular.
Expresion relativa de SI, DPP4, VILI y MYC en células Caco-2 expuestas a As(IIl) y
As(V) durante 5, 7, 14 y 21 dias. Valores expresados como cambios en el nivel de

expresion respecto al control (media + SD, n=3). Los asteriscos indican regulaciones a la

baja (en rojo) o al alza (en azul) estadisticamente significativas con respecto a las células

control (p < 0.05).
Dias | ratamiento SI DPP4 VILI MYC
(mg/L)
5 As(0.025  051£007*  086+0.16 096+0.13  1.66+023
As(I 0.075  022+0.03*  090=0.14 076+0.13  2.14=0.39
As(ITD) 0.1 030+0.05%  0.89+0.13 0.85+0.12 241 +036*
As(V)0.25  0.60=0.09% 085014 1.04+0.17  1.84=0.28
As(V)0.75  0.14+004%  056+0.12 063012  2.23+057
As(V) 1.0 0.11+0.02%  062£0.13  0.56+0.11 2294039
7 As(I0.025  040+008%  1.08£021 134042  2.41+1.41
As(I 0.075  0.10+0.03*  120£027 1.08£031 10.80=6.16*
As(IIl) 0.1 0.09+0.04% 1504042 1.03£034 23.83 + 14.0%
As(V)0.25  033+005% 132019 1.06=0.17 12.86=697*
As(V)0.75 015005 1224032  086+029 17.02+0.84%
As(V) 1.0 0.11+0.04% 1754049 0884029 185+ 10.9%
14 As()0.025  041+0.06*  0.89£0.11 072=0.11% 1.74+025%
AsIN 0.075  0.005+0.002%  1.06=024 047=0.11% 814+ 185
A 0.1 0.004=0.001%  094+024 041=006* 7.50+ 130
As(V)0.25  0.15+0.04*  0.58+0.08% 062+0.11 1.88=031%
As(V)0.75  0.006=0.001* 0.56+0.10% 025=0.04% 3.31%0.64*
As(V) 1.0 0.009+0.002% 0.82+023 032+0.07% 512+ 1.08*
21 As(ID0.025 0954022 0754009 1.06+0.18  1.04+0.34
As(I 0.075  0.07+0.02%  030+£0.07% 044=0.10%* 055+0.17
A 0.1 0.007=0.002%  0.23+0.04% 024+0.05% 0.75+0.29
As(V)0.25  021+0.09%  038+0.09% 060+0.13  052=0.17
As(V)0.75  0.02+0.004%  0.35+0.05% 034=005% 0.87=0.23
As(V)1.0 0.008%0.003*  0.68+035 033+0.12% 1.81+0.74
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5. Efecto sobre la estructura del epitelio intestinal

Las células tratadas con As(IIl) a concentraciones mayores o iguales a
0.075 mg/L. y con As(V) a concentraciones mayores o iguales a 0.75 mg/L
muestran zonas sin microvellosidades a lo largo de la membrana, y en algunas
zonas donde hay microvellosidades, éstas presentan cierto grado de
desorganizacion. Las imagenes de la ultraestructura de las células Caco-2 tras 7
y 14 dias de contacto a dos de estas concentraciones [As(III) 0.1 mg/L y As(V)
1 mg/L] se muestran en la figura 17. En las concentraciones de As(III)
0.025 mg/L y As(V) 0.25 mg/L no se observan alteraciones destacables respecto
al control. Este hecho evidencia que el As-i afecta estructuras celulares muy

importantes para los procesos de absorcion, digestion y permeabilidad.
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Figura 17. Efecto de la exposicion subcronica a i-As sobre la estructura de células Caco-2. Imagenes obtenidas por microscopia de
transmision electronica de células Caco-2 sembradas sobre insertos Transwell®: células control (A); células expuestas a As(IIT) (0.1 mg/L;
B) y As(V) (1 mg/L; C) durante 7 dias (A1, B1,y Cl) y 14 dias (A2, B2, y C2).
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6. Efecto sobre la permeabilidad del epitelio intestinal

Las figuras 18 y 19 muestran el transporte de LY al lado basolateral en células

tratadas durante 7, 14 y 21 dias con As(IIl) y As(V), respectivamente.
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Figura 18. Efecto de la exposicion subcronica a As(IIT) sobre la permeabilidad de células
Caco-2. Transporte de LY al lado basolateral en monocapas control y monocapas tratadas
con As(IIl) (0.025, 0.075 y 0.1 mg/L) durante 7, 14 y 21 dias. Valores expresados en
pg/mL (media = SD, n=3). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05) respecto a las células control.
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Figura 19. Efecto de la exposicion subcronica a As(V) sobre la permeabilidad de células
Caco-2. Transporte de LY al lado basolateral en monocapas control y monocapas tratadas
con As(V) (0.25, 0.75 y 1 mg/L) durante 7, 14 y 21 dias. Valores expresados en pg/mL
(media £ SD, n=3). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas
(p £0.05) respecto a las células control.

Las concentraciones mas altas de As(IlI) conllevan aumentos significativos
del transporte de LY respecto a las células control (0.3-2 veces) a todos los
tiempos ensayados. El efecto del As(V) es menos destacable (1.25-1.5 veces) y
solo se produce con la mayor concentracion. Estos datos indican que el
tratamiento subcronico con las formas inorganicas de As, especialmente As(I1I),
aumenta el paso paracelular y, por tanto, produce monocapas intestinales mas
laxas. Esto supone un aumento de la permeabilidad y una pérdida de la funcion

barrera del epitelio. Este fenomeno, una vez instaurado, se mantiene en el tiempo.
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7. Efecto sobre la regeneracion celular

La regeneracion tisular es un proceso crucial para el adecuado funcionamiento de
cualquier o6rgano. Se considera que el intestino, y en concreto el epitelio intestinal,
es el tejido que presenta una mayor dinamica de regeneracion. Después de una
lesion, el epitelio sufre un proceso de cura de la herida que depende del equilibrio
exacto entre la migracion, proliferacion, y diferenciacion de las células epiteliales
adyacentes a la area de la herida (lizuka y Konno, 2011). Algunos de estos
procesos pueden alterarse por la exposicion a As-i, como ya se ha demostrado en

este capitulo (apartados 3 y 4).

La observacion del cierre de la herida a diferentes tiempos muestra que las
células control y las células tratadas previamente durante 7 dias con las
concentraciones mas bajas de As(Ill) y As(V) sellan el area de la herida mas
rapidamente (figuras 20A y 20B) que las células tratadas con las mayores

concentraciones de estas formas arsenicales (figuras 20C y 20D).
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Figura 20. Imagenes del proceso de cierre de la herida en células Caco-2 tras una exposicion subcronica a As-i. Células control (A); células

expuesta a As(IIT) (0.025 mg/L, B; 0.075 mg/L, C; 0.1 mg/L, D) y As(V) (0.25 mg/L, E; 0.75 mg/L, F; 1 mg/L, G) durante 7 dias. Las
imagenes A1-G1 se obtuvieron en el tiempo cero y las imagenes A2-G2 a las 24 h post-herida.
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La figura 21 muestra el porcentaje de cierre de la herida a las 24 h de su
generacion [cierre: control, 94%; As(II) 0.025 mg/L, 94%; As(I1Il) 0.075 mg/L,
68%; As(IIl) 0.1 mg/L, 48%; As(V) 0.25 mg/L, 82%; As(V) 0.75 mg/L, 61%;

As(V) 1 mg/L, 50%].
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Figura 21. Efecto de una exposicion subcronica a As-i sobre la regeneracion celular.
Porcentaje de cierre de la herida a las 24 h en células control y células tratadas con varias
concentraciones de As(II) y As(V) durante 7 dias. Valores expresados como porcentajes
respecto al area de la herida inicial (tiempo cero) (media = SD, n=3). Los asteriscos
indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) respecto a las células

control.

114

¥ v ¥
009 ﬁfs(\“\ 00T [ a0 (1025

T
¥

AsD

T T
ol ASMN@L



Evaluacion in vitro de una exposicion subcronica a As-i

DISCUSION

La mayoria de estudios in vitro para evidenciar los efectos toxicos de una
sustancia o dilucidar sus mecanismos de accion se realizan empleando
exposiciones agudas a dosis relativamente altas. Esta primera aproximacién
puede dar una idea de si hay o no efecto toxico y el modo de accion del
compuesto; sin embargo, siempre es necesario determinar si estos efectos
también tienen lugar cuando las exposiciones se prolongan en el tiempo y se
realizan a dosis mas cercanas a la realidad. En el caso del As-i este tipo de estudio
esta especialmente justificado, ya que existen poblaciones que estan expuestas

cronicamente a este metaloide, a través del agua de bebida.

En este capitulo se ha evidenciado que la exposicion subcronica de las células
intestinales a concentraciones de As-i un orden de magnitud inferiores a las
empleadas en el capitulo 1, también incrementa la liberacion de la citoquina IL-8
desde el inicio de la exposicion (figura 15). Estos datos permiten concluir que la
exposicion subcronica a As-i también tiene efecto inmunotodxico in vitro, con el
agravante de que éste se mantiene durante el tiempo de exposicion. Hay que
resaltar que este efecto se pone de manifiesto a concentraciones de As-i
encontradas habitualmente en aguas de paises con arsenicismo cronico endémico.
Este proceso pro-inflamatorio puede ser el responsable de todos los efectos
citotoxicos observados en este capitulo: cambios en el programa de
proliferacion/diferenciacion, defectos en el proceso de regeneracion tisular,
efectos sobre la estructura del epitelio y sobre la permeabilidad intestinal. Todos
estos efectos se han relacionado en estudios previos con el aumento de la

respuesta pro-inflamatoria.

Debido al continuo contacto con sustancias toxicas y agentes patdogenos, y a
las respuestas que éstos generan (produccion de ROS/RNS, liberacion de

citoquinas, etc), el epitelio intestinal requiere de un continuo proceso de
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renovacion/reparacion que permita el mantenimiento de su estructura y funcion.
El proceso de renovacion de este epitelio depende de un adecuado progreso de la
proliferacion de las células madres presentes en la base de la cripta y de la
diferenciacion de las mismas en su camino desde la base a la punta de la
vellosidad, donde finalmente experimentan un proceso de apoptosis y son
eliminadas al lumen (Van Der Flier y Clevers, 2009). Los ensayos de cierre de
herida llevados a cabo en este trabajo evidencian que el proceso de reparacion del
tejido dafado esta afectado tras 7 dias de exposicion continuada a As-i (figuras

20y 21).

