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RESUMEN

La exposicion cronica a arsenico (As) inorganico [As(l11) + As(V)] est4 asociada
con una mayor incidencia de varios tipos de céancer, diabetes tipo I,
enfermedades vasculares y déficits neuroconductuales en poblacion infantil. Se
considera que en la actualidad alrededor de 200 millones de personas estan
expuestas a niveles de As inorganico superiores a los recomendados,
fundamentalmente a través del agua de bebida. Esta situacion se ha puesto de
manifiesto en los estudios realizados en esta tesis donde se muestran ingestas de
As inorgéanico muy superiores a las recomendadas en poblaciones del norte de
Argentina, aportadas por el agua, pero también por los alimentos cocinados con
esta agua contaminada. Los estudios de especiacion por espectroscopia de
absorcién de rayos X muestran que el cocinado en presencia de As(V) produce
un incremento en el contenido de As(l11) en el producto listo para consumo. Esto
supone, en algunos casos, un aumento del riesgo asociado a la ingesta del
alimento, ya que la forma trivalente es mas téxica. La caracterizacion de la
fraccion solubilizada durante la digestion gastrointestinal de estos alimentos
(fraccion bioaccesible) evidencia que el As(l11) permanece en esta forma, incluso
gue durante la digestién puede haber un aumento de la cantidad de la forma
reducida. Estos resultados evidencian el riesgo asociado a la ingesta de agua

contaminada y de los alimentos cocinados con esta agua.

Debido a la cantidad de personas afectadas y a las patologias que desarrollan,
agencias relacionadas con la salud han emitido informes en los que se indica la
necesidad de reducir la ingesta de As inorganico. Teniendo en cuenta la dificultad
de eliminar el As de las fuentes de exposicion, una alternativa para reducir la
exposicion es disminuyendo la biodisponibilidad (cantidad del toxico que llega a
la circulacion sistémica tras la ingesta). La biodisponibilidad puede reducirse
empleando compuestos que formen complejos con el metaloide durante su paso

por el tracto digestivo y eviten que éste se encuentre en una forma de facil



absorcién o impidiendo que se absorba empleando compuestos que compitan por
sus mismas vias de entrada o que simplemente las afecten. En esta tesis se ha
planteado este objetivo empleando componentes de la dieta y microorganismos
de grado alimentario. Inicialmente se han seleccionado componentes vy
microorganismos capaces de reducir la cantidad del toxico que queda soluble tras
la digestion y por tanto disponible para la absorcion (bioaccesibilidad) empleando
un modelo de digestion in vitro. Este ensayo ha evidenciado que las sales de
hierro, el tanico, la lignina y algunas celulosas pueden reducir la bioaccesibilidad
del As(111) y el As(V) en solucién acuosa y también cuando forman parte de los
alimentos (algas y arroz). Sin embargo, las bacterias lacticas y las levaduras
Saccharomyces cerevisiae no son capaces de interaccionar con las formas
inorganicas de As y reducir su bioaccesibilidad, posiblemente por las

caracteristicas de sus paredes celulares.

Ademas, se ha puesto de manifiesto, empleando células intestinales como
modelo de epitelio intestinal, que determinados compuestos alimentarios (hierro,
cisteina, glutation, curcumina, catequinas y quercetina) y suplementos dietéticos
(extracto de alcachofa y de uva y suplementos de hierro); asi como algunas cepas
de Lactobacillus y S. cerevisiae son capaces de reducir el transporte a través del
epitelio intestinal de las formas inorganicas de As en disolucién acuosa y en
alimentos. Estos compuestos acttian formando complejos de menor absorcién o
modulando las uniones intercelulares y afectando la via paracelular, una de las

formas de entrada del As en el epitelio intestinal.

Finalmente, se ha confirmado que algunos de los componentes dietarios
eficaces in vitro (glutation y sales férricas) son capaces de reducir la
biodisponibilidad de As(lll) y As(V) y su acumulacion tisular en ratones.
Ademaés, también se ha puesto de manifiesto que estos componentes no reducen

la biodisponibilidad de otros elementos esenciales. Estos datos sugieren que



ambos compuestos podrian constituir estrategias validas para la reduccion de la

exposicion al toxico en poblaciones de zonas con arsenicismo cronico endémico.






RESUM

L'exposicio cronica a arsénic (As) inorganic [As(l11) + As(V)] esta associada amb
una major incidéncia de diversos tipus de cancer, diabetes tipus Il, malalties
vasculars i déficits neuroconductuals en poblacié infantil. Es considera que en
I'actualitat al voltant de 200 milions de persones estan exposades a nivells d'As
inorganic superiors als recomanats, fonamentalment a través de I'aigua de beguda.
Aquesta situacio s'ha posat de manifest en els estudis realitzats en aquesta tesi on
es mostren ingestes d'As inorganic molt superiors a les recomanades en
poblacions del nord d'Argentina, aportades per l'aigua, pero també pels aliments
cuinats amb aquesta aigua contaminada. Els estudis d'especiacié per
espectroscopia de rajos X mostra que el cuinat en presencia d'As(V) produeix un
increment del contingut d'As(111) al producte llest per al consum. Aixo suposa un
augment del risc associat a la ingesta de I'aliment, ja que la forma trivalente és
més toxica. La caracteritzacié de la fraccié solubilitzada durant la digestié
gastrointestinal d'aquests aliments (fraccié bioaccesible) evidencia que I'As(lI)
roman en aquesta forma, fins i tot que durant la digestié pot haver-hi un augment
de la quantitat de la forma reduida. Aquests resultats evidencien el risc associat a

la ingesta d'aigua contaminada i dels aliments cuinats amb aquesta aigua.

A causa de la quantitat de persones afectades i a les patologies que
desenvolupen, agéncies relacionades amb la salut han emes informes en els quals
s'indica la necessitat de reduir la ingesta d'As inorganic. Tenint en compte la
dificultat d'eliminar I'As de les fonts d'exposicid, una alternativa per reduir
I'exposicié és disminuint la biodisponibilitat (quantitat del toxic que arriba a la
circulacié sistémica després de la ingesta). La biodisponibilitat pot reduir-se
utilitzant compostos que formin complexos amb el metal-loide durant el seu pas
pel tracte digestiu i evitin que aquest es trobi en una forma de facil absorci6 o

impedint que s'absorbeixi utilitzant compostos que competeixin per les seves



mateixes vies d'entrada o que simplement les afectin. En aquesta tesi s'ha plantejat
aquest objectiu utilitzant components de la dieta i microorganismes de grau
alimentari. Inicialment s’han seleccionat compostos i microorganismes capacos
de reduir la quantitat del toxic que queda soluble després de la digesti6 i per tant
disponible per a l'absorcié (bioaccesibilitat) utilitzant un model de digesti6 in
vitro. Aquest assaig ha evidenciat que les sals de ferro, el tanic, la lignina i
algunes cel-luloses poden reduir la bioaccesibilitat de I'As(Ill) i I'As(V) en
soluci6 aquosa i també quan formen part dels aliments (algues i arrds). No obstant
aixo, els bacteris lactics i els llevats Saccharomyces cerevisiae no son capagos
d'interaccionar amb les formes inorganiques d'As i reduir la seua bioaccesibilitat,

possiblement per les caracteristiques de les seues parets cel-lulars.

A més, s'ha posat de manifest, utilizant cél-lules intestinals com a model
d'epiteli intestinal, que determinats compostos alimentaris (ferro, cisteina, GSH,
curcumina, catequines i quercetina) i suplements dietétics (extracte de carxofa i
de raim i suplements de Fe); aixi com algunes soques de Lactobacillus i S.
cerevisiae son capacos de reduir el transport a través de I'epiteli intestinal de les
formes inorganiques d'As en dissolucié aquosa i en aliments. Aquests compostos
actuen formant complexos de menor absorci6 o modulant les unions
intercelulares i afectant la via paracel.lular, una de les formes d'entrada de I'As en

I'epiteli intestinal.

Finalment, s’ha confirmat que alguns dels composts dietaris eficacos in vitro
(GSH i sals féerriques) son capaces de reduir la biodisponibilidad d'As(I11) i As(V)
i la seva acumulacié tissular en ratolins. A més, també s'ha posat de manifest que
aquests compostos no redueixen la biodisponibilidad d'altres elements essencials.
Aguestes dades suggereixen que aguestos compostos podrien constituir
estrategies valides per a la reduccié de I'exposici6 al toxic en poblacions de zones

amb arsenicisme cronic endémic.



ABSTRACT

Chronic exposure to arsenic (As) inorganic [As (I11) + As (V)] is associated with
a higher incidence of several types of cancer, type Il diabetes, vascular diseases
and neurobehavioral deficits in children. It is considered that currently around
200 million people are exposed to levels of inorganic As above those
recommended, mainly through drinking water. This situation has been shown in
the studies carried out in this thesis, which evidence intakes of inorganic As that
are much higher than those recommended in populations of northern Argentina,
contributed by water, but also by food cooked with this contaminated water.
Speciation studies by X-ray spectroscopy show that, cooking in presence of
As(V) increased As(l11) contents in the food product ready for comsumption. This
supposes an increase of the risk associated to the ingestion of the food, since the
trivalent form is more toxic. The characterization of the fraction solubilized
during the gastrointestinal digestion of these foods (bioaccessible fraction) shows
that As(I11) remains in this form, even that during the digestion there may be an
increase in the amount of the reduced form. These results demonstrate the risk
associated with the intake of contaminated water and the food cooked with this

water.