Numerosos estudios evidencian que el As-i puede afectar la tasa de
proliferacion celular, aumentando o disminuyendo la misma (Vega et al., 2001;
Chowdhury et al, 2010). También se ha puesto de manifiesto en células
embrionarias de raton P19 que la exposicion a As(I1l) afecta determinadas rutas
de sefializacion, reduciendo la diferenciacion celular (Bain et al., 2016). Ademas,
las citoquinas pro-inflamatorias producidas por la exposicion a As-i, también
pueden afectar el proceso de diferenciacion celular (Langen et al., 2001). Los
datos obtenidos en el presente estudio evidencian que las células tratadas con las
concentraciones mas altas de As(IIl) y As(V) muestran una regulacion a la baja
de enzimas marcadores de la diferenciacion intestinal (tabla 15) y, por tanto,
afectan el proceso de diferenciacion de células epiteliales del intestino. Esto se
refleja también en el ciclo celular; las células tratadas con As-i presentan una
mayor tasa de proliferacion celular a los 7 dias de exposicion (figura 16), debido
a que hay un mayor nimero de células que no han entrado en el proceso de
diferenciacion. Por tanto, podemos decir que las células expuestas
subcronicamente a As(IIl) (> 0.075 mg/L) y As(V) (= 0.75 mg/L) presentan
alteraciones en los procesos de proliferacion y diferenciacion, que posiblemente
son los causantes de que el proceso de reparacion celular esté afectado. Estas

alteraciones también pueden contribuir a la pérdida de la funcion barrera
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observada en el presente estudio para las monocapas tratadas con las mayores

concentraciones de As(IIl) y As(V).

Otro hecho destacable es el efecto del As-i sobre la ultraestructura de la
monocapa intestinal. Ademas de afectar el espacio intercelular, evidenciado por
la pérdida de la funcion barrera, la exposicion subcronica a As(Ill) y As(V)
reduce las microvellosidades del epitelio. Estas microvellosidades incrementan
el area de absorcion de nutrientes en el intestino delgado y la de reabsorcion de
agua en el intestino grueso. Ademas de intervenir en los procesos de absorcion,
en la membrana de las microvellosidades se encuentran enzimas digestivos
responsables de la digestion de disacaridos y polipéptidos. Bennett ef al. (2014)
también ponen de manifiesto un papel de las microvellosidades en la defensa
frente a patdgenos. Segun este estudio, las células epiteliales con reduccion de las
microvellosidades interaccionan en mayor medida con particulas microbianas
que aquellas que tienen las microvellosidades intactas. Los autores vinculan este
hecho con un mecanismo de repulsion electrostatica de las microvellosidades. Por
tanto, la pérdida de estas estructuras conlleva una reduccion de la capacidad

absortiva, digestiva y de defensa de las células intestinales.

CONCLUSIONES

La exposicion subcronica a As-i a concentraciones habituales en aguas
contaminadas y determinados alimentos puede afectar las principales funciones
del epitelio intestinal (absorcion, digestion y defensa) y comprometer sus
mecanismos de reparacion. Todos estos efectos toxicos pueden deberse en parte
a un proceso pro-inflamatorio que se mantiene durante todo el tratamiento. Se
requieren estudios in vivo que confirmen la toxicidad intestinal del As-i en
tratamientos prolongados. Este va a ser el objetivo del capitulo 4 de esta tesis

doctoral.
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Evaluacion in vitro de una exposicion cronica a As-i

El aumento del riesgo de padecer cancer observado en estudios epidemiologicos
en poblaciones expuestas a As se atribuye principalmente a la presencia de As-i
en el agua de bebida (Rossman, 2003); si bien los metabolitos, especialmente el

MMA(III), parecen también jugar un papel relevante en este proceso.

Tal y como se ha comentado previamente, una inflamacion continuada en el
tiempo y la pérdida de la funcion barrera, efectos toxicos observados en la
exposicion subcronica a As-i (capitulo 2), pueden favorecer la instauracion de
patologias inflamatorias crénicas y pueden aumentar la incidencia de procesos
cancerigenos (Rubin et al., 2012). In vitro se ha estudiado la capacidad del As(III)
para inducir transformaciones en varios tipos celulares humanos (Chen y Costa,
2017), sin embargo, no existen investigaciones en células intestinales. Los
estudios apuntan a diversos modos de accion del As-i: estrés oxidativo, factores
de crecimiento alterados, anormalidad cromosémica, desregulacion inmune y

regulaciones epigenéticas aberrantes (Lee et al., 2010).

El objetivo de este capitulo de tesis es determinar si la exposicion cronica a
As(III) favorece la aparicion en células epiteliales del intestino de caracteristicas
tipicas de células transformadas, empleando las células NCM460 como modelo

celular. Estas células se han seleccionado por su caracter no tumorogénico.

RESULTADOS
1. Efecto sobre la respuesta pro-inflamatoria

Varias citoquinas pro-inflamatorias (IL-1, [L-6, IL-8 y IL-18) han sido vinculadas
con tumorogénesis (Aggarwal et al., 2006). En este estudio, se ha evaluado la
liberacion de la citoquina IL-8 por las células NCM460 expuestas cronicamente
a As(Ill) y As(V) (figuras 22 y 23, respectivamente). En la figura 22 se observa

un aumento en la liberacion de IL-8 desde la 4* semana de exposicion (primera
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medida realizada) por las células tratadas con las concentraciones mas altas de
As(II) (0.1 y 0.2 mg/L). Este efecto se mantiene durante las 24 semanas de
exposicion (2.1-4.9 veces respecto a las células control). La exposicion a As(I1I)
0.05 mg/L aumenta la liberacion de IL-8 entre las semanas 20 y 24 (2.9 - 4.0
veces respecto a las células control). Con respecto a la exposicion a As(V) (figura
23), se observa un aumento de la liberacion de IL-8 en la semana 14 a la
concentracion mas alta (2 veces respecto a las células control). El tratamiento con
As(V) 0.5 mg/L sdlo incrementa la respuesta pro-inflamatoria (1.5 veces respecto
al control) en la ultima semana de exposicion. En ambas concentraciones de
As(V), la cantidad de IL-8 liberada es inferior a la observada en las células

tratadas con As(III).
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Figura 22. Respuesta pro-inflamatoria en células NCM460 cronicamente expuestas a
As(IIT). Liberacion de la citoquina pro-inflamatoria IL-8 al medio de cultivo en células
control y células expuestas a As(IIl) (0.01, 0.05, 0.1 y 0.2 mg/L) durante 4, 14 y
24 semanas. Valores expresados como pg/10° células (media = SD, n=2). Los asteriscos
indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) respecto a células control.
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Figura 23. Respuesta pro-inflamatoria en células NCM460 cronicamente expuestas a
As(V). Liberacion de la citoquina pro-inflamatoria IL-8 al medio de cultivo en células
control y células expuestas a As(V) (0.5 y 1 mg/L) durante 4, 14 y 24 semanas. Valores
expresados como pg/10° células (media + SD, n=2). Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) respecto a células control.

2. Modificacion de las histonas

Los cambios en los patrones de acetilacion y metilacion de las histonas se
consideran un mecanismo epigenético implicado en la carcinogénesis del As-i
(Roy et al., 2015). La figura 24 muestra la acetilacion de la histona H3 en células
NCM460 cronicamente expuestas a As(II1) (0.01, 0.05, 0.1 y 0.2 mg/L) durante
6, 18 y 20 semanas.

La exposicion cronica a As(IIl) aumenta los niveles de la histona H3

modificada en la 20 semana (3.2-3.7 veces), no observandose cambios
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significativos en las semanas anteriores. La exposicion cronica a As(V) no

modifica los patrones de acetilacion de la histona H3 (datos no mostrados).
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Figura 24. Modificacion de las histonas en células NCM460 tratadas cronicamente con
As(IIT). Cantidad de histona H3 acetilada en los residuos K9, K14, K18, K23 y/o K27 en
células control y células expuestas a As(III) (0.01, 0.05, 0.1 y 0.2 mg/L) durante 6, 18 y
20 semanas. Valores expresados como nivel de acetilaciéon de H3 respecto al control
(media = SD, n=2). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas
(p <0.05) respecto a las células control.

3. Cambios en la expresion de genes relacionados con cancer colorrectal

La tabla 16 muestra la expresion de CDX1, CDX2 y CD133 en células NCM460
cronicamente expuestas a As(II) (0.01, 0.05, 0.1 y 0.2 mg/L) y As(V) (0.5 y

1 mg/L) durante 3, 13 y 19 semanas, con respecto a células control.
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Tabla 16. Efecto de la exposicion cronica a As-i sobre la expresion de genes relacionados con cancer colorrectal. Expresion relativa de
CDX1, CDX2 y CD133 en células NCM460 expuestas a (16a) As(III) (0.01, 0.05, 0.1 y 0.2 mg/L) y (16b) As(V) (0.5 y 1.0 mg/L) durante
3, 13 y 19 semanas. Valores expresados como cambios en el nivel de expresion respecto al control (media £ SD, n=2). Los asteriscos
indican regulaciones a la baja (en rojo) o regulaciones al alza (en azul) estadisticamente significativas con respecto a las células control (p
<0.05).

Semana 3 Semana 13 Semana 19
o CDXI CDX? D133 CDXI CDX? D133 CDXI CDx2 D133
As(D 001 mgll  0.24007¢ 2% el e 05220095 0007 0.22 +0.07* 0%e 1255046
ASUI 005 mgll 3064143 157:59% 287107 001 SO 15.0+73% 00 DT 1584036
ASUID 0.1 mgl 002£0005%  F0% 115%042 e Do 11.8 +0.3* i T R R XY
ASUID02mgl 00120003 P09F 130+028 S SO 0.77+0.29 p VoL L2=024
Semana 3 Semana 13 Semana 19
1o CDXI CDX? D133 CcDX1 CDX2 CDI33 cDx1 CDX? D133

As(V) 0.5 mg/L 0.05+0.01%* 0.04+0.01* 0.55+0.18 0.03+0.01* 0.06+0.02*  1.76+0.62  0.05+0.03* 0.285+0.151 1.50+0.40

As(V) 1 mg/L 0.02+0.005*% 0.01 £0.003* 0.30+0.04 0.03+0.007* 0.03+0.006% 1.02+£0.30 0.0l £0.006%  0.03+0.01*  0.87+0.40
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Los genes CDX, cuya expresion disminuye en células tumorogénicas
(Werling et al., 2003; Wong et al., 2004), presentan una disminucion de su
expresion (3.6-103 veces) con todos los tratamientos. Esta regulacion a la baja se
observa a partir de la tercera semana de tratamiento y se mantiene durante todo

el periodo de exposicion.

El gen CDI33, un marcador de superficie de células madre, esta
sobreexpresado en las células procedentes de canceres colorectales (Ricci-Vitiani
et al., 2007) y ha sido identificado como un posible marcador para este tipo de
cancer (Ren ef al., 2013). Su expresion aumenta en todos los tratamientos con
As(IIT) en la 13* semana (6.2-11.8 veces), con excepcion de la concentracion
0.2 mg/L. Sin embargo, la expresion de CDI33 no se modifica en las células

tratadas con As(V).

4. Proliferacion celular en medio con baja concentracion de suero

Las figuras 25 y 26 muestran la tasa de proliferacion, en medio con baja
concentracion de suero (1%), de células control y células cronicamente expuestas
a As(IlT) (0.01, 0.05, 0.1 y 0.2 mg/L) y As(V) (0.5 y 1 mg/L), respectivamente,

durante 6, 10 y 18 semanas.

Los resultados muestran que las células tratadas con As-i crecen mas
facilmente en medio con baja concentracion de suero que las células control,
incluso las expuestas a las concentraciones mas bajas del toxico. Las células
tratadas con As(IIl) 0.1 mg/L y As(V) 0.5 y 1 mg/L durante 6 semanas presentan
una tasa de proliferacion mas alta (1.5-3.4 veces) que las células control, y esa
tasa se mantiene durante las 24 semanas de tratamiento. Esta alta tasa de
proliferacion en medio con baja concentracion de suero se observa a partir de la

10* semana en las células tratadas con 0.05 y 0.2 mg/L de As(III).
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Figura 25. Tasa de proliferacion de células NCM460 cronicamente expuestas a As(I1I)
en medio con baja concentracion de suero. Células control y células tratadas con As(III)
(0.05,0.01, 0.1 y 0.2 mg/L) durante 6, 10 y 18 semanas. Valores expresados como niimero
total de células (x 10°) (media + SD, n=4). Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) respecto a las células control.
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Figura 26. Tasa de proliferacion de células NCM460 cronicamente expuestas a As(V) en
medio con baja concentracion de suero. Células control y células tratadas con As(V)
(0.5y 1 mg/L) durante 6, 10 y 18 semanas. Valores expresados como niimero total de
células (x 10°) (media £ SD, n=4). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05) respecto a las células control.

5. Crecimiento independiente de anclaje en células intestinales

La exposicion cronica a As(V) durante 24 semanas no produce un aumento en la
formacion de colonias independientes de anclaje en células NCM460 (figura 27).
La figura 28 muestra la frecuencia de formacion de colonias con un tamafio
superior a 0.2 mm en células tratadas con As(III) respecto a células no tratadas.
Para el As(Ill), sin embargo, las concentraciones 0.05 y 0.1 mg/L producen un
mayor numero de colonias independientes de anclaje (1.7 y 2.2 veces,

respectivamente).
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Control As(IIT) 0.1 mg/L As(V) 1 mg/L

Figura 27. Imagenes de formacion de colonias independientes de anclaje en células
NCM460 expuestas cronicamente con As-i. Células control y células tratadas con As(III)
0.1 mg/L y As(V) 1 mg/L durante 24 semanas.
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Figura 28. Formacion de colonias independientes de anclaje en células NCM460
expuestas cronicamente a As(III). Células control y células tratadas con As(III) (0.01,
0.05, 0.1 y 0.2 mg/L) durante 24 semanas. Valores expresados como cantidad de colonias
formadas respecto al control (media £ SD, n=4). Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) respecto a las células control.
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6. Actividad de la MMP-2 y MMP-9

Las MMPs son endopeptidasas dependientes de zinc capaces de degradar la
matriz extracelular. La desregulacion de su actividad se ha vinculado a procesos
cancerigenos (Kupai er al., 2010; Herszenyi et al., 2012). El estudio de la
secrecion de las MMPs se ha utilizado como marcador de la transformacion
celular inducida por el As-i en otros tipos celulares (Sun et al., 2012b). En la
figura 29 se representa la actividad MMP-2 y MMP-9 en el medio condicionado
de células NCM460 cronicamente expuestas a As(I1I) (0.05 y 0.1 mg/L) durante

24 semanas.

5 I Control
[ 0.05mg/L
[ 0.1mg/L

Actividad de MMP (cambio con respecto al control)

L’ 1Ll

MMP-2 MMP-9

Figura 29. Actividad de MMP-2 y MMP-9 en células NCM460 cronicamente expuestas
a As-i. Secrecion de MMPs al medio de células control y células tratadas con As(III)
(0.05y 0.1 mg/L) durante 24 semanas. Valores expresados como nivel de actividad
respecto al control (media + SD, n=2). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05) respecto a las células control.
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La actividad de la MMP-2 aumenta en las células tratadas con As(III)
0.1 mg/L (4.1 veces) tras 24 semanas de exposicion. En cambio, la actividad de
la MMP-9 no se modifica tras la exposicion cronica a As(Ill). El tratamiento
cronico con As(V) no modifica la actividad de MMP-2 y MMP-9 en las células
NCM460 (datos no mostrados).

7. Capacidad de formacion de esferas flotantes

Con el objetivo de obtener esferas flotantes, las células NCM460 cronicamente
expuestas a As(Ill) y As(V) durante 18 y 24 semanas se cultivaron en medio sin
suero en condiciones de baja adherencia. La exposicion a As(V) no aumenta la
formacion de esferas flotantes en ninguno de los tiempos ensayados (figura 30).
Por lo que respecta al tratamiento con As(IIl) (figura 31), la exposicion a
0.05 mg/L aumenta la produccién de tumoroesferas tras 24 semanas de
exposicion (1.7 veces). Para los tratamientos con la concentracion de 0.1 mg/L,
el aumento se observa a partir de la semana 18 (1.9 veces, semana 18; 2.3 veces,

semana 24).

Control As(I1I) 0.1 mg/L As(V) 1 mg/L

Figura 30. Imagenes de formacion de tumoroesferas en células NCM460 cronicamente
expuestas a As-i. Células control y células tratadas con As(IIl) 0.1 mg/L y As(V) 1 mg/L
durante 24 semanas.
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Figura 31. Formacion de tumoroesferas en células NCM460 expuestas cronicamente a
As-i. Células control y células tratadas con As(III) (0.05 y 0.1 mg/L) durante 18 y
24 semanas. Valores expresados como cantidad de tumoroesferas formadas respecto al
control (media + SD, n=4). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05) respecto a las células control.
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DISCUSION

Dentro de los estudios in vitro sobre la toxicidad de As-i en células epiteliales de
colon, en el presente capitulo se ha evaluado la capacidad del As-i de generar
células con caracteristicas tipicas de células tumorogénicas en exposiciones
cronicas. Los resultados evidencian que tras 24 semanas de tratamiento con
As(III) a concentraciones de 0.05 y 0.1 mg/L, las células epiteliales normales de
origen colonico NCM460 presentan mayores ratios de hiperproliferacion,
crecimiento independiente de anclaje, y un aumento de los niveles de acetilacion
de la histona H3 y de la actividad de MMP-2. Adicionalmente, las células tratadas
con As(III) presentan una mayor secrecion de la citoquina pro-inflamatoria IL-8
y una regulacion a la baja de los genes CDX1 y CDX2 desde las primeras semanas
de exposicion, que se mantiene durante todo el tratamiento. Estos dos ultimos
efectos se observan también en células tratadas cronicamente con As(V); sin
embargo, en este caso no aparecen ninguna de las caracteristicas tipicas de células

transformadas.

En estos tres primeros capitulos se ha evidenciado la menor toxicidad de
As(V) sobre las células epiteliales del intestino, al igual que ocurre en otros tipos
celulares. Sin embargo, se observa en los tratamientos cronicos con As(V) una
respuesta pro-inflamatoria mantenida en el tiempo, que podria dar lugar a efectos
adversos a largo plazo. Posiblemente sean necesarios tiempos mas largos de
exposicion para evidenciar estos desordenes, tiempos que no pueden plantearse

en estudios in vitro.

La inflamacién cronica ha sido relacionada con varios estadios de la
tumorogénesis, incluyendo la transformacion celular, la progresion del tumor, la
resistencia, la propagacion, la invasion, la angiogénesis y la metastasis (Yasmin
et al., 2015). De hecho, la inflamacion se considera un factor de riesgo para el

desarrollo de cancer colorrectal (Grivennikov et al, 2010). Datos clinicos
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demuestran que pacientes con cancer colorrectal en estadio IV presentan un nivel
de IL-8 en suero diez veces superior (1089 + 311 pg/mL) al de personas sin
evidencias de esta enfermedad (79 + 56 pg/mL) (Ning et al., 2011). In vitro se ha
puesto de manifiesto que las células intestinales HCT116 y Caco-2 transfectadas
con IL-8 generan tumores con mayor crecimiento y vascularizaciéon en implantes
xenograficos (Ning et al., 2011). De hecho, el tratamiento con SCH 527123,
molécula antagonista del receptor de IL-8, reduce la proliferacion celular,
motilidad, invasividad, supervivencia y sensibilidad al oxaliplatino de estos

xenoinjertos (Ning et al., 2012).

Los resultados también evidencian un aumento de la actividad de MMP-2 en
las células NCM460 expuestas a As(III) 0.1 mg/L durante 24 semanas. Estas
proteinas, que son inducidas en procesos inflamatorios, pueden modular la
inflamacidn, activando, inactivando o antagonizando las funciones bioldgicas de
las citoquinas (Nissinen y Kéhéri, 2014). En los tltimos afios se ha puesto de
manifiesto que las MMPs median muchos de los cambios generados durante la
progresion tumoral (Kessenbrock et al., 2010). Ademas, en numerosos tipos de
cancer se ha reportado la regulacion al alza de la expresion de varias MMPs, la
cual esta correlacionada con estadios avanzados y propiedades invasivas y de
metastasis (Rundhaug, 2005). Parsons et al. (1998) demuestran que el ratio de
MMP-2/proMMP-2 es veinte veces mas alto en tejidos de cancer colorrectal que

en tejidos normales.

Este capitulo también pone de manifiesto que las células tratadas
créonicamente con As-i presentan una regulacion a la baja de los genes CDX/ y
CDX2 desde la tercera semana de tratamiento. Los genes CDX modulan procesos
como la proliferacion, apoptosis, adhesion celular y morfologia columnar en
células intestinales, promoviendo la aparicion de un fenotipo maduro (Guo et al.,
2004). Su regulacion a la baja, sin embargo, esta relacionada con procesos

inflamatorios y canceres colorrectales. Calon et al. (2007) han demostrado una
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asociacion de la expresion de CDX2 con la inflamacion en modelos
experimentales de colitis. Ademas, Kim ef al. (2012) evidencian que la expresion
de CDX2 esta reprimida por la citoquina pro-inflamatoria TNFa. Varios estudios
también han descrito una relacion inversa entre la expresion de CDX1 y CDX2'y
el grado de displasia y severidad del cancer colorrectal, sugiriendo que una
expresion alterada de estos genes estd asociada con este tipo de proceso
cancerigeno. Mallo ef al. (1998) demuestran que ambos genes (CDX1 y CDX2)
deben estar expresados para reducir el potencial tumorogénico, aumentar la
sensibilidad a la apoptosis, y reducir la migracion celular en células HT29, células

intestinales procedentes de un adenocarcinoma de colon.