Due to the number of people affected and the pathologies they develop, health-
related agencies have issued reports indicating the need to reduce the intake of
inorganic As. Taking into account the difficulty of eliminating the As from the
sources of exposure, an alternative to reduce the exposure is decreasing the
bioavailability (quantity of the toxic compound that reaches the systemic
circulation after the ingestion). The bioavailability can be reduced using
compounds that, a) form complexes with As with low intestinal absorption; b)
compete for the same mechanisms of transport across the intestinal epithelium;
¢) modulate these routes of transport. In this thesis, this objective has been

addressed using dietary components and food grade microorganisms. Initially, it



has been selected compounds and microorganisms capable of reducing the
amount of the element that remains soluble after digestion and therefore available
for absorption (bioaccessibility) using an in vitro digestion model. This
evaluation has revealed that the salts of iron, tannic acid, lignin and some
celluloses can reduce the bioaccessibility of As(lll) and As(V) in aqueous
solution and also when they are part of foods (algae and rice). However, lactic
acid bacteria and Saccharomyces cerevisiae yeasts are not able to interact with
the inorganic forms of As and reduce their bioaccessibility, possibly due to the

characteristics of their cell walls.

In addition, it has been evidenced, using intestinal cells as a model of intestinal
epithelium, that certain food compounds (iron, cysteine, glutathione, curcumin,
catechins and quercetin) and dietary supplements (artichoke and grape extracts
and Fe supplements); as well as some strains of Lactobacillus and S. cerevisiae
are capable of reducing the transport through the intestinal epithelium of the
inorganic forms of As in aqueous solution and in food. These compounds act by
forming complexes with low absorption ratio or by modulating the intercellular
junctions and affecting the paracellular pathway, one of the forms of entry of As

in the intestinal epithelium.

Finally, it has been confirmed that some of the dietary compounds that were
effective in vitro (glutathione and ferric salts) are capable of reducing the
bioavailability of As(lll) and As(V) and their tissue accumulation in mice. In
addition, it has also been shown that these compounds do not reduce the
bioavailability of other essential elements. These data suggest that both
compounds could be adequate strategies for the reduction of inorganic As

exposure in populations of areas with chronic endemic arsenicism.
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1. CARACTERISTICAS GENERALES Y USOS DEL ARSENICO

El arsénico (As) esta considerado un metaloide ya que presenta propiedades
intermedias entre metales y no metales. En el medioambiente aparece en distintos
estados de oxidacion (0, +3, -3, +5) y unido a distintos grupos quimicos,

generando numerosas especies inorganicas y organicas.

Es el vigésimo elemento en orden de abundancia en la corteza terrestre donde
forma parte de mas de 200 minerales existentes en rocas igneas y sedimentarias.
Las principales fuentes minerales de As son el oropimente (As>S3), el rejalgar
(As4S4) y la arsenopirita (FeAsS), que es el mas abundante (Cullen y Reimer,
1989). Diversos procesos naturales o antropogénicos ocasionan la liberacion del
As al medioambiente causando su entrada en la cadena tréfica y posibilitando la

exposicion humana al toxico.

Aproximadamente un tercio del flujo atmosférico del As ocurre por causas
naturales, debido a las erupciones volcanicas y a la erosiéon de rocas que
movilizan el As de los minerales (Matschullat, 2000). Por lo que respecta a las
actividades antropogénicas, la mineria y las industrias de fundicion y refinado de
metales son los sectores que contribuyen en mayor medida a las emisiones de As,
dado que este elemento es un subproducto en la produccién de cobre, plomo,
cobalto y oro, entre otros. También la quema de combustibles fosiles y el empleo
de compuestos quimicos que contienen As contribuyen a la difusion del toxico

(Matschullat, 2000).

La produccion mundial de As en forma de trioxido de As, ascendié en 2016 a
37000 toneladas, siendo China y Marruecos los principales paises productores
(88%) (USGS, 2018). Aproximadamente un 90% de esta produccion se destin6 a
la fabricacion de arseniato de cobre cromatado (CCA), un preservante de la
madera. Desde el afio 2003, Estados Unidos y la Unién Europea han restringido

el uso de este compuesto en ambitos residenciales y domésticos (U.S. EPA, 2002;
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Directiva 2003/2/CE). Actualmente se considera que su presencia en la madera
de los parques infantiles supone un riesgo de exposicion a As para la poblacion

infantil (Gress et al., 2014).

El As inorganico de alta pureza se utiliza en la fabricacion de
semiconductores. El arseniuro de galio (GaAs) se emplea para fabricar células
fotovoltaicas que se incorporan a numerosos dispositivos domésticos (teléfonos
moviles, periféricos de computadoras, iluminacién, etc) y a la tecnologia de
satélites espaciales. El arseniuro de indio y galio se utiliza en la tecnologia
infrarroja de onda corta y el arseniuro de germanio y selenio en la fabricacion de

materiales Opticos.

Diferentes compuestos organicos de As se han utilizado durante décadas en la
fabricacion de herbicidas, insecticidas, desecantes de algodon, defoliantes y
esterilizantes del suelo (IARC, 2012): metanoarsonato monosddico (MSMA),
metanoarsonato disédico (DSMA), metanoarsonato de acido de calcio (CAMA)
y acido cacodilico. Desde el afio 2009, Estados Unidos ha prohibido su uso y solo
autoriza la aplicacion de MSMA para la produccion de algodon (U.S. EPA, 2009).
Otras formas organicas (roxarsone, acido p-arsanilico, carbarsona y nitarsona) se
utilizan como aditivos en piensos para pollos, pavos y cerdos (Makris et al., 2008;
Nachman ef al., 2017). Su uso esta prohibido en Europa (EFSA, 2004) y Estados
Unidos (Nachman et al., 2017).

También ha sido frecuente el uso del As como agente terapéutico desde la
antigiiedad. Los sulfuros de As eran recetados por Aristoteles e Hipdcrates (siglo
IV a. C.) para el tratamiento de las ulceras de la piel. Las preparaciones de As se
usaron en los siglos XVIII y XIX como antipiréticos, antisépticos,
antiespasmodicos, sedantes y como formulaciones para combatir la
tripanosomiasis (Waxman y Anderson, 2001). Una de las preparaciones mas

populares fue el tonico de Fowler (solucion al 1% de arsenito de potasio en


https://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula_fotovoltaica
https://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula_fotovoltaica
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bicarbonato de potasio), utilizado para tratar enfermedades dermatologicas
(dermatitis, pénfigo y psoriasis), el asma y la corea (Chen y Olsen, 2016). El
salvarsan, compuesto organico de As, se utilizd desde principios del siglo XX
para el tratamiento de la sifilis. Actualmente, el tnico uso médico destacable es
la aplicacion de trioxido de As para el tratamiento de la leucemia promielocitica
aguda en pacientes refractarios a la quimioterapia con retinoides y antraciclinas

(Chen y Olsen, 2016).

2. ARSENICO EN AGUA Y ALIMENTOS

La presencia de As en agua y alimentos es habitual, existiendo grandes
diferencias en la concentracion y en las especies de As que presentan los distintos
grupos de alimentos. El conocimiento sobre las especies quimicas existentes en
estas matrices ha evolucionado gracias al avance constante de las técnicas de
analisis. En el afio 1973 se identificaron las primeras especies organicas, acido
monometilarsébnico [MMA(V)] y acido dimetilarsinico [DMA(V)]; en 1977 se
descubrio la arsenobetaina (AB) en organismos marinos y actualmente ya se han
identificado mas de 50 especies organicas (Francesconi y Kuehnelt, 2004). En la
tabla 1, se detallan las especies mas frecuentes en agua de bebida y los alimentos

consumidos por el hombre.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20AY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28491998
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20AY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28491998
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Tabla 1. Especies arsenicales mas frecuentes en agua de bebida y alimentos
consumidos por el hombre (JEFCA, 2011).

Especie Abreviatura Férmula
Especies inorganicas
Arsenito As(I1I) AsO;73
Arseniato As(V) AsO43
Especies organicas
Acido monometilarsonico MMA(V) CH;As0;7
Acido dimetilarsinico DMA(V) | (CH3)As0,!
Oxido de trimetilarsina TMAO (CHs3)3As0
I6n tetrametilarsonio TMA* (CHz)4As”*
Arsenobetaina AB (CH3);As"CH,COOH
Trimetilarsoniopropionato TMAP (CH3);As"CH, CH.COOH
Arsenocolina AC (CH3);As"CH,CH,OH
Arsenoazucares Q H
dimetilados (CHg)2AsTCH,.  O_ ,0—CH,CHCHyY
OH OH
Y=-OH, -SOsH, -OSO;H,
- OPOsHCH,CH(OH)CH,OH
Arsenolipidos CH,OR
CHOR

CH,-OPO,CH,CH,As*(CHs)

R: - H (glicerofosforilarsenocolina)
R:-CO(CH>).CH3 (fosfatidilarsenocolina)
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2.1. Arsénico en agua

En el agua destinada al consumo humano predominan las especies inorganicas de
As, arsenito [As(II)] y arseniato [As(V)]. El potencial redox (Eh) del medio y el
pH son los factores que condicionan la especiacion de As en el agua (IPCS, 2001;
Terlecka, 2005), tal y como muestra la figura 1. En condiciones reductoras (<200
mV), como las existentes en aguas subterraneas, las especies trivalentes son las
mayoritarias, pero en las condiciones oxidantes, habituales en el medioambiente
y en las aguas superficiales, las formas pentavalentes, H,AsOs 0 H,AsO4*, son
las més abundantes (IPCS, 2001; Terlecka, 2005). En aguas superficiales también
pueden aparecer especies metiladas, MMA(V) y DMA(V), resultado del efecto
de microorganismos sobre los compuestos inorganicos, si bien las

concentraciones de estas especies organicas son poco relevantes.

0.75},
0.5

0.25

Eh(volts)

0 2 4 6 8 10 12 14

Figura 1. Diagrama Eh-pH para el As a 25 °C (IPCS, 2001).
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Los contenidos habituales de As en aguas continentales oscilan entre 1 y 2
ug/L, pero en aguas superficiales y subterraneas de areas con rocas volcanicas y
depdsitos minerales de azufre se han descrito concentraciones muy superiores (12
mg/L) (OMS, 2011). La mayoria de los paises limitan el contenido maximo de
As en el agua destinada al consumo humano y en muchos casos adoptan el valor
guia propuesto por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (10 ug/L; OMS,
2017).

En ciertas areas geograficas la poblacion solo puede abastecerse de agua de
fuentes subterraneas con altos niveles de As. En el afio 2009 se estim6 que 140
millones de personas de 50 paises consumian agua con contenidos de As
superiores al valor recomendado por la OMS. Se han hallado fuentes domésticas
de agua que alcanzan 3000 pg/L (McCarty et al., 2011; Rasheed et al., 2017). Si
bien es una problematica global, los paises mas afectados se encuentran en
América Latina (Argentina, Bolivia, Chile, Per, México) y Asia (Bangladesh,
India, Camboya, China, Nepal, Pakistan y Vietnam) (McCarty et al., 2011,
Bundschuch et al., 2012; Yunus et al., 2016; Rasheed et al., 2017). En
Bangladesh, donde la presencia de As en el agua se detectd en 1993, el problema
se considerd una emergencia de salud pablica al afectar a 21 millones de personas
(Smith et al., 2000) y desencadend el interés de investigadores, organizaciones
no gubernamentales y autoridades locales, que actualmente intentan disminuir la
contaminacion (Flanagan et al., 2012). Esto contrasta con la situacion en América
Latina, donde paises como Argentina conocen desde hace mucho tiempo la
presencia de As en el agua de consumo de ciertas regiones, y las medidas
instauradas para reducir la exposicion son mucho mas escasas (Bundschuh et al.,
2012).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McCarty%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21714384
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2.2. Arsénico en alimentos

La determinacion de As total es un analisis habitual en los programas de
vigilancia de contaminacion quimica de los alimentos. Por el contrario, la
informacion sobre especies arsenicales es mas reducida; se genera principalmente
en laboratorios de investigacion y pocos son los organismos publicos de control
que incluyen la especiacion en su programa de vigilancia de la seguridad
alimentaria. El As inorganico constituye la especie mas toxica de las existentes
en alimentos. Esta forma arsenical es la que mas preocupa a investigadores y
agencias de evaluacion de riesgo, que en sus ultimas opiniones cientificas,
sefalan la necesidad de incrementar la informacién sobre sus contenidos en la

dieta de la poblacion (EFSA, 2009; JECFA, 2011; Cubadda et al., 2017).

Las diferencias cualitativas y cuantitativas del As existente en alimentos de
origen terrestre y de origen acuatico son muy significativas. Salvo excepciones
puntuales, los productos de origen terrestre presentan concentraciones de As
inferiores a los de origen acuatico y una menor variedad de especies. Los valores
medios en productos pesqueros oscilan entre 0.71 y 2.5 mg/kg (EFSA, 2009;
ANSES, 2011; FSANZ, 2011). Puntualmente se han descrito concentraciones
superiores a 50 mg/kg en organismos bentdnicos (Storelli y Marcotrigiano, 2000;
EFSA, 2009; Julshamn ef al., 2012) y en crustaceos (EFSA, 2009), no asociadas
a medioambientes contaminados. En estos alimentos son mayoritarias las
especies organicas, destacando su contenido en AB que representa habitualmente
mas del 80% del As total en pescados y cerca del 50% en bivalvos (Suiier et al.,
2002). Las concentraciones de As inorganico suelen ser inferiores a 0.2 mg/kg
(Lynch et al., 2014) y representan un bajo porcentaje respecto al contenido total
de As (0.02-11%) (Mufioz et al., 2000; EFSA 2014; Lynch et al., 2014). Se han
descrito concentraciones de esta forma quimica muy superiores en casos
puntuales: 5.8 mg/kg en bivalvos de las costas noruegas que supone el 42% del

As total (Sloth y Julshamn, 2008).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Julshamn%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18237128
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Las algas son los alimentos marinos que presentan las mayores
concentraciones de As. Los contenidos en las algas pardas son superiores a los
hallados en algas rojas y verdes (Almela et al., 2002; Rose et al., 2007). Son
destacables las altas concentraciones que presenta el alga parda Hizikia fusiforme
(38-149 mg/kg) (Almela et al., 2002; Ichikawa et al., 2006; Rose et al., 2007,
Lynch et al, 2014). Los arsenoazicares son las especies arsenicales
predominantes, seguidas de DMA(V) y As inorganico (Llorente-Mirandes et al.,
2011). Las concentraciones de As inorganico son normalmente inferiores a 1
mg/kg, con la excepcion del alga parda Hizikia fusiforme en las que
sistematicamente las especies inorganicas suponen altos porcentajes del As total
(55-88%), alcanzando concentraciones de 150 mg/kg (Almela et al., 2005;
Ichikawa et al., 2006). Estas concentraciones de As inorganico no son

consecuencia de la contaminacion del ambiente acuatico.

Por lo que respecta a los alimentos terrestres, en muchas ocasiones sus
concentraciones no son detectables. Las setas y el arroz constituyen una
excepcion. Algunos géneros de setas como Laccaria (77-224 mg/kg peso seco)
(Vetter, 2004; Zhang et al., 2015) y Boletus (>10 mg/kg peso seco) (Slekovec y
Irgolic, 1996) presentan concentraciones muy superiores a la de los alimentos de
origen marino. Estos contenidos no se asocian a un crecimiento en suelos
contaminados, sino a factores elevados de bioacumulacion seta/suelo. El As
inorganico puede llegar a ser la especie predominante (Gonzalvez et al., 2009,

Llorente-Mirandes et al., 2014).

El arroz es el alimento terrestre que presenta sistematicamente las mayores
concentraciones de As total, aportado por As inorganico y DMA(V). En arroces
cultivados en 4reas de Bangladesh contaminadas se han detectado elevadas
concentraciones de As (1.23-2.05 mg/kg) (Williams ef al., 2005). Al margen de
estos valores, no representativos de la problematica global, las concentraciones

no superan habitualmente 0.3 mg/kg (Zavala y Duxbury, 2008; Codex, 2012). El
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As inorganico supone porcentajes entre 11-91% del As total (Torres-Escribano et
al., 2008). Esta especie se acumula en el salvado por lo que las concentraciones
de As inorganico son superiores en el arroz integral. Los productos que contienen
arroz en sus formulaciones también presentan concentraciones destacables de As

inorgénico (Sun et al., 2009).

3. EFECTO DEL COCINADO SOBRE LOS CONTENIDOS DE
ARSENICO

Los tratamientos aplicados en el ambito industrial o doméstico a los alimentos se
ha demostrado que pueden modificar los contenidos de As y el perfil de especies
quimicas existentes en el producto crudo. Los estudios se han realizado
mayoritariamente en los grupos de alimentos con las concentraciones de As mas

elevadas: productos de la pesca, algas y arroz.

Los procedimientos culinarios de coccion, cocinados al vapor y remojo
pueden producir la solubilizacion del As hacia el liquido con la consiguiente
disminucién en el contenido del toxico respecto al producto crudo. Asi se ha
evidenciado en muestras de pescados y marisco (descensos del 12-54%; Cheyns
et al., 2017; Liao et al., 2018), algas (descensos 34-71%; Rose et al., 2007,
Garcia-Sartal et al., 2012) y vegetales (descensos 60%; Diaz et al., 2004; Cheyns
et al., 2017). Otros tratamientos culinarios como fritura y horneado, no producen
cambios significativos en el contenido de As de pescados y algas (Wei et al.,
2003; Almela et al., 2005; Perell et al., 2008; Cheyns et al., 2017; Liao et al.,
2018). No obstante, si las temperaturas del tratamiento son muy elevadas se ha
demostrado que pueden producirse transformaciones de AB a i6n
tetrametilarsonio (TMA"), incluso a As inorganico (Devesa et al., 2001; Hanaoka

etal.,2001).