En las células intestinales tratadas cronicamente con As(III) también se
observa un aumento del nivel de histonas modificadas, en concreto una mayor
acetilacion de la histona H3, que se evidencia tras 20 semanas de tratamiento a
las concentraciones de 0.05 y 0.1 mg/L. En células cancerigenas, la pérdida del
equilibrio entre las actividades acetiltransferasas y desacetilasas de las histonas
contribuyen a la inactivacion transcripcional de genes supresores del tumor (Jia
y Guo, 2013). Zhou et al. (2008) observan una alteracion significativa de las
modificaciones de las histonas inducidas por dosis bajas de As(Il) (0.1 uM) en
células de pulmoén, y sugieren que el As-i induce la carcinogénesis a través de
alteraciones de los perfiles de metilacion de histonas especificas. En cancer
colorrectal, también se han detectado patrones aberrantes de modificacion de
histonas (Gargalionis et al., 2012; Karczmarski et al., 2014). Asi, Karczmarski et
al. (2014) observan un aumento de la acetilacion en el residuo K23 de la histona
H3 en cancer colorrectal, modificacion que estd asociada con elementos
activadores de la expresion génica, sugiriendo un posible papel de esta acetilacion

en la regulacion de genes cuya expresion se modifica en este tipo de canceres.

Los eventos anteriormente descritos en células tratadas crénicamente con

As(IIT) (respuesta pro-inflamatoria, modificacion de histonas, liberacion de
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MMPs, desregulacion de la expresion de CDX1 y CDX2) se traducen en cambios
importantes en el crecimiento celular, con un aumento de la proliferacion, un
mayor nimero de colonias cuyo crecimiento es independiente de anclaje y un
incremento de la formacion de tumoroesferas in vitro. Todas estas caracteristicas

se asocian con la adquisicion de un fenotipo tumorogénico.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente capitulo muestran que células normales
de epitelio intestinal pueden presentar un incremento de los caracteres tipicos de
células transformadas cuando se exponen cronicamente a As(Ill), a
concentraciones similares a las encontradas en el agua de bebida de areas
endémicas. Este incremento va acompafiado de un proceso pro-inflamatorio que
se inicia desde las primeras semanas de exposicion y que podria ser en parte el
responsable de la transformacion celular. Al igual que en los otros estudios
in vitro de esta tesis, se requieren evaluaciones in vivo para confirmar estas
posibles transformaciones. En este caso, seria adecuado también realizar estudios
epidemiologicos en zonas con exposiciones cronicas a As-i centrados en evaluar
la incidencia de enfermedades inflamatorias intestinales cronicas y la prevalencia

de cancer colorrectal en las poblaciones expuestas.
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Evaluacion in vivo de una exposicion subcronica a As-i

Los estudios in vitro realizados hasta el momento en esta tesis han evidenciado
que exposiciones agudas a As-i, principalmente a la forma trivalente, generan
estrés oxidativo y una respuesta pro-inflamatoria, asi como una redistribucion de
las proteinas que forman las uniones intercelulares responsables del
mantenimiento de la estructura del epitelio intestinal (capitulo 1). Asimismo, las
exposiciones subcronicas producen una respuesta pro-inflamatoria mantenida en
el tiempo, que posiblemente es la causante de la pérdida de la funcion barrera de
las monocapas intestinales y la desregulacion del proceso de renovacion celular
observadas en células intestinales expuestas subcronicamente a As(III)
(capitulo 2). Esta respuesta inflamatoria se mantiene también en exposiciones
cronicas in vitro y va acompanada de la adquisicion de caracteristicas tipicas de

células transformadas (capitulo 3).

La problematica que deriva de estos efectos ha sido ya descrita a lo largo de
la tesis; por tanto, teniendo en cuenta el gran numero de individuos expuestos
cronicamente a la forma inorganica de este metaloide, se considera necesario
confirmar los efectos in vivo. El objetivo de este capitulo de tesis es evaluar
in vivo si la exposicion a As(IIl) afecta a la estructura y funcionalidad del epitelio

intestinal.

RESULTADOS

De los animales tratados en el presente estudio, en el grupo expuesto a la dosis
mas elevada (80 mg/L) fue necesario el sacrificio de dos de ellos antes del término
del ensayo, en concreto en la 4* semana, al haber experimentado una pérdida de
peso superior al 20% y presentar sintomas de dolor abdominal. El resto de
animales no presentaron cambios fisicos destacables, siendo los pesos a lo largo
del estudio similares en todos los grupos (pesos al final del ensayo: control: 19-23

g; 20 mg/L: 18-22 g; 50 mg/L: 18-22 g; 80 mg/L: 16-21 g).
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1. Acumulacion de arsénico en el intestino

La figura 32 muestra la concentracion de As acumulada en intestino grueso y
delgado de ratones control y ratones tratados con As(III) durante dos meses. El
analisis de varianza indica una diferencia estadisticamente significativa entre los
contenidos hallados en ambas porciones, siendo superior la acumulacion de As
en el intestino grueso. Las acumulaciones tisulares son mayores a las
concentraciones mas altas, aunque teniendo en cuenta el tiempo de duracion del
tratamiento y las dosis empleadas, en ninglin caso se trata de acumulaciones

elevadas.
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Figura 32. Acumulacion de As en intestino grueso y delgado de ratones tratados con
As(IIT). Animales control y animales tratados con As(IIl) (20, 50 y 80 mg/L) durante
2 meses. Valores expresados como ng As/g de intestino (n=7-9). La linea central de la
caja representa las medianas y los limites inferiores y superiores de la caja muestran los
percentiles 25 y 75 respectivamente. Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos dentro del mismo tramo de intestino (p < 0.05).
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2. Evaluacion del estrés oxidativo en el intestino

La figura 33 muestra la formacion de DCF en muestras de intestino delgado y
grueso de animales control y animales tratados con distintas dosis de As(III)
durante 2 meses. Los tejidos procedentes del intestino delgado no muestran una
mayor proporcion de especies reactivas respecto al control. En el tejido
procedente del intestino grueso, por el contrario, se observa un aumento de la
generacion de ROS y/o RNS a las dosis mas altas (medianas: control,
205 UAF/mg tejido; 20 mg/L, 202 UAF/mg tejido; 50 mg/L, 350 UAF/mg tejido;
80 mg/L, 376 UAF/mg tejido). Estos datos evidencian un estrés oxidativo en

intestino grueso como consecuencia de la exposicion subcronica a As(II).
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Figura 33. Generacion de ROS y/o RNS en intestino grueso y delgado de ratones tratados
con As(IIl). Formacion de DCF en animales control y animales tratados con As(III) (20,
50 y 80 mg/L) durante 2 meses. Valores expresados como unidades arbitrarias de
fluorescencia (UAF)/mg tejido (n=7-9). La linea central de la caja representa las medianas
y los limites inferiores y superiores de la caja muestran los percentiles 25 y 75
respectivamente. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas
(p <0.05) respecto a los ratones control.
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3. Evaluacion de la respuesta pro-inflamatoria intestinal
3.1. Expresion génica de citoquinas

La tabla 17 muestra la expresion relativa de 1I-1f, 1l-6, IL-2, Mip-2 y Tnfo en
tejidos procedentes del intestino grueso. Los resultados indican una
sobreexpresion de Mip-2 e 1l-2 a todas las dosis ensayadas y de //-1 ¢ 1l-6 a las

dosis mas altas.

Sélo se ha evaluado la expresion relativa de los genes de interés en el intestino
grueso porque el ARN procedente del intestino delgado mostraba signos de
degradacion. Heumiiller-Klug et al. (2015) ponen de manifiesto la dificultad de
la extraccion de RNA de intestino delgado de humanos y ratones, indicando que

se degrada mas rapidamente que el del colon.

Tabla 17. Efecto de la exposicion a As(II) sobre la expresion génica de citoquinas pro-
inflamatorias en el intestino grueso de ratones. Expresion relativa de [I-18, 1l-6, Mip-2,
11-2 y Tnfo en animales tratados con As(III) (20, 50 y 80 mg/L) durante 2 meses. Valores
expresados como nivel de cambio de la expresion (media £ SD, n = 7-9). Los asteriscos
indican aumentos estadisticamente significativos con respecto al control (p<0.05).

1B 16 Mip2 12 Tnfa

20mg/L 093+0.46 142+049 150+0.51*% 2.40+0.64* 1.32+0.65
50mg/L 8.77+3.81* 2.15+1.16 1.71+0.70* 2.50+0.68* 1.21+0.63
80mg/L 193 +19.4* 418+292* 5.08+2.95*% 4.12+1.80* 2.03+1.14

3.2. Expresion proteica de citoquinas

Para aquellas citoquinas que presentaban una regulacion al alza en el intestino
grueso, determinada a través de la expresion génica (apartado 3.1), se evalud6 la

concentracion proteica. Las figuras 34A y 34B muestran, respectivamente, la
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cantidad de la citoquina pro-inflamatoria IL-2 e IL-6 en muestras de intestino

grueso de ratones control y ratones tratados a diferentes dosis de As(I1I).

bc

Concentracion de IL-2 (pg/mg tejido)

ab

L
6 -
T -
4 -
2 T T T T
Control 20 mg/L 50 mg/L 80 mg/L
150
B

~ ab
S
= b
=
2
%0 100 A T
&
o
=
Q
—
=
g
2 a a
Q
g 509 —_ I;L|
= (— T
Q
=]
o
@)

0 T T T T

Control 20 mg/L 50 mg/L 80 mg/L

Figura 34. Concentracion de citoquina pro-inflamatoria IL-2 (A) e IL-6 (B) en intestino
grueso de ratones tratados con As(III). Animales control y animales tratados con As(III)
(20, 50 y 80 mg/L) durante 2 meses. Valores expresados como pg/mg tejido (n=7-9). La
linea central de la caja representa las medianas y los limites inferiores y superiores de la
caja muestran los percentiles 25 y 75 respectivamente. Las letras distintas indican
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre tratamientos.
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Para la IL-2, se observan aumentos significativos en los tratamientos con
20 mg/L (35%) y 50 mg/L (136%), mientras que la cantidad de IL-6 es
estadisticamente superior al control sélo en los animales tratados con 50 mg/L
(89%). A diferencia de lo observado a nivel transcripcional, la dosis mas elevada
de As(IIl) no conlleva aumentos significativos de la cantidad de ambas

citoquinas, debido en parte a la elevada variabilidad interindividual.

Las concentraciones de citoquinas encontradas en el intestino delgado de los
ratones control y tratados con As(I1I) estan por debajo del limite de deteccion de

la metodologia empleada (datos no mostrados).

4. Evaluacion del daio tisular intestinal

El dafio tisular se determino a través de la concentracion sérica de la proteina
intestinal de unién de acido grasos (iIFABP). La expresion de esta proteina varia
a lo largo del eje duodeno-colon, siendo mas abundante en el intestino delgado
tanto en roedores como en humanos (Gordon et al., 1985; Pelsers et al., 2003).
La iFABP se libera rapidamente a la circulacion si se produce un dafio de la
mucosa (Funaoka et al., 2010), por lo que se considera un buen marcador sérico

de dano intestinal.

La figura 35 muestra la concentracion sérica de iFABP en los animales control
y los tratados con As(II). A diferencia de lo esperado, los tratamientos con
As(IIl) no incrementan significativamente la concentracion de esta proteina en
sangre. Una posible explicacion a este hecho es la relacionada con su expresion
diferencial segun los segmentos intestinales. En el presente estudio la mayoria de
parametros evaluados indican una mayor afeccion del intestino grueso que del
delgado. Segun los estudios en roedores, la expresion de iFABP en colon es muy
baja; por lo que el dafio sobre esta porcion intestinal podria no ser cuantificable

mediante cambios séricos de iIFABP.
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Figura 35. Concentracion sérica de iFABP en ratones tratados con As(IIl). Animales
control y animales tratados con As(IIl) (20, 50 y 80 mg/L) durante 2 meses. Valores
expresados como ng/mL (n=7-9). La linea central de la caja representa las medianas y los
limites inferiores y superiores de la caja muestran los percentiles 25 y 75 respectivamente.

5. Estudios estructurales del intestino

Los estudios histologicos muestran que el intestino delgado no presenta
anomalias destacables en los animales tratados con As-i (datos no mostrados).
Las observaciones del tejido procedente del intestino grueso muestran efectos
adversos, especialmente en animales expuestos a las concentraciones mas
elevadas de As(II). De los siete animales tratados con 80 mg/L, cinco presentan
una inflamacién moderada de la mucosa, dos de los cuales también muestran una
minima inflamacion de la submucosa e hiperplasia de las criptas. Esta hiperplasia
se evidencia por la presencia de criptas alargadas debido al aumento de las células

epiteliales (figura 36).
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Figura 36. Estudio histologico del intestino grueso de ratones tratados con As(III).
Seccion del tejido, tefiida con PAS, procedente de un animal control (A) y un animal
tratado con 80 mg/L durante 2 meses (B). Amplificacion 100 x.

Por otro lado, la densidad de células caliciformes determinada mediante
tincién PAS no varia significativamente entre tratamientos [células PAS /cripta:
control (12.6 £ 4.9); 20 mg/L (11.5 £ 4.4); 50 mg/L (12 + 7.4); 80 mg/L
(18 £ 3.3)]; sin embargo, la expresion de MUC?2 se reduce de forma considerable
a medida que se incrementa la dosis de exposicion (20 mg/L, 2.4 veces; 50 mg/L,

5.4 veces; 80 mg/L, 11.1 veces).

6. Evaluacion de la permeabilidad intestinal

La permeabilidad intestinal se determin¢ a través del analisis de la concentracion
de albumina fecal. La albumina es una proteina globular producida por los
hepatocitos, que representa aproximadamente el 50% del contenido proteico en
sangre y cuyo almacenamiento intracelular es practicamente nulo. Una barrera
epitelial y endotelial intacta, previene el paso de la albumina desde el torrente
sanguineo al lumen intestinal, mientras que situaciones donde la integridad de la
barrera intestinal esté alterada pueden dar lugar a un aumento de la permeabilidad,

favoreciendo el paso de la albumina al lumen y su aparicion en heces (Nicholson
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et al., 2000). La figura 37 muestra la concentracion de albumina en las heces de

ratones control y ratones tratados con las diferentes dosis de As(I1I).
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Figura 37. Efecto de la exposicion cronica a As(I1I) sobre la permeabilidad intestinal en
ratones. Concentracion de albiimina en heces de animales control y animales tratados con
As(I1I) (20, 50 y 80 mg/L) durante 2 meses. Valores expresados como pg/100 mg heces
(n=7-9). La linea central de la caja representa las medianas y los limites inferiores y
superiores de la caja muestran los percentiles 25 y 75 respectivamente. Los asteriscos
indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) respecto a los ratones
control.

Los resultados muestran que existen aumentos estadisticamente significativos
de la albiimina fecal en los ratones tratados con 50 mg/L (mediana:
0.85 pg/100 mg heces; porcentaje de aumento: 39%) y 80 mg/L (mediana:
1.3 ug/100 mg heces; porcentaje de aumento: 112%) respecto a los ratones

control (mediana: 0.61 ug/100 mg heces).
7. Efecto sobre la expresion de las proteinas de las uniones intercelulares

La expresion de las proteinas de las uniones intercelulares esta afectada en los

estudios in vitro (capitulo 1, apartado 4) y se ha apuntado como una de las causas
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del aumento de la permeabilidad observado en las células Caco-2. En este
capitulo, se ha evaluado si los cambios de permeabilidad evidenciados en
animales también estan acompaifiados de cambios en la expresion de las proteinas
de las uniones. La tabla 18 muestra la expresion relativa de Cldn-1, -2y -4 'y Zo-
1 en tejidos procedentes del intestino grueso. Los resultados indican que no hay
cambios en la expresion de las proteinas de las uniones en ninguna de las dosis

ensayadas.

Tabla 18. Efecto de la exposicion a As(III) sobre la expresion génica de las proteinas de
las uniones intercelulares en el intestino grueso de ratones. Expresion relativa de Cldn-1, -
2, -4y Zo-1 en animales control y animales tratados con As(III) (20, 50 y 80 mg/L)
durante 2 meses. Valores expresados como nivel de cambio de expresion respecto a los
animales control (media + SD, n=7-9).

Cldn-1 Cldn-2 Cldn-4 Zo-1
20 mg/L 1.79 £ 0.62 1.81 £1.05 0.84 +0.19 1.34+0.31
50 mg/L 1.19 £0.46 0.93 £0.46 0.78 £0.18 1.22+£0.28
80 mg/L 1.18 £1.02 0.83+0.77 0.86 +0.29 1.26 £0.89

148



Evaluacion in vivo de una exposicion subcronica a As-i

DISCUSION

Los datos obtenidos en el presente estudio evidencian un aumento de la
produccion de citoquinas pro-inflamatorias en el intestino grueso de los animales
tratados con concentraciones de As(IIl) iguales o mayores a 50 mg/L,
confirmando los datos obtenidos in vitro en los capitulos anteriores de la tesis.
Esta es la primera evidencia in vivo de que este proceso inflamatorio puede
instaurarse en el intestino de ratones expuestos a As(I1I).

La mayor expresion génica (tabla 19) y proteica (figura 34) de citoquinas pro-
inflamatorias en el intestino de animales tratados con As(IIl) puede ser debido a
la produccion de ROS/RNS, que tal y como se ha evidenciado esta incrementada
en el intestino grueso de animales tratados con concentraciones iguales o mayores
a 50 mg/L (figura 33). Se conoce que la sefializacion redox modula estrechamente
la respuesta pro-inflamatoria. El aumento de ROS/ RNS puede activar cascadas
de transduccion de sefales, asi como inducir cambios en factores de transcripcion
como NF-kf, lo que conlleva la expresion de citoquinas pro-inflamatorias y
factores de crecimiento que pueden incrementar a su vez las respuestas redox y
inflamatoria (Morgan y Liu, 2011; Lei et al., 2015).

El aumento de la expresion de citoquinas pro-inflamatorias como
consecuencia de ambos estimulos (ROS y As-i) ha sido demostrado en
poblaciones expuestas a través del agua de bebida. Ahmed et al. (2011) evaltan
la causa del aumento de marcadores de inflamacion en la placenta de mujeres
expuestas durante el embarazo y muestran que la regulacion al alza de la
expresion de TNFa e IL-6 estd asociada al estrés oxidativo, mientras que el
aumento transcripcional de IL-1f esta vinculado al estrés, pero también a los

niveles de ingesta de As.

Al igual que ocurre in vitro, la respuesta pro-oxidante y pro-inflamatoria va
acompaiiada de alteraciones estructurales y funcionales del epitelio. La histologia

muestra hiperplasia de las criptas en algunos de los tejidos de los animales
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tratados con la dosis mas alta de As(III) e inflamacion de la mucosa y en algunos
casos de la submucosa. Adicionalmente, se evidencia una menor expresion de
MUC?2 en los animales tratados con As(IIl). En condiciones fisiologicas, las
células caliciformes producen continuamente mucinas para reponer y mantener
la capa de mucus que rodea el epitelio intestinal; sin embargo, la funcion de la
célula caliciforme puede verse alterada por varios factores, entre los que se
encuentran las citoquinas pro-inflamatorias (Enss et al.,, 2000). El tracto
gastrointestinal tiene una gran superficie expuesta al contenido intestinal y es,
como tal, un importante punto de entrada de patdogenos y otras sustancias toxicas.
El sistema de defensa del organismo contra este desafio consta de varios niveles.
El primer nivel es la capa de mucus estratificado que junto con el glicocalix de
las células epiteliales proporciona proteccion fisica. En ausencia de una capa de
mucus, como ocurre en ratones Muc2™", la colonizacién de patdgenos entéricos
ocurre en mayor medida y mas facilmente que en animales tipo salvaje
(Bergstrom et al., 2010). El hecho de que los animales tratados con As(IIl)
presenten una menor expresion de MUC2 puede suponer una pérdida de la
integridad de la capa de mucus y por tanto una reduccion de la efectividad de este

primer nivel de defensa.

El segundo componente del sistema de defensa lo constituyen las células
epiteliales que forman una monocapa celular continua interconectada por las
uniones estrechas, que tal y como se ha comentado previamente, son las
responsables del mantenimiento de la estructura y polarizacion del epitelio
intestinal, y las que le proporcionan su permeabilidad selectiva. En el presente
capitulo también se evidencia un aumento de la permeabilidad en los animales
tratados con concentraciones iguales o mayores a 50 mg/L (figura 37), hecho que
confirma los datos previamente reportados in vitro (capitulo 1 y 2). A diferencia
de lo que ocurre in vitro, en la exposicion in vivo no se observa una reduccion de

la expresion de las proteinas que conforman las uniones intercelulares (tabla 19).
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En este caso el cambio de permeabilidad podria deberse a una modificacion de
los patrones de distribucion de estas proteinas, hecho que también se ha

evidenciado in vitro.

Estos datos sugieren que en exposiciones cronicas podria instaurarse un
proceso inflamatorio intestinal cronico, desencadenante de posibles patologias
cronicas a nivel intestinal e incluso sistémico (Arrieta et al., 2006), debido en
parte al aumento de la permeabilidad intestinal. La pérdida o déficit de la funcion
barrera se considera un determinante critico en la predisposiciéon a presentar
procesos inflamatorios a nivel intestinal, tales como la enfermedad de Crohn, la
colitis ulcerosa y las alergias alimentarias (apartado 6.3, introduccion). Tal y
como se ha comentado previamente, no existen estudios poblacionales donde se
haya evaluado de forma detallada la existencia de este tipo de patologias. Por otro
lado, el aumento de la permeabilidad parece estar asociado a otras patologias
como la diabetes tipo II (Cox et al., 2017) o ciertas enfermedades
cardiovasculares (Rogler y Rosano, 2014; Li et al., 2016a), que se sabe que

presentan una mayor incidencia en poblaciones expuestas cronicamente a As-i.

CONCLUSIONES

Los datos obtenidos en el presente capitulo permiten concluir que la exposicion
subcronica a As-i en ratones afecta en mayor medida al intestino grueso que al
delgado, aunque la acumulacion tisular del metaloide en ambas porciones
intestinales es semejante. La pérdida de la funcion barrera en animales tratados

se debe a un mecanismo muy similar al evidenciado in vitro.