El efecto del cocinado adquiere relevancia en poblaciones que consumen agua
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contaminada con As inorganico. El uso de esta agua para el lavado y cocinado de
vegetales, cereales y legumbres eleva de forma considerable el As inorganico en
el alimento. El incremento de los niveles de contaminacion del agua conlleva un
aumento en el As del alimento cocinado (Diaz et al., 2004; Torres-Escribano et
al., 2008). Las concentraciones de As total halladas en alimentos preparados por
estas poblaciones expuestas son elevadas (hasta 1.7 mg/kg) y muy alejadas de las
concentraciones existentes en los alimentos crudos utilizados para la preparacion
de los platos (Del Razo et al., 2002; Smith et al., 2006a; Diaz et al., 2015). Por
ello, en estas areas no considerar la exposicion a As inorganico a través de

alimentos cocinados subestima notablemente la exposicion al toxico.

4. EXPOSICION HUMANA A ARSENICO INORGANICO

La evaluacion del riesgo asociado a la exposicion a As inorganico ha adquirido
en las dos ultimas décadas relevancia para las agencias de evaluacion del riesgo.
En 2011, el Comité conjunto OMS/FAO de aditivos alimentarios (JECFA)
propuso un nuevo valor guia basado en estudios epidemiolégicos: BMLDgs 3
ug/kg peso corporal (pc)/dia [2-7 pg/kg pc/dia] (JEFCA, 2011).

Son varios los paises que han estimado la exposicion dietética a As inorganico
(tabla 2). Los valores medios de estas ingestas son inferiores al valor de referencia
toxicologico. En la mayor parte de los estudios los cereales son los alimentos que
contribuyen en mayor medida a la exposicion (*50%), tanto en poblacion infantil
como adulta (Wong et al., 2013; EFSA, 2004; Cubadda et al., 2016; Seo et al.,
2016; Marin et al., 2017). Francia constituye una excepcion dado que el agua
realiza la mayor contribucion a la exposicion dietética (219%) (Arnich et al.,
2012). Los estudios también indican que la exposicion disminuye con la edad
(EFSA, 2014; Cubadda et al., 2016). El estudio de Dieta Total de Italia indica que

la exposicion es elevada en los percentiles 95 de los grupos bebés y nifios
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pequefios y nifios y adolescentes (Cubadda et al., 2016), por lo que no puede

descartarse el riesgo para estos grupos de poblacion.

Tabla 2. Exposicion dietética a As inorganico en poblacion adulta.

Pais/Localidad pg/kg pe/dia Periodo Referencia
Europa 0.09-0.38 - EFSA, 2014
Francia 0.24-0.28 2004-2009 Arnich et al., 2012

Italia 0.079-0.091 2012-2014 Cubadda et al., 2016
Irlanda 0.01-0.02 2012-2014 FSAI, 2016
Reino Unido 0.03-0.09 2006 Rose et al., 2010
Espafa (Valencia) 0.08 2010-2011 Marin et al., 2017
Espafia (Catalufia) 0.09 2007-2010 Fontcuberta et al., 2011
China (Hong Kong) 0.23 2005-2007 Wong et al., 2013
Japén 0.36-0.46 — JECFA, 2011
Corea 0.2 2010-2011 Seo et al., 2016
Nueva Zelanda 0.13 2016 NZFS, 2016
Camerdn (Yaundé) 0.230 2008 Gimou et al., 2013

Estados Unidos 0.023-0.072 2006-2008 Jara y Winter, 2014

Canada 0.29 — JECFA, 2011

La situacion es muy distinta en areas que consumen agua contaminada con As.
En ellas se carece de estudios de Dieta Total pero las escasas estimaciones de
exposicion a As inorganico realizadas a través del consumo de agua de bebida y
algunos de los alimentos evidencian situaciones de riesgo alarmantes. Se han
descrito, por ejemplo, ingestas superiores a 1000 pg/dia en el norte de Chile (Diaz

et al., 2004) y en Bangladesh (Smith et al., 2006a).
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5. TOXICIDAD DE LAS FORMAS QUIMICAS DE ARSENICO

La toxicidad del As varia en funcion de la especie quimica en la que se encuentra.
El As inorganico constituye la forma mas toxica encontrada hasta el momento en
agua y alimentos. Esté considerado por la Agencia Internacional de Investigacion
sobre el Céncer (IARC) como un carcinégeno para el hombre (Grupo 1, IARC,
2004). Es uno de los pocos compuestos que se ha demostrado que causan cancer
en humanos a través del consumo de agua de bebida. La exposicion cronica a As
inorgéanico esta asociada con una mayor prevalencia de canceres de pulmén,
tracto urinario, higado, rifién y piel (Chen et al., 1992; Smith et al., 1992, 1999),
extendiendo evidencias que apuntan al cancer de pulmén como la principal causa
de muerte por este tipo de exposicion. Ademas, se ha reportado un aumento de
otras patologias como diabetes tipo Il, problemas cardiovasculares (hipertension)
y cerebrovasculares (infartos), enfermedades respiratorias obstructivas cronicas
y manifestaciones dérmicas no carcinogénicas (hipo e hiperpigmentaciones,
gueratosis palmar) (EFSA, 2009).

La exposicion perinatal a As inorganico también representa un problema de
salud publica. EI As inorganico afecta el desarrollo fetal, apareciendo efectos
adversos en el nacimiento y en edades tempranas, incluso a niveles de exposicion
relativamente bajos. La exposicién in utero estd asociada con una mayor
incidencia de partos pretérmino, nifios de bajo peso al nacer, reducciones de las
circunferencias craneal y toracica (Rahman et al., 2008; Bloom et al., 2014), asi
como un mayor riesgo de procesos infecciosos durante el primer afio de vida
(Farzan et al., 2016). En las ultimas dos décadas, varios informes
epidemioldgicos también han demostrado que esta exposicion temprana puede
alterar la funcion cognitiva, particularmente el aprendizaje y la memoria (Tyler y
Allan, 2014).
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Adicionalmente, estudios retrospectivos de cohorte muestran que ademas de
los efectos de caracter mas inmediato, las exposiciones perinatales a As
inorganico también estan asociadas con patologias en la edad adulta (Naujokas et
al., 2013). Smith et al. (2006b) evidencian en un estudio realizado en Antofagasta
(Chile) que la exposicion durante la primera infancia o en el Utero tiene efectos
pulmonares pronunciados, aumentando la mortalidad en adultos (< 50 afios) por

enfermedades pulmonares malignas y no malignas.

En la actualidad, se sabe que hay formas mas toxicas que las inorganicas, las
cuales proceden del metabolismo del As inorganico (apartado 6.3, introduccion),
si bien éstas no se han detectado en matrices alimentarias. Se trata del acido
monometilarsonioso [MMA(IID] y el éacido dimetilarsinioso [DMA(II)]
detectadas en la orina de humanos expuestos a As inorganico, indicativo de que
se trata de metabolitos estables de las formas inorganicas (Valenzuela et al.,
2006). Petrick et al. (2001) muestran que la LDso (dosis letal 50) en hamsteres
dosificados intraperitonealmente es menor para el MMA(III) (20.3 pg/kg pc) que
para el As(111) (110 pg/kg pc). Cohen et al. (2007) concluyen que la induccion de
cancer de vejiga urinaria en ratas tras 2 afios de exposicion a DMA(V) a través
del agua de bebida (50-200 mg/L) observado por Wei et al. (2002) se debe en
parte a la reduccion del DMA(V) a DMA(III).

Los mecanismos celulares y moleculares implicados en la toxicidad del As
inorganico y sus metabolitos metilados son muy variados. La evaluacion de estos
mecanismos esta parcialmente dificultada por el hecho de que los efectos
observados varian en funcion del tiempo, la dosis, la especie arsenical y la
susceptibilidad individual. EI As inorganico se ha asociado a alteraciones en
numerosas vias de sefializacion celular, el arresto del ciclo celular, alteraciones
de la expresion de factores de crecimiento, resistencia a la apoptosis, inhibicién
de la reparacion del ADN, disminucion de la respuesta inmune, alteracion de los

patrones de metilacion del ADN y un aumento del estrés oxidativo (Lanzt y Hays,
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2006). Uno de los mecanismos de accion mas estudiados es el estrés oxidativo
(Jomova et al., 2011). Se ha puesto de manifiesto que el As disminuye los niveles
intracelulares de antioxidantes end6genos como el glutation (GSH) o que afecta
la actividad de enzimas responsables de mantener el equilibrio redox como la
catalasa o el superdxido dismutasa. Adicionalmente, se ha evidenciado in vitro e
in vivo que la exposicion a determinadas formas arsenicales aumenta la

generacién de radicales libres de oxigeno y/o nitrégeno.

6. TOXICOCINETICA DEL ARSENICO

Los estudios sobre toxicocinética en metales y metaloides se han llevado a cabo
principalmente dosificando animales de laboratorio a través del agua de bebida o
por sonda empleando soluciones salinas de los patrones. Sin embargo, en muchos
casos estos elementos toxicos se presentan en la matriz unidos a proteinas u otro
tipo de moléculas y no siempre son liberados durante la digestion en una forma
guimica similar a la de los patrones que se comercializan. La forma de estos
toxicos disponible para la absorcion puede ser diferente dependiendo del alimento

y por tanto, su mecanismo de absorcion también.