Este es el primer estudio que muestra la toxicidad a nivel intestinal del As-i
in vivo. Se requieren mas investigaciones, empleando dosis mas bajas y tiempos

mas prolongados, para determinar si emulando las condiciones existentes en las
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zonas de arsenicismo cronico endémico también se observan efectos toxicos a
nivel intestinal. Asimismo, seria de interés determinar, de existir este patron de
toxicidad en exposiciones a largo plazo, si éste puede estar relacionado con

alguna de las patologias sistémicas asociadas a la exposicion cronica a As-i.
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Evaluacion de bacterias ldacticas y suplementos dietéticos sobre la toxicidad del As-i

Los estudios de capitulos previos de esta tesis han mostrado la toxicidad del As-i
sobre el epitelio intestinal. Teniendo en cuenta las repercusiones de esta
toxicidad, resulta de interés buscar estrategias que reduzcan estos efectos, que en
el caso del As-i pueden agravarse en las zonas endémicas, donde existe una

exposicion cronica al metaloide.

La mayoria de estrategias empleadas para reducir la toxicidad de As-i tiene
como principio modular la toxicocinética del metaloide, aumentando el
metabolismo del As-i y su posterior excrecion (apartado 5.3, introduccion). El
empleo de compuestos derivados de vegetales con caracter antioxidante también
ha sido considerado; sin embargo, en pocos casos se han empleado suplementos
vegetales existentes ya en el mercado, cuya seguridad esta probada, o cepas de

bacterias lacticas con status GRAS (generally accepted as safe).

El objetivo de este capitulo es la evaluacion del efecto protector de diferentes
suplementos alimentarios con caracter antioxidante y/o antiinflamatorio y varias
cepas de bacterias lacticas [L. acidophilus (BL17), L. casei (BL23) y L. brevis
(BL36)] sobre la toxicidad intestinal del As-i.

RESULTADOS
1. Efecto de las estrategias sobre el estrés oxidativo

De las cuatro dosis de exposicion aguda a As-i empleadas en el capitulo 1 [As(III)
1y 3 mg/L; As(V) 5y 8 mg/L], las células Caco-2 presentan un aumento de la
generacion de ROS y/o RNS respecto a las células control solamente en el

tratamiento con As(III) 3 mg/L. Esta ha sido la dosis ensayada en este apartado.

La figura 38 muestra el efecto de las cepas de bacterias lacticas y de sus
medios condicionados sobre la generacion de ROS y/o RNS en células Caco-2

expuestas a As(IlI) 3 mg/L. La pre-incubaciéon con BL17 y BL23 y la
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co-incubacion con el medio condicionado de ambas cepas reducen la generacion
de ROS/RNS iniciada por el As(Ill) en células Caco-2 (porcentajes de reduccion
de las cepas: 13-17%; porcentajes de reduccion de los medios: 12-15%); sin

embargo, la cepa BL36 y su medio condicionado no son efectivos.
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Figura 38. Efecto de bacterias lacticas y sus medios condicionados sobre la generacion
de ROS y/o RNS ocasionada por el As(IIl). Generacion de DCF en células Caco-2
expuestas a As(Ill) 3 mg/L durante 24 h tras pre-incubacion con bacterias lacticas
(0.3 DO) durante 2 h, y en células co-expuestas con As(IIl) y medio condicionado durante
24 h. Valores expresados como porcentajes de reduccion respecto a las células tratadas
solamente con As(IIl) 3 mg/L (media £ SD, n=4). Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) respecto a las células tratadas s6lo con As(III).

En cuanto a los suplementos dietéticos ensayados (figura 39), solo los
extractos de cacao y de semilla de uva son capaces de reducir la generacion de
ROS/RNS (porcentajes de reduccion del cacao: 31%; porcentajes de reduccion

de la semilla de uva: 13%).
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Figura 39. Efecto de los suplementos dietéticos sobre la generacion de ROS y/o RNS
ocasionada por el As(IlI). Generacion de DCF en células Caco-2 expuestas a As(III)
3 mg/L y componentes alimentarios (100 mg/L) durante 24 h. Valores expresados como
porcentajes de reduccion respecto a las células tratadas solamente con As(II) 3 mg/L
(media = SD, n=4). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas
(p <0.05) respecto a las células tratadas so6lo con As(III).

2. Efecto de las estrategias sobre la respuesta pro-inflamatoria

Las figuras 40 y 41 muestran el efecto sobre la liberacion de la citoquina
pro-inflamatoria IL-8 de la incubacion con Lactobacillus previo a la exposicion a
As-i y de la co-exposicion con el medio condicionado, respectivamente. Los
ensayos se han realizado con los tratamientos que generaban una respuesta

pro-inflamatoria en las exposiciones agudas (figura 10, capitulo 1).
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La pre-incubacién con las cepas de BL23 y BL17 (figura 40) no reduce la
respuesta pro-inflamatoria causada por el As(Ill), mientras que la cepa BL36
disminuye significativamente la liberacion de IL-8 (aproximadamente 40% de
reduccidon en ambas concentraciones). Sin embargo, ninguna de las cepas protege

frente a la respuesta generada por la exposicion a As(V).

En algunos de los tratamientos con bacterias se observa un aumento de la
liberacion de IL-8 respecto al control positivo. Esto podria deberse a que algunas
bacterias persisten en contacto con las células Caco-2 tras el lavado y producen
una acidificacion del medio durante las 24 h de tratamiento con As-i, tal y como
evidencia el viraje del color del medio. En estas condiciones podria estar
favoreciéndose el incremento de la liberacion de proteinas pro-inflamatorias. Este
hecho, resultado del tipo de disefio experimental, no debe suponer un handicap a
la hora de considerar como adecuada la estrategia basada en bacterias lacticas

vivas, ya que no debe reproducirse in vivo.
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Figura 40. Efecto de bacterias lacticas sobre la respuesta pro-inflamatoria ocasionada por
el As-i en células intestinales. Liberacion de IL-8 al medio de cultivo en células Caco-2
control (negativo), células expuestas a As(IIl) (1 y 3 mg/L) y As(V) 8 mg/L durante 24 h
(control positivo) y células incubadas con las bacterias lacticas BL17, BL23 y BL36
(0.3 DO) durante 2 h previo al tratamiento con As-i. Valores expresados como pg/mg de
proteina (media + SD, n=4). Los asteriscos indican reducciones estadisticamente
significativas (p < 0.05) respecto a las células control positivo.

La co-exposicion con el medio condicionado de las tres cepas de Lactobacillus
(figura 41) produce reducciones similares en las células tratadas con As(III)
(BL17: 34-48%; BL23: 29-44%; BL36: 29-44%). Tal y como ocurre con la
pre-incubacion con las cepas, la co-exposicion con el medio condicionado no
protege las células Caco-2 frente a la respuesta generada por la exposicion a
As(V). El uso del medio condicionado es mas eficaz que el uso de bacterias vivas
probablemente porque el empleo de medio condicionado no acidifica el medio de

tratamiento celular.
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Figura 41. Efecto de los medios condicionados de bacterias lacticas sobre la respuesta
pro-inflamatoria ocasionada por el As-i en cé€lulas intestinales. Liberacion de IL-8 al
medio de cultivo en células Caco-2 control (negativo), células expuestas a As(IIl) (1 y
3 mg/L) y As(V) 8 mg/L durante 24 h (control positivo), y células co-expuestas a As-i 'y
medio condicionado de las bacterias lacticas. Valores expresados como pg/mg de proteina
(media = SD, n=4). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas
(p <0.05) respecto a las células control positivo.

En relacion a los suplementos dietéticos (figura 42), el acido lipoico es el
suplemento que presenta una mayor capacidad antiinflamatoria, reduciendo en
28-41% la liberacion de IL-8 ocasionada por los tratamientos con As(IIl). El
suplemento de GSH/cisteina/vitamina C y los extractos de té verde y zanahoria
negra también reducen la liberacion de IL-8 en células expuestas a 3 mg/L de
As(IIl) (porcentajes de reduccion: 32, 25 y 38%, respectivamente). Ninguno de
los suplementos ensayados es capaz de disminuir la liberacion de IL-8 ocasionada

por el As(V).
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Figura 42. Efecto de los suplementos dietéticos sobre la respuesta pro-inflamatoria ocasionada por el As-i en células intestinales. Liberacion
de IL-8 al medio de cultivo en células Caco-2 control (negativo), células expuestas a As(III) (1 y 3 mg/L) y As(V) 8 mg/L durante 24 h
(control positivo) y células expuestas a As(IIT) 3 mg/L y componentes alimentarios (100 mg/L). Valores expresados como pg/mg de proteina
(media = SD, n=4). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) respecto a las células control positivo.
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3. Efecto de las estrategias sobre la modificacion de la distribucion de ZO-1

La exposicion con As(V) y 1 mg/L de As(IlI) no generan cambios importantes en
la localizacion de ZO-1 y en la estructura de empedrado tipica de las monocapas
celulares generadas por la linea celular Caco-2 (apartado 4, capitulo 1). Sin
embargo, las monocapas de las células tratadas con 3 mg/L de As(III) presentan
zonas donde se evidencia un cambio en la expresion (no se observa fluorescencia)
y/o en la localizacion (aparece fluorescencia en el citoplasma) de ZO-1. Por ese
motivo las estrategias so6lo se han ensayado con el tratamiento de 3 mg/L de

As(IID).

En la figura 43 se muestra el efecto de las bacterias lacticas y los medios
condicionados sobre la distribucién de ZO-1. El tratamiento con la cepa BL17 y
su medio condicionado no modifican la distribucion de ZO-1 (datos no
mostrados). Por el contario, las otras dos cepas, y especialmente la BL23 y su
medio condicionado, disminuyen las zonas de la monocapa en las que no se
detecta fluorescencia, observandose una mayor area en forma de empedrado,

similar a la estructura de la monocapa control.
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Figura 43. Efecto de las bacterias lacticas sobre la redistribucion de ZO-1 causada por As(IIl) en células Caco-2. A representa células
control no tratadas; B células tratadas con As(IIl); C células pre-incubadas con BL23 y tratadas con As(Ill); D células co-incubadas con
medio condicionado de BL23 y As(Ill); E células pre-incubadas con BL36 y tratadas con As(Ill); F células co-incubadas con medio
condicionado de BL36 y As(III). Todos los tratamientos se han realizado con 3 mg/L de As(IIl) durante 24 h. Amplificacion 20 x.
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El efecto protector de los suplementos dietéticos solo se evidencia con los

suplementos de GSH/cisteina/vitamina C y de acido lipoico (figura 44).

Figura 44. Efecto de los suplementos dietéticos sobre la redistribucion de ZO-1 causada
por As(II). Iméagenes de: (A) células control no tratadas; (B) células tratadas con As(III)
3mg/L 24 h; (C) células tratadas 2 h con suplemento de acido lipoico 100 mg/L y
posteriormente co-expuestas a As(IIl) 3 mg/L 24 h; (D) células tratadas 2 h con
suplemento de GSH/cisteina/vitamina C 100 mg/L y posteriormente co-expuestas a
As(I1I) 3 mg/L 24 h. Amplificacion 20x.

4. Efecto de las estrategias sobre la modificacion de la permeabilidad

El efecto sobre la permeabilidad se ha ensayado empleando una exposicion
subcronica. En este tipo de exposicion, la evaluacion del efecto protector de las
bacterias lacticas se ha realizado empleando unicamente medio condicionado, ya
que la pre-incubacion a tiempos largos con bacterias vivas acidifica el medio,

dificultando el mantenimiento de la integridad de las monocapas celulares. Se
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han testado los medios condicionados de las tres cepas ya que todas presentaban
un efecto protector en la exposicion aguda: BL23 y B17 reducen los niveles de

ROS/RNS (apartado 1) y BL36 la liberacion de IL-8 (apartado 2).

En los ensayos con los suplementos dietéticos, se han evaluado s6lo aquellos
que presentan un efecto protector frente al estrés oxidativo (uva, cacao,
apartado 1), a la respuesta pro-inflamatoria (acido lipoico, GSH/cisteina/vitamina
C, extracto de té y zanahoria negra, apartado 2) o a la redistribucion de la ZO-1

(acido lipoico, GSH/cisteina/vitamina C, apartado 3).

En todos los ensayos se empled como control positivo células expuestas a
As(IIT) 0.1 mg/L por ser el tratamiento que producia los efectos tdéxicos mas

notorios en los estudios in vitro de exposicion subcronica (capitulo 2).

En la figura 45 se muestra el transporte de LY en las células Caco-2 control,
células expuestas a As(Ill) 0.1 mg/L y células co-expuestas con medio
condicionado. Transcurrido 7 dias, el As ejerce un efecto negativo en la
permeabilidad, evidenciado por un aumento del transporte apical-basolateral del
LY. La co-incubacion con el medio condicionado procedente de las bacterias
lacticas BL23 y BL36 tiene un efecto protector, disminuyendo significativamente
el transporte de LY (21 y 47 %, respectivamente) respecto al transporte observado
en las células tratadas solo con As(IIl). El medio de la cepa BL17 no presenta

este efecto protector.

165



Capitulo 5

140

120

g 100
&
=
S 801
=
Q
=
Q 60 -
=
2 —
=
[§ 40
20
| — |
0 . . . ; ;
Control As(IIl) BLI7 BL23 BL36

Figura 45. Efecto de los medios condicionados de cepas de bacterias lacticas sobre los
cambios en la permeabilidad intestinal causados por As(III). Transporte de LY en células
Caco-2 control, células expuestas a As(III) 0.1 mg/L y células co-expuestas con As(Ill) y
medio condicionado de las bacterias lacticas durante 7 dias. Valores expresados como
pg/mL (n=3). La linea central de la caja representa las medianas y los limites inferiores y
superiores de la caja muestran los percentiles 25 y 75, respectivamente. Los asteriscos
indican diferencias estadisticamente significativas (p <0.05) respecto a las células
tratadas solo con As(IIT).

Con respecto a los suplementos dietéticos ensayados (figura 46), solo los
suplementos de GSH/cisteina/vitamina C y de acido lipoico presentan un efecto
protector sobre la permeabilidad intestinal, disminuyendo significativamente el
transporte de LY (11 y 28 %, respectivamente) respecto al transporte observado

con las células tratadas s6lo con As(III).
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Figura 46. Efecto de los suplementos dietéticos sobre las modificaciones de la
permeabilidad intestinal causados por el As(IIl). Transporte de LY en células Caco-2
control, células expuestas a As(III) 0.1 mg/L y células tratadas con As(III) y suplementos
dietéticos durante 7 dias. Valores expresados como ug/mL (n=3). La linea central de la
caja representa las medianas y los limites inferiores y superiores de la caja muestran los
percentiles 25 y 75, respectivamente. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05) respecto a las células tratadas solo con As(III).

5. Efecto de las estrategias sobre las alteraciones en el proceso de

regeneracion celular

En el capitulo 2 (apartado 6) se evidencid que una exposicion subcronica a As-i
afecta el proceso de reparacion celular. Los medios condicionados de las bacterias
lacticas no presentaran un efecto protector frente a este efecto toxico del As-i

(datos no mostrados). Sin embargo, el suplemento de GSH/cisteina/vitamina C y
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el de acido lipoico favorecen la recuperacion de esta funcion. Tras la generacion
de la herida, las células control (figura 47A) y las células tratadas con los
suplementos dietéticos mencionados (figuras 47C y 47D, respectivamente) sellan
el area de la herida mas rapidamente que las células tratadas so6lo con As(II)
(figura 47B). La figura 48 muestra el porcentaje de cierre de la herida a las 24 h
de su generacion [control: 94%; As(IIl) 0.1 mg/L: 77%; acido lipoico: 89%;
GSH/cisteina/vitamina C: 99%].

Figura 47. Imagenes del cierre de la herida en células Caco-2 tras una exposicion
subcronica a As-i y suplementos dietéticos. (A) Células control; (B) células expuestas a
As(IIT); (C) células co-expuestas con suplemento de acido lipoico y As(IIl); (D) células
co-expuestas con suplemento de GSH/cisteina/vitamina C y As(Ill). Todos los
tratamientos se han realizado con 0.1 mg/L de As(IIl) durante 7 dias. Las imagenes
A1-D1 fueron obtenidas en el tiempo cero y las A2-D2 a las 24 h post-herida.
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Figura 48. Cierre de la herida en células Caco-2 tratadas con As(IIl) y suplementos

dietéticos. Porcentaje de area cerrada en células control, células tratadas con As(III)

0.1 mg/L y células co-expuestas con As(III) 0.1 mg/L y suplementos de acido lipoico y
de GSH/cisteina/vitamina C (10 mg/L) durante 7 dias. Valores expresados como

porcentaje de cierre de herida a las 24 h, respecto al area de la herida inicial (tiempo cero)
(media + SD, n=3). Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas

entre tratamientos (p < 0.05).
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DISCUSION

Estudios previos han puesto de manifiesto que determinadas bacterias lacticas
pueden reducir la toxicidad generada por la exposicion a diferentes contaminantes
medioambientales y/o alimentarios, entre ellos algunos elementos traza toxicos.
Tian er al. (2012) evidencian el papel protector en ratones del Lactobacillus
plantarum cuando éste se administra conjuntamente con plomo (Pb) a través del
agua de bebida. Los autores evidencian una reduccion de las alteraciones en los
niveles de GSH, glutation peroxidasa (GPx), malondialdehido (MDA), SOD y
ROS causados por la exposicion al metal. Zhai et al. (2014) también ponen de
manifiesto que L. plantarum reduce el estrés oxidativo causado por la exposicion
subcronica a cadmio (Cd) a través del agua de bebida. Esta proteccion no es s6lo
consecuencia de la capacidad de union de Cd por la bacteria en el lumen
intestinal, ya que cuando la exposicién es via intraperitoneal, L. plantarum
también reduce el estrés oxidativo. Los autores sugieren que esta reduccion es
debida a la induccién de metaloteoneinas y cambios en la expresion génica de

moléculas que intervienen en varias vias relacionadas con la toxicidad del Cd.

Este capitulo evidencia in vitro que algunas cepas de Lactobacillus y/o su
medio condicionado tienen un efecto protector frente a la toxicidad intestinal del
As(III). Se observa una reduccion de la generacion de ROS y/o RNS (figura 39)
y de la secrecion de IL-8 (figuras 40 y 41), una disminucion de las alteraciones a
nivel estructural (figura 43), y una mejora funcional de la barrera intestinal
(figura 45). El efecto protector varia con la cepa, siendo el L. casei (BL23) la mas
eficaz. Un efecto similar se evidencia con los suplementos de acido lipoico y de
GSH/cisteina/vitamina C, que ademas de reducir los efectos mencionados para
las bacterias lacticas, también favorecen la recuperacion de la funcién de

regeneracion de las células intestinales.
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El efecto protector de las cepas de baterias lacticas probablemente no se debe
a la captacion del As-i, ya que algunos estudios evidencian la baja capacidad de
captacion de As-i por parte de Lactobacillus, cuya superficie presenta una carga
neta negativa y por tanto una reducida interaccion con aniones (Halttunen et al.,
2007). Por tanto, la reduccion de la toxicidad del As-i es posiblemente debida a
un efecto directo sobre el modo de accion del toxico, gracias a su capacidad

antioxidante y antiinflamatoria.

La reduccion de la respuesta pro-inflamatoria y pro-oxidante por parte de las
bacterias lacticas ha sido puesta de manifiesto en estudios previos. Tao et al.
(2006) sugieren que el medio condicionado de Lactobacillus GG protege las
células epiteliales del intestino frente al estrés oxidativo a través de la activacion
de la ruta de senalizacion MAPK o de la induccion de la produccion de proteinas
de choque térmico. Asimismo, también se ha evidenciado en estudios in vitro, la
habilidad de las cepas de Bifidobacterium y Lactobacillus de proteger las células
intestinales contra la inflamacion, regulando el equilibrio entre las citoquinas
pro- y anti-inflamatorias (O'Hara et al., 2006; Tien et al., 2006; Roselli et al.,
2007). Romero y Menchén (2013) afirman que determinadas bacterias lacticas
inhiben la sintesis de citoquinas pro-inflamatorias por parte de las células
epiteliales intestinales, en un efecto probablemente mediado por la inhibicion de
la activacion de NFkf o por la estimulacion de la actividad del receptor activado

por el proliferador del peroxisoma gamma (PPARY).

La disminucion del estrés y de la liberacion de citoquinas pro-inflamatorias
pueden ser responsables de la reordenacion de la proteina ZO-1 y de la
recuperacion de la estructura de las monocapas observadas tras el tratamiento con
las bacterias o el medio condicionado. El efecto protector de las bacterias lacticas
sobre las uniones intercelulares también se ha descrito previamente. Karczewski
et al. (2010) evidencian que un pre-tratamiento con L. plantarum en las

monocapas de células Caco-2 disminuye significativamente los efectos sobre la
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organizacion de ZO-1 ocasionado por ésteres del forbol. Teniendo en cuenta que
la permeabilidad de la monocapa depende de las uniones intercelulares, el efecto
de los Lactobacillus sobre estas uniones podria redundar en la reduccion de la

permeabilidad aumentada por la exposicion a As-i.