6.1. Absorcién

En humanos, la mayoria de los estudios de absorcion intestinal de As se han
centrado en el As inorganico, donde se pone de manifiesto una elevada absorcion
(Bettley y O'Shea, 1975; Pomroy et al., 1980; Buchet et al., 1981). En animales
de experimentacion, la absorcion de una dosis Unica de As(lll) o As(V)
administrada por sonda es superior al 75% (Freeman et al., 1995; Roberts et al.,
2002; Juhasz et al., 2006). La absorcion reportada para el DMA(V) es mas
variable, con valores que oscilan entre 80% en roedores (Vahter et al., 1984) y

33% en cerdos (Juhasz et al., 2006). Un estudio empleando cerdos muestra que
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la absorcion de MMA(V) (16.7 + 5.0%) es menor que la de las formas inorganicas
y dimetiladas (Juhasz et al., 2006).

Estudios in vitro sobre el coeficiente de permeabilidad aparente (Papp) de las
formas arsenicales mas tdxicas, empleando Caco-2 como modelo de epitelio
intestinal, muestran que las formas trivalentes se absorben con mayor eficacia
que las pentavalentes [DMA(IIT) > MMA(IIT) >> As(l11) >> As(V) > MMA(V)
> DMA(V)] (Calatayud et al., 2010, 2011).

Las investigaciones sobre la absorcidn de especies arsenicales presentes en los
alimentos indican que la matriz alimentaria es un factor a considerar. Juhasz et
al. (2008) ponen de manifiesto que la absorcion en cerdos de las formas
inorgéanicas de As presente en productos vegetales es menor que la hallada en
patrones acuosos. Este hecho evidencia que algunos componentes de los
alimentos pueden modular la absorcion intestinal de las formas arsenicales

(apartado 7.3, introduccion).

Los mecanismos de transporte que intervienen en la absorcién intestinal de las
formas inorgénicas de As han sido recientemente evaluados empleando Caco-2
como modelo de epitelio (figura 2). Se ha puesto de manifiesto que el transporte
intestinal de As(lll) y As(V) tiene un importante componente paracelular, es
decir, se transportan a través de los espacios intercelulares (Calatayud et al., 2010,
2011). Adicionalmente se ha reportado la existencia de un transporte transcelular
mediado por portador. Distintos estudios han evidenciado o sugerido la
participacion del transportador de fosfato (NaPi), aquagliceroporinas (AQP),
permeasas de glucosa (GLUT) y polipéptidos transportadores de aniones
organicos (OATP) en la captacion intracelular de As(l11) y/o As(V) (Lu et al.,
2006; Liu et al., 2006; Villa-Bellosta y Sorribas, 2008; Mukhopadhyay et al.,
2014). A nivel intestinal, Calatayud et al. (2012a) han demostrado la
participacion de las isoformas OATPB, AQP10 y GLUTS5 para As(l11) y NaPillb
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para As(V) empleando células Caco-2 transfectadas con el SiRNA

correspondiente a cada isoforma.

( ) CAVIDAD sEROSA ( )

Figura 2. Mecanismos de transporte intestinal del As inorganico (Calatayud et al.,
2012b).

6.2. Distribucién y excrecion

La distribucion del As en sangre es la principal forma de transporte a los distintos
6rganos una vez absorbido. Las especies inorganicas se transportan unidas
principalmente a grupos tiol de proteinas y moléculas de bajo peso molecular
como el GSH o la cisteina (Cys) (NRC, 1999). La distribucion y la permanencia
del As inorganico en sangre dependen de los niveles de exposicion, de la forma
quimica y de la especie animal evaluada. Asi, los contenidos del metaloide en
globulos rojos son mayores a los presentes en plasma a niveles de exposicion
bajos; sin embargo, son similares cuando los niveles de exposicion se

incrementan (NRC, 1999). La semivida de eliminacion del As inorgénico en
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sangre es de aproximadamente 1 h en muchos de los mamiferos estudiados; hecho
que muestra la elevada eficacia de la captacion del metaloide por los 6rganos.

La acumulacién tisular también es un reflejo de la dosis, de la forma quimica
y del tiempo de exposicion. En general, los contenidos en los drganos son
mayores cuando se administra As(111) que cuando se dosifica As(V). La retencion
en rifiones, higado, bilis, cerebro, huesos, piel y sangre es 2-25 veces superior tras
exposicion a la forma trivalente frente a la pentavalente (U.S. EPA, 2009).
Kenyon et al. (2008) muestran tras una exposicién subcrénica (12 semanas) a
As(V) una acumulacion tisular en ratones que sigue la siguiente gradacion:
rifiones > pulmones > vejiga urinaria > piel > higado. La exposicion subcrénica
a As(lll) (8 semanas) muestra un patrén de acumulacion similar al de As(V),
siendo los pulmones y rifiones los érganos con mayor contenido en As (Li et al.,
2013).

Por otro lado, el As(lll) y As(V), asi como sus metabolitos metilados, son
capaces de atravesar la placenta en distintos modelos animales (U.S. EPA, 2009).
Los niveles de As en cordon umbilical de neonatos son similares a los de la madre
en sangre, indicando que la transferencia transplacentaria de As también se

produce en humanos (Concha et al., 1998; Hall et al., 2007).

El As inorganico se excreta principalmente a través de la orina. La excrecion
urinaria se produce mayoritariamente entre las 48 h y los 4 dias tras la ingesta
(ATSDR, 2007; U.S. EPA, 2010). Los seres humanos excretan porcentajes
variables de As inorganico y sus metabolitos dependiendo de la dosis y de la
forma quimica administrada. A medida que aumenta la dosis, el porcentaje de la
forma dimetilada [DMA: DMA(V) + DMA(III)] se reduce y aumenta el de la
forma monometilada [MMA: MMA(V) + MMA(IIN] y el de As inorgénico
(Tseng, 2007), reflejo de un menor metabolismo (apartado 6.3, introduccion).

Ademaés de la excrecidn urinaria, se ha puesto de manifiesto una eliminacién
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minoritaria a través de heces, glandulas sudoriparas, pelo y leche materna (EFSA,
2009).

6.3. Metabolismo

La mayoria de las formas arsenicales absorbidas experimentan procesos
metabolicos. El metabolismo més estudiado ha sido el del As inorgénico. En la
actualidad se consideran dos posibles rutas metabolicas (figura 3), que dan lugar
a metabolitos mono [MMAC(lI), MMA(GS); o0 MMA(V)] y dimetilados
[DMAC(II1), DMA(GS) o DMA(V)]. Los procesos de metilacién, comunes en
ambas vias (A y B), requieren la S-adenosilmetionina (SAM) como dador de

grupos metilo.

En la primera via (A), propuesta en la década de los 30 por Challenger, hay
una reduccién previa a la metilacién que requiere de un dador de electrones
(Waters et al., 2004). En la segunda via (B), las formas arsenicales deben estar
formando complejos con GSH para poder ser metiladas. Durante muchos afios,
ha existido el debate sobre los enzimas responsables de este proceso metabdlico.
En la actualidad, existe un consenso general por parte de la comunidad cientifica
sobre el hecho de que la metiltransferasa As3MT, caracterizada por Lin et al.
(2002), es la enzima responsable de las transformaciones desde el As(ll1) hasta

las formas dimetiladas o trimetiladas finales.
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a iAs!! MAsY MAs!I! DMASV7> DMAs!! -TMAsY
AdoMet  AdoHcy 2e AdoMet  AdoHcy 2e AdoMet  AdoHcy
GSH GSH GSH
b iAsmLiAs'"(GS)rﬁ. MAs'(GS), —k»DMAs"'(GS)
AdoMet  AdoHcy AdoMet  AdoHcy
MAgi ™ & DMAgH™
MAsY DMAsY

Figura 3. Posibles rutas metabdlicas de las formas inorganicas del As en humanos
(Drobna et al., 2009).

La eficacia del proceso metabdlico en humanos y animales se determina
generalmente mediante el analisis de los metabolitos urinarios. Una mayor tasa
metabolica se traduce en un mayor porcentaje de DMA en orina. En zonas con
arsenicismo crénico endémico, se asocia una menor tasa metabolica con la
aparicion de enfermedades derivadas de la exposicion. Asi, se ha reportado en
zonas endémicas de México una mayor incidencia de lesiones cutaneas en
personas con un mayor porcentaje urinario de MMA y As inorganico, junto con
un menor porcentaje de DMA (Del Razo et al., 1997). También se ha asociado
un aumento del porcentaje urinario de MMA con un mayor riesgo de cancer de
piel, cancer de vejiga y enfermedades vasculares periféricas en poblaciones

expuestas de Taiwén (Tseng, 2007).

Ademas de un metabolismo sistémico, existe un metabolismo presistémico
que afecta a las formas arsenicales. Se ha evidenciado la formacién de derivados
volatiles de As inorganico en aislados de heces humanas y de ratones incubados
en condiciones anaerdbicas (Michalke et al., 2008). Meyer et al. (2008) llevan a
cabo un estudio para identificar los microorganismos del intestino humano

responsables de la volatilizacidén del metaloide, evidenciando que algunas cepas
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de arqueobacterias son capaces de generar a partir de As inorgénico especies
metiladas volatiles [CH3AsH., (CHs),AsH, (CHs)sAs].

También se han puesto de manifiesto la formacion de metabolitos arsenicales
solubles a partir de As inorganico. Hall et al. (1997) muestran que las formas
inorganicas de As se transforman a especies mono y dimetiladas en una alta
proporcion (hasta 40%) tras 21 h de incubacion en condiciones anaerdbicas,
siendo el MMA la forma predominante. Esta transformacion es mas rapida para
el As(l11), indicando que la reaccién de reduccion de As(V) a As(l11) es una etapa
limitante, y se inhibe al aumentar la concentracion de As inorganico. Estas
transformaciones observadas en contenidos intestinales de roedores, se han
confirmado a posteriori en humanos, en ensayos in vitro empleando aislados de
heces. Alava et al. (2013) llevan a cabo un estudio de biotransformacién con
patrones acuosos de As(V) y arroces donde predominan las formas As(V) y
DMA(V), observando en ambos casos la formacion de DMAC(III), MMA(III) y

acido monometilmonotioarsénico [MMMTA(V)].

La transformaciéon de las especies arsenicales organicas procedentes del
metabolismo de As inorganico también se ha evaluado. Kuroda et al. (2004)
muestran que Escherichia coli aislada del ciego de ratas transforma DMA(V) en
metabolitos de mayor grado de toxicidad en presencia de Cys; sin embargo, no
identifican los compuestos. Posteriormente Kubachka et al. (2009) identifican
estos metabolitos como tres especies tioladas, acido dimetiltioarsinico
[DMTA(V)], &cido dimetilditioarsinico [DMDTA(V)] y sulfuro de trimetilarsina
(TMAYS), siendo el DMDTA(V) la especie predominante.

Ademas del metabolismo presistémico debido a la microbiota intestinal,
también se ha puesto de manifiesto un metabolismo por parte de las células
epiteliales del intestino. En un estudio realizado empleando la linea celular Caco-

2 como modelo de epitelio intestinal, se evidencia que las células son capaces de
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metabolizar As(lIl) a especies mono y dimetiladas en estado trivalente y
pentavalente (Calatayud et al., 2012c). Esto es un indicativo de que el epitelio
intestinal no actia meramente como barrera fisioldgica durante el transito del As

inorganico ingerido.

6.4. Transformaciones arsenicales no metabolicas

Las transformaciones arsenicales mencionadas en el apartado anterior se deben
al metabolismo del organismo o al de la microbiota intestinal asociada. Estas no
son las unicas transformaciones que experimenta el As tras su ingesta. Se ha
evidenciado que durante el paso por el tracto gastrointestinal hay una serie de
cambios relacionados con las sustancias reductoras y oxidantes presentes en el
lumen. Calatayud et al. (2013) en un estudio realizado empleando un modelo
estatico de digestion gastrointestinal evidencian cambios en el estado de
oxidacion de las especies arsenicales presentes inicialmente en los vegetales. Los
vegetales cocinados con As(V), MMA(V) y DMA(V) tras la digestion presentan
un importante porcentaje de reduccion de las formas arsenicales pentavalentes
[0.1-22% As(l11), 4-35% MMAC(III) y 5-26% DMA(111)]. Segun los autores estos
cambios se deben a la puesta en contacto de las formas arsenicales con sustancias
reductoras de los alimentos vegetales ensayados (ajo, brécoli y esparragos). Zhao
etal. (2014) también concluyen que el proceso de digestion gastrointestinal puede
reducir la forma inorganica de As en algas. Estos autores indican que

posiblemente la causa de esta transformacion sea la etapa acida del estomago.

Las transformaciones metabdlicas y no metabdlicas que experimenta el As
inorgéanico previo a su llegada a la circulacién sistémica pueden modificar la
cantidad del téxico que alcanza los 6rganos diana y la toxicidad del mismo. Estas
modificaciones quimicas no se consideran cuando se evalua el riesgo asociado a

la ingesta. EI conocimiento de las formas arsenicales que estan presentes en el
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lumen disponibles para la absorcion puede ser una herramienta Util no sélo para
realizar una evaluacion de riesgo mas realista sino también para llevar a cabo una
basqueda mas adecuada de estrategias encaminadas a reducir la entrada del
metaloide en la circulacion sistémica (biodisponibilidad).

7. ESTRATEGIAS PARA REDUCIR LA EXPOSICION A ARSENICO
INORGANICO

Las elevadas cifras de poblacidon expuesta unidas a los datos procedentes de los
estudios epidemioldgicos, son algunas de las razones que han llevado a las
agencias internacionales relacionadas con la salud a recomendar la reduccion de
la ingesta de este toxico. Las posibles vias para reducir esta exposicion no son
sencillas y aunque en algunas ocasiones no parecen de dificil ejecucion, no han
sido hasta el momento todo lo exitosas que se esperaba. A continuacion, se
detallan las posibles vias de intervencion para reducir la exposicion oral a As

inorganico.

7.1. Eliminacion del arsénico inorganico de las fuentes de exposicion

Se ha evidenciado que la mayoria de las tecnologias para eliminar As del agua
son mas eficientes cuando predomina la forma inorgénica pentavalente, ya que el
As(I11) es una especie neutra a pH < 9.2, y por tanto no es una buena diana para
procesos de precipitacion, adsorcion o intercambio iénico, fundamentos de las
técnicas de eliminacion. De hecho, las metodologias convencionales presentan

una etapa previa de oxidacion del As(l11) a As(V) (Nicomel et al., 2016).

La coagulacion con sulfato de aluminio [Al>(SO.)s] o cloruro férrico (FeCls)
y la floculacion con sales de hierro son las técnicas mas empleadas para la

eliminacion de As del agua. En estos procesos, el As disuelto se transforma en un
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solido insoluble, que posteriormente se filtra o precipita. También son frecuentes
las metodologias basadas en el intercambio i6nico y membranas de 6smosis
inversa (Nicomel et al., 2016). La mayoria de los métodos de remediacion no
consiguen una eliminacion completa del metaloide, quedando concentraciones
residuales superiores al estandar de calidad del agua. Ademas, estas técnicas no
siempre son aplicables a pequefia escala, por lo que poblaciones rurales, en las
que se consume mayoritariamente agua de pozo, continilan en muchas ocasiones,
expuestas a altas concentraciones de toxico. Se han propuesto opciones de
descontaminacion de bajo coste que pueden aplicarse en estas areas (Cornejo et
al., 2008; Sharma et al., 2014). Para que las tecnologias sean exitosas deben
encajar adecuadamente en la rutina del lugar y ser aceptadas por las poblaciones
(Mohan y Pittman, 2007).

La eliminacién del As presente en el alimento o evitar que exista una
contaminacion en estas matrices es un objetivo todavia mas complejo. El arroz
ha sido el alimento mas estudiado en este aspecto y se han propuesto medidas de
mitigacion basadas en la actuacion sobre factores ambientales y agricolas
(Brammer, 2009). Se ha evidenciado que los transportadores de silicio y las
aquaporinas presentes en las raices captan el As inorganico del suelo, el cual es
posteriormente transportado a las partes comestibles de la planta a través de la
reductasa AtACR2 (Zhao et al., 2009). Basandose en estos conocimientos se han
disefiado estrategias dirigidas a la reduccién del transporte. Se ha reportado que
la fertilizacién con silicio reduce los contenidos de As en los granos de arroz
(Bogdan y Schenk, 2008; Li et al., 2009). Asimismo, la reduccién de la expresion
de AtACR2 genera plantas que acumulan menos As inorganico (Dhankher et al.,
2010). Estas estrategias implican un cambio en el tipo de cultivo o la creacion de
alimentos genéticamente modificados; por ese motivo son de dificil

implementacion.

El problema también se ha abordado desde la etapa de procesado y/o
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tratamiento culinario. Se ha evidenciado que el lavado del grano y el incremento
en el ratio agua/arroz durante la coccion favorecen la reduccion del contenido
(Raab et al., 2009). Recientemente Se han propuesto procedimientos que
disminuyen el contenido de As inorganico, como el cocinado del arroz por
percolacion en una corriente continua de agua cercana a la ebullicion que produce
reducciones de hasta un 96% del As inorganico (Signes-Pastor et al., 2017). Esta
alternativa de cocinado se ha aplicado con éxito a nivel doméstico (Carey et al.,
2015). No obstante produce una reduccion del contenido mineral y de nutrientes

hidrosolubles.

7.2. Disminucién de la ingesta de alimentos con elevados contenidos

Las fuentes dietéticas de As inorganico son alimentos basicos en la dieta de
muchas poblaciones. Si la ingesta elevada es debida al agua, se puede aconsejar
el uso de agua embotellada; sin embargo, esto no resuelve el problema, ya que
esta agua se emplea en el cocinado de alimentos. Si son los alimentos, y en
concreto los cereales, los que contribuyen en mayor medida a la ingesta, su
eliminacion de las dietas de determinadas regiones del planeta es practicamente
inviable, ya que se trata de la base de la misma y su principal fuente de energia.
La modificacion de los habitos alimentarios en estas poblaciones es de dificil
abordaje, mas si se tiene en cuenta que en muchos casos se trata de poblaciones

con limitados recursos econémicos.