Los suplementos mas efectivos (GSH/cisteina/vitamina C y acido lipoico)
también tienen una probada actividad antioxidante y antiinflamatoria. El caracter
antioxidante del acido lipoico se debe a su capacidad para aumentar la expresion
de enzimas antioxidantes, participar en el reciclaje de las vitaminas C y E (Moura
et al., 2015) y eliminar ¢ inactivar los radicales libres. La reduccion de los
radicales libres puede ser, en parte, lo que le confiere también un caracter
antiinflamatorio (Odabasoglu et al., 2011). La reducciéon de la respuesta
pro-inflamatoria con acido lipoico se ha evidenciado en diferentes situaciones
(Uyar et al., 2013; Ishii et al., 2017; Sardu et al., 2017). Ishii et al. (2017)
muestran que el tratamiento con lipoico inhibe la activacion del factor NFkP y
por tanto reduce la expresion de citoquinas por-inflamatorias en células tratadas

con lipopolisacarido.

Algunos estudios han confirmado la capacidad del acido lipoico para reducir
los efectos toxicos generados por una exposicion a As-i. Ghosh ef al. (2017)
muestran que la suplementacion con acido lipoico reduce las alteraciones
hematoldgicas asociadas a la exposicion a As-i. El papel protector del acido
lipoico frente al As-i puede deberse a las actividades antioxidante y
antiinflamatoria anteriormente descritas, pero también puede ser resultado de su
capacidad para unir elementos traza toxicos (Tibullo ef al., 2017). De hecho, se
ha evidenciado la reduccion de la acumulacion tisular de As en ratones

co-administrados con acido lipoico (Bhatt y Flora, 2009).

La suplementacion con acido lipoico no tiene contraindicaciones demostradas.

En ratones no se observan efectos secundarios adversos relacionados con la
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ganancia de peso, consumo de alimentos, conducta, parametros hematologicos y
bioquimicas e histologia a dosis iguales o inferiores a 60 mg/kg pc (Cremer et al.,
2006). En humanos, dosis de 600 mg/dia no muestran efectos secundarios durante

un periodo de suplementacion de 5 semanas (Ziegler et al., 2006).

El suplemento GSH/cisteina/vitamina C también tiene un efecto protector. En
este caso se combinan tres componentes que individualmente tiene un mostrado
efecto antioxidante y/o antiinflamatorio. El caracter antioxidante de la vitamina
C ha sido demostrado ampliamente en literatura. Su actividad antiinflamatoria
genera mas duda (Jialal y Singh, 2006). Ellulu ef al. (2015) muestran que la
administracion de vitamina C (1000 mg/ dia) reduce los niveles sanguineos de la
proteina C reactiva e IL-6 en pacientes obesos, hipertensos y/o diabéticos. En
cualquier caso, el hecho de generar la reduccion de los radicales libres, le puede

conferir indirectamente una capacidad antiinflamatoria (Lugrin et al., 2014).

En el caso del GSH y la cisteina, compuestos con grupos tiol, se ha
evidenciado su union a las formas inorganicas de As (Rey et al., 2004; Thomas,
2008); incluso estudios in vitro empleando células Caco-2, muestran que el
transporte de As-i a través de la monocapa epitelial se reduce en presencia de
estos compuestos (Clemente et al., 2017). Asi, en el caso de estos dos compuestos
podria existir un efecto protector mediado por un mecanismo que dificulta la
entrada del As-i al interior celular y por otro en el que intervienen la actividad
antioxidante o anti-inflamatoria de estas moléculas. El estudio del efecto
protector de la suplementacion oral de GSH y cisteina es menos frecuente que el
de la N-acetilcisteina (NAC), compuesto precursor de la cisteina y por tanto del
GSH. Uraz et al. (2013) ponen de manifiesto que el empleo de NAC revierte el
aumento de los niveles de las citoquinas pro-inflamatorias TNFa, IL-1p y IL-6,
de la actividad mieloperoxidasa (MPO) y de los contenidos de MDA, y también

impide la disminucion de los niveles de GSH y SOD en ratas con colitis inducida
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por acido acético. Ademas se ha evidenciado su papel protector frente al aumento

de la permeabilidad producido por radiaciones en ratones (Shukla et al., 2016).

La seguridad alimentaria de los tres compuestos que forman parte de este
suplemento esta ampliamente probada. Estan presentes en numerosos alimentos,
incluso en el caso de la vitamina C se considera un micronutriente.
Adicionalmente, el GSH y la cisteina estan autorizados para su empleo como
aditivos alimentarios o suplementos. El Comité Cientifico de Alimentos de la
Unién Europea ha autorizado el uso de la cisteina en el tratamiento de la harina
(SCF, 1991). También figura en la legislacion de la Comunidad Europea como
sustancia que puede utilizarse con fines nutricionales en alimentos elaborados a
base de cereales y alimentos para lactantes y nifios de corta edad (Directiva
96/5/CE) y en alimentos destinados a usos nutricionales particulares (Directiva
2001/15/CE). La seguridad de la cisteina ha sido evaluada por varios organismos
expertos y no se ha expresado ninguna preocupacion toxicoldgica en relacion con

su uso como aditivo alimentario (EFSA, 2006).

En cuanto al GSH, existen en la actualidad numerosos suplementos en el
mercado que se han evidenciado beneficiosos en diferentes situaciones. La
suplementacion con GSH aumenta los niveles de GSH en tejidos y sangre, por
tanto, aumenta los efectivos de la maquinaria antioxidante corporal (Sinha et al.,
2018). Un estudio de toxicidad aguda oral de GSH en ratones evidencio una LDs
superior a 5 g/kg, concentracidbn muy superior a la dosis de suplementacion
normal (250-500 mg/dia). En ensayos clinicos, no se han observado reacciones

adversas mencionables (Weschawalit ef al., 2017).
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CONCLUSIONES

El estudio realizado en este capitulo es el primero que muestra que los
Lactobacillus o suplementos dietéticos presentes en el mercado pueden modular
la toxicidad que el As(III) ejerce sobre el epitelio intestinal, y que posiblemente
tenga una repercusion a nivel sistémico. La recuperacion de la funcion barrera
tras los tratamientos evidencia que pueden emplearse compuestos de origen
alimentario o de uso dietético, cuya seguridad esta probada, para aminorar los
efectos observados in vitro sobre la funcionalidad del intestino. Se requieren
estudios in vivo para evaluar la idoneidad de la aplicacion de estas estrategias

dietéticas en poblaciones expuestas.
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Conclusiones generales

Los resultados obtenidos en la presente tesis han dado lugar a las siguientes

conclusiones para cada uno de los objetivos parciales planteados.

1. Evaluacion in vitro del efecto de una exposicion aguda a As-i sobre el

epitelio intestinal

Las exposiciones de corta duracion a As-i (2-24 h) generan un aumento de la
liberacion de la citoquina pro-inflamatoria IL-8 y un aumento de la generacion
de ROS y/o RNS en células Caco-2 y NCM460 expuestas a concentraciones
de As(IIl) > 1 mg/L y de As(V) > 5 mg/L.

Las exposiciones a As(III) generan modificaciones estructurales que cursan
con cambios en los patrones de distribucion de la ZO-1 y de expresion de la
CLDN-1. Estos cambios pueden ser consecuencia de la respuesta pro-oxidante
y pro-inflamatoria generada por el As-i.

Se observa una pérdida de la funcion barrera de las monocapas intestinales,
posiblemente relacionada con el efecto del As-i sobre las uniones
intercelulares. Esta modificacion de la permeabilidad podria explicar los
efectos observados en intoxicaciones agudas en humanos (diarreas

hemorragias, gastroenteritis).

2. Evaluacion in vitro del efecto de una exposicion subcronica a As-i sobre el

epitelio intestinal

En las exposiciones subcronicas (7-21 dias), también se pone de manifiesto
una respuesta pro-inflamatoria que se mantiene durante todo el tratamiento a
concentraciones de As(IIl) > 0.025 mg/L y de As(V) > 0.250 mg/L.

Esta respuesta viene acompaiiada de cambios en el programa de proliferacion
celular y diferenciacidon, lo que posiblemente sea la causa de la menor

capacidad de regeneracion celular de las monocapas tratadas con As-i.

179



Conclusiones generales

- La exposicion subcronica afecta la estructura epitelial, causando la pérdida de
microvellosidades, y a la funcion de barrera del epitelio intestinal, tal y como
ocurria en la exposicion aguda.

- Los resultados sugieren que la exposicion subcronica a As-i, a
concentraciones similares a las presentes en el agua de bebida de paises con
arsenicismo cronico endémico, puede alterar la homeostasis intestinal,

afectando la mucosa intestinal.

3. Evaluacion in vitro del efecto de una exposicion cronica a As-i sobre el

epitelio intestinal

- Exposiciones prolongadas a As(III) (6 meses) favorecen la adquisicion de
caracteristicas tumorogénicas en células NCM460, debido en parte al
mantenimiento de la respuesta pro-inflamatoria.

- Se observa un aumento de la expresion de CDI33, una disminucion de la
expresion de CDX1 y CDX2, una mayor secrecion de MMP-2, modificaciones
en el perfil de acetilacion de histonas, un aumento de la hiperproliferacion y
la formacion de esferas flotantes en células expuestas a concentraciones de
As(IIT) > 0.05 mg/L.

- Los resultados sugieren que la exposicion de células epiteliales de colon
humano a As(Ill) podria conllevar un aumento de la incidencia de procesos
cancerigenos intestinales. Estos efectos nuevamente se observan a

concentraciones tipicas de paises con arsenicismo.

4. Estudio in vivo sobre el efecto de una exposicion subcronica a As-i sobre

el epitelio intestinal

- Los resultados obtenidos en la exposicion subcronica in vivo confirman los
datos obtenidos in vitro.
- Esta exposicion genera estrés oxidativo y una respuesta pro-inflamatoria,

evidenciada por una mayor expresion génica y proteica de las citoquinas
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IL-1B, IL-2 e IL-6, en el intestino de animales tratados con concentraciones
de As(III) iguales o mayores a 50 mg/L.

Se observa un efecto sobre la morfologia del epitelio, con evidencias de
hiperplasia en las criptas. Adicionalmente, los tratamientos con As(III)
reducen la expresion de MUC2 y posiblemente la formacion de mucus,
disminuyendo de esta forma la efectividad de la primera linea de defensa del
epitelio intestinal.

Estos efectos toxicos pueden ser los causantes del aumento de permeabilidad
observado en los animales tratados con As(III), indicativo de la pérdida de la
barrera intestinal, que puede en cierta forma explicar algunos de los sintomas

reportados a este nivel en poblaciones cronicamente expuestas.

5. Evaluacion in vitro del efecto protector de bacterias lacticas y suplementos

dietéticos sobre la toxicidad intestinal del As-i

Determinadas cepas de Lactobacillus y ciertos suplementos dietéticos
modulan la toxicidad que el As-i ejerce sobre el epitelio intestinal.

La recuperacion de la funcion barrera y/o capacidad de regeneracion celular,
conseguida con la incubacién con los suplementos de &cido lipoico y
GSH/cisteina/vitamina C y las bacterias lacticas L. casei (BL23) y L. brevis
(BL36), indica que estas estrategias, cuya seguridad alimentaria esta probada,
podrian emplearse para aminorar los efectos que ejerce el As-i a nivel

intestinal, y posiblemente sistémico, en poblaciones afectadas.
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