De todas las matrices problematicas en lo que al As inorganico se refiere solo
se han emitido recomendaciones para el alga Hizikia fusiforme. Agencias de
seguridad alimentaria de diferentes paises han recomendado que se evite el
consumo de este alga parda (FSA, 2010; CFIA, 2012).
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7.3. Modificacion de la toxicocinética del arsénico inorganico

Otra via alternativa de reduccion de la exposicion es modular su toxicocinética
tras la ingesta, modificando los procesos de absorcion intestinal, excrecion o
metabolismo del tdxico. Para este objetivo se han propuesto diferentes estrategias
basadas en productos de origen alimentario o extractos vegetales.

Los efectos més estudiados de la dieta sobre la toxicocinética del As son los
gue afectan al metabolismo. Tal y como se ha comentado previamente (apartado
6.3, introduccion), una mayor tasa metabdlica supone una mayor excrecién
urinaria y una menor acumulacion tisular. Kenyon et al. (1997) muestran que el
selenio (Se) de la dieta altera el metabolismo del As inorganico. La metilacion de
As inorganico se reduce en ratones alimentados con dietas ricas en Se,
posiblemente por una reduccién de los niveles de SAM, molécula dadora de
grupos metilo en el proceso metabdlico del As inorganico (apartado 6.3,
introduccidn). Por el contrario, cuando se administran concentraciones de Se
normales, este elemento puede conllevar una reduccién de la retencion de As en
los tejidos, al favorecer la excrecion biliar (Gregus et al. 1998). Los autores
sugieren que el Se inorganico forma complejos con el As, principalmente con el
As(Il), que se eliminan por via biliar. Estudios posteriores han revelado,
empleando espectroscopia de absorcién de rayos X, la presencia de seleno-bis (S-
glutationil) arsenio [(GS).AsSe] en la bilis de conejos expuestos a As(lll) y
Se(1V) (Gailer et al., 2000).

El &cido fdlico, vitamina esencial para la metilacion ya que interviene en la
sintesis de SAM, también afecta la toxicocinética del As inorgéanico. En
poblaciones endémicas de Bangladesh, con bajos niveles plasmaticos de folato,
la suplementacién con esta vitamina durante 12 semanas incrementa la tasa de
metabolismo del As inorganico y por tanto aumenta la excrecion urinaria del
metaloide (Gamble et al., 2006). Heck et al. (2007, 2009), en otro estudio
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realizados en Bangladesh, muestran que nutrientes relacionados con los procesos
de metilacion también afectan el metabolismo del As inorganico y por tanto su
acumulacion. EI consumo dietario de Cys, metionina, vitamina B12, calcio y

proteina supone un incremento del metabolismo y una mayor excrecion.

Ademas de los efectos sobre el metabolismo también se ha evidenciado una
interaccion de algunos componentes de la dieta con el proceso de absorcion
intestinal del As inorganico. Los compuestos presentes en el lumen pueden
modificar la absorcion de As a través del epitelio intestinal como consecuencia
de distintos mecanismos: a) formacion de compuestos con el As insolubles o de
baja absorcidn; b) transformacién de las formas arsenicales; ¢) competencia con
el metaloide por los mismos mecanismos de transporte; d) modificacion de la

permeabilidad paracelular del epitelio.

Yu et al. (2016), empleando un modelo in vitro de digestién gastrointestinal
dindmico, muestran que las sales de Fe(lll) reducen la cantidad de As(lll) que
gueda soluble tras la digestion de alimentos (15-37%). El efecto del hierro (Fe)
podria deberse a la formacion de sales insolubles, tal y como se ha puesto de
manifiesto en muestras medioambientales. La fibra posiblemente tenga un efecto
similar a las sales de Fe, al quelar y reducir la solubilidad de As durante su paso
por el tracto intestinal. Kenyon et al. (1997) muestran un aumento de la absorcion
de As(V) (10%) en ratones alimentados con una dieta baja en fibra respecto a los

gue se alimentan con una dieta normal.

También, se ha evidenciado un efecto en la absorcién del As inorganico como
consecuencia de fendbmenos de competencia. Gonzalez et al. (1995) muestran que
el fosfato reduce la absorcion intestinal de As(V). Estudios posteriores han puesto
de manifiesto que los transportadores sodio dependientes de fosfato presentes en
la membrana apical de los enterocitos pueden intervenir en la absorcidn intestinal
de As(V) (Villa-Bellosta y Sorribas, 2010; Calatayud et al., 2012c), confirmando
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la posible competencia de ambos oxaniones por el mismo mecanismo de

absorcion.

Finalmente, hay que destacar el posible efecto de los probiéticos sobre la
toxicocinética del As. Singh y Sarma (2010) ponen de manifiesto que el
Lactobacillus acidophilus es capaz de eliminar proporciones relevantes de As(l11)
en disolucion acuosa a pH 7 (40-100%). Monachese et al. (2012) sugieren que
esta capacidad puede estar relacionada con una adsorcion a las proteinas de
superficie de las cepas de L. acidophilus. Bisanz et al. (2014) llevan a cabo una
intervencién en una poblacion africana para estudiar el efecto de los probidticos
sobre los niveles plasmaticos de As. En este estudio se administra durante 24 dias
yogurt con 1 x 10'° UFC (unidades formadoras de colonias) de L. rhamnosus GR-
1. Los autores muestran una reduccion significativa de los niveles de As en la
sangre de las personas tratadas con el probidtico, si bien no es relevante desde el

punto de vista toxicoldgico.

Todos los antecedentes mostrados en esta seccion evidencian que
componentes de la dieta pueden reducir la llegada del As inorgéanico a la
circulacion sistémica o facilitar su excrecion, reduciendo de esta forma la
acumulacidn en los 6rganos diana. Estos compuestos, habituales en la dieta, no
presentan riesgos asociados a su consumo si se administran a las dosis dietéticas.
La mayoria de estudios poblacionales se han realizado empleando compuestos
que faciliten la excrecion a través de un aumento del metabolismo; sin embargo,
la reduccion de la llegada al torrente sanguineo, es decir la reduccién de la
biodisponibilidad, es la aproximacién mas segura ya que se evita que el toxico

pueda distribuirse y ejercer el efecto toxico en los érganos diana.
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8. MODELOS PARA LA EVALUACION DE LA BIODISPONIBILIDAD

Los estudios de biodisponibilidad pueden realizarse in vivo con el empleo de
roedores de pequefio tamafio, cerdos, conejos o primates, o bien in vitro, en cuyo
caso se pueden analizar las distintas etapas empleando modelos especificos para
cada una de ellas.

8.1. Modelos in vitro

La mayoria de modelos in vitro contemplan una o dos etapas del proceso de
llegada del compuesto a la circulacion sistémica. Algunos estudios sélo evaltan
la etapa de la digestion gastrointestinal, mientras que otros combinan esta etapa

con la de absorcidn a través del epitelio intestinal.

8.1.1. Modelos in vitro de digestidn gastrointestinal

La fraccién de un elemento solubilizada desde la matriz durante el proceso de
digestion (fraccion soluble o bioaccesible) es indicativo de la maxima cantidad
de elemento que podria ser absorbida por el epitelio intestinal (Wragg y Cave
2002). Asi, la bioaccesibilidad (porcentaje solubilizado respecto al contenido
existente en la matriz) se considera por si s6lo un parametro adecuado para

obtener estimaciones de la biodisponibilidad.

Para evaluar la bioaccesibilidad se utilizan métodos in vitro que emulan las
condiciones de la digestion humana. Son modelos simplificados de un proceso
complejo, pero sus ventajas en cuanto a simplicidad, rapidez, bajo coste y
reproducibilidad han propiciado su creciente utilizacion. Existen métodos
estaticos y dindmicos para la evaluacion in vitro de la bioaccesibilidad. Los
modelos estaticos emulan secuencialmente las condiciones de la digestion bucal,

gastrica e intestinal: pH, temperatura, actividades enzimaticas (amilasas,
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proteasas, lipasas) y sales biliares. Muchos de los métodos aplicados a alimentos
presentan diferencias importantes en las condiciones de trabajo por lo que no
siempre pueden compararse los resultados obtenidos por distintos grupos de
investigacion. Para subsanar este inconveniente, se ha consensuado
recientemente un método de digestion in vitro para alimentos (INFOGEST) que
estandariza las condiciones en cada una de las etapas (Minekus et al., 2014). El
método ha sido sometido a varios ejercicios interlaboratorio que han permitido
introducir especificaciones adicionales tras identificar las etapas que generaban
mayor variabilidad en los resultados, como la hidrolisis proteica durante la etapa
gastrica derivada del uso de pepsinas con distintas actividades enzimaticas (Egger
et al., 2016).

Los modelos dinamicos in vitro reproducen de forma mas precisa el transito
gradual de los alimentos a través del tracto gastrointestinal. Mediante control
informatico es posible la simulacion de los movimientos peristalticos, los tiempos
de transito de cada etapa de la digestion, los cambios de pH y de concentraciones
salinas que se producen durante el proceso digestivo. Son multicompartimentales
y pueden reproducir las condiciones de estdmago, duodeno, yeyuno, ileo y colon
por separado (Minekus et al, 1999). Los equipos mas conocidos son los
desarrollados y patentados por el centro tecnologico TNO (Holanda) (TIM-1,
TIM-2 y SHIME). Los experimentos de validacion han demostrado el valor
predictivo de estos sistemas dinamicos para evaluar la biodisponibilidad de
minerales y vitaminas (Blanquet et al., 2004), superando a los modelos estaticos.
Sin embargo, su uso esta menos extendido en el estudio de contaminantes traza
ya que la proporcion muestra/fluido es baja y dificulta la cuantificacion del

analito.

Los primeros métodos estaticos in vitro para estudios de bioaccesibilidad de
As se aplicaron a muestras de suelos (Ruby et al., 1996). Hasta el afio 2002 no se

publicaron los primeros datos sobre bioaccesibilidad de As desde alimentos. La
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mayoria de los estudios en alimentos utilizan métodos estaticos y emulan las
etapas gastrica e intestinal. La digestion bucal es reproducida por pocos autores
(Maulvault et al., 2011; Leufroy et al, 2012). Los métodos dinamicos y en
concreto el SHIME, se ha aplicado inicamente a muestras de arroz (Alava et al.,

2012; Sun et al., 2012).

Aplicando métodos in vitro estaticos se ha obtenido bioaccesibilidades de As
del 32-106% en algas, 44-96% en pescados, 36-102% en arroz (Moreda-Pifeiro
et al, 2011; Garcia-Sartal et al., 2012; Signes-Pastor et al., 2012; Koch et al.,
2013; Pizarro et al., 2016; Castor ef al., 2016; Liao et al., 2018). El cocinado de
los alimentos produce cambios en la matriz que podrian afectar a la solubilizacion
de especies arsenicales. Se ha puesto de manifiesto que el cocinado no modifica
la bioaccesibilidad de los arsenoaztcares de las algas (Laparra et al., 2007); sin
embargo disminuye un 17% la bioaccesibilidad de la AB de mariscos (Liao et al.,
2018). Si bien los datos son escasos, esta posible influencia del cocinado hace
aconsejable el uso de alimentos preparados tal y como van a ser consumidos con

vistas a generar datos de bioaccesibilidad mas acordes a la realidad.

8.1.2. Método in vitro para la evaluacioén del transporte

Existen diferentes aproximaciones para valorar o predecir la magnitud del
transporte intestinal (figura 4): evaluacion de las propiedades fisicoquimicas de
los compuestos (solubilidad, coeficientes de particion octanol/agua);
determinacion de la difusion a través de membranas artificiales (PAMPA);
evaluacion del paso de la sustancia a través de modelos biologicos de barrera
intestinal (sacos invertidos, segmentos intestinales aislados perfundidos, modelos
celulares). Estos ultimos son modelos mas predictivos ya que en su mayoria estan
constituidos por células del entorno intestinal o fragmentos tisulares del intestino,

que pueden alcanzar una complejidad estructural elevada.
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Dentro de los modelos bioldgicos son los cultivos de células intestinales
posiblemente los mas empleados. La mayoria de las células que se ensayan son
tipos inmortalizados procedentes de adenocarcinomas de colon, ya que la
obtencion y mantenimiento de células primarias es dificil y en la mayoria de los
casos no admiten la criopreservacion. Para la evaluacion de la biodisponibilidad,
estos tipos celulares se suelen sembrar sobre membranas porosas insertadas en
pocillos de placas multipocillo. Este tipo de siembra favorece la polarizacion de
las monocapas celulares, permitiendo una mejor caracterizacion del transporte

trans- y paracelular (apartado 10.3.1, metodologia).
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Figure 4. Técnicas in vitro para evaluar el transporte de un determinado compuesto
(Sugano et al., 2010).

Las células Caco-2 constituyen el modelo celular mas utilizado en estudios de
permeabilidad y transporte. Durante el cultivo se diferencian en células
intestinales polarizadas con uniones estrechas entre las células adyacentes y el
borde apical del cepillo con transportadores y enzimas especificos de enterocitos
maduros. Aunque son de origen coldnico, expresan la mayoria de las

caracteristicas morfologicas y funcionales de las células absortivas del intestino
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delgado, incluida la presencia de enzimas de fase I y fase II (Le Ferrec ef al.,

2001).

Debido a su elevado uso, existen estudios de correlacion con los datos de
absorcion en humanos; incluso hay criterios que permiten clasificar las sustancias
segun su coeficiente de permeabilidad aparente (Pa,p) en células Caco-2 en
sustancias de baja, moderada o alta absorcion en humanos. Siguiendo el criterio
de Yee (1997), Calatayud et al. (2010, 2011) clasifican las formas inorganicas de
As como especies de moderada absorcion. Esta clasificacion, sin embargo, no
refleja los datos observados en animales de experimentacion, que muestran una
elevada biodisponibilidad de As(IIl) y As(V) (apartado 6.1, introduccién). Los
autores llegan a la conclusién que esta falta de correlacion in vitro-in vivo es
debida a la importante contribucion del transporte paracelular en la absorcion de
estas especies arsenicales. Debido a su origen colonico, la monocapa generada
por Caco-2 presenta una elevada resistencia eléctrica transepitelial (RET), que
reduce de forma significativa el paso paracelular, siendo este menor al existente

en el intestino delgado de humanos y roedores.

Se ha evidenciado que la incorporacion de la linea mucosecretora HT29-
MTX, una linea procedente también de un adenocarcinoma de colon, reduce la
RET, creando monocapas mas laxas que ademas presentan una capa externa de
mucus (Hilgendorf et al., 2000; Artursson et al., 2001), un componente
importante en el transporte de la mayoria de metales/metaloides. Las
proporciones celulares empleadas en los co-cultivos Caco-2/HT29-MTX suelen
ser las mas cercanas a las condiciones fisioldgicas (90/10; 80/20). Calatayud et
al. (2012d) muestran que el paso de las especies inorganicas a través del co-
cultivo es mayor que el observado en monocultivos Caco-2 y que su retencion al
mucus no es relevante, y concluyen que la clasificacion teniendo en cuenta el Py,
de co-cultivos muestra una mejor correlacion con los datos de absorcion en

humanos y animales.
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Otra desventaja de las células intestinales mas empleadas en los estudios de
transporte es su origen cancerigeno que genera incertidumbres a la hora de su
empleo en la prediccion de lo que ocurre en el intestino de un individuo sano. En
la actualidad existen muy pocas lineas celulares procedentes de tejido intestinal
no transformado. Las células NCM-460 constituyen una excepcion (Moyer et al.,
1996). Su empleo en estudios de transporte y permeabilidad se ha incrementado
en los ultimos afos (Nabokina et al., 2014; Ghosal ef al., 2015; Subramanian et

al., 2015).

8.2. Modelo in vivo para el estudio de la biodisponibilidad

Los resultados in vivo proporcionan el efecto combinado de permeabilidad,
distribucion, metabolismo y excrecion, y generan mayor nimero de parametros
farmacocinéticos. Su principal desventaja es que no permiten el estudio aislado
de las variables que pueden influir en el proceso de absorcién. Para los estudios
de biodisponibilidad se emplean principalmente roedores de pequefio tamafio, en
concreto son las ratas el modelo mas empleado. Su manipulacion es sencilla'y por
su tamafio proporcionan la cantidad de tejido necesaria para el ensayo de un
nimero elevado de pardmetros. Para la investigacion toxicocinética del As
inorganico, sin embargo, el raton es el mejor modelo de roedor. La toxicocinética
de As inorganico en otros roedores de pequefio tamafio difiere en mayor medida
de la observada en humanos. Las ratas y hamsters metabolizan el As inorganico
hasta la forma trimetilada (TMAQ) (Yamauchi y Yamamura 1985; Yoshida et
al., 2001), en lugar de tener como metabolito final el DMA, como ocurre con
ratones y humanos. Ademas, el metabolismo en ratas es mas eficaz que en ratones
y humanos, los cuales presentan una menor tasa metabdlica (Drobné et al., 2010).
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
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As inorganico, motivo por el cual la excrecion urinaria de As es menor (Vahter,
1994).

Existen algunos estudios, sin embargo, que indican que los roedores pueden
no ser el modelo més idoneo para la evaluacion de la toxicocinética de metales.
Weis y LaVelle (1991) apuntan como uno de los principales problemas los
habitos alimentarios de los roedores, tales como la coprofagia, su forma
continuada de comer que evita el vaciado estomacal y la presencia de una
microflora estomacal que digiere celulosa y otro tipo de materiales no digeribles
por el hombre. Los estudios de biodisponibilidad realizados en ratones, sin
embargo, muestran en la mayoria de las ocasiones una buena correlacion con los

escasos datos existentes en humanos (apartado 6.1, introduccion).

Los métodos empleados in vivo para la determinacion de la biodisponibilidad
se basan en la dosificacion de un compuesto y la posterior determinacion del
mismo en el plasma o en fluidos bioldgicos o excretas a distintos intervalos de
tiempo. La biodisponibilidad absoluta es el porcentaje real de la dosis
administrada que alcanza la circulacion sistémica. La estimacion implica
comparar la exposicion después de una administracion extravascular con la de
una administracion intravenosa, que se considera el 100% de biodisponibilidad.
La biodisponibilidad relativa implica la comparacion de dos formas de
administracion distintas de un mismo compuesto sin referencia a una

administracion intravenosa.

Se dispone de informacidn sobre la biodisponibilidad oral absoluta de especies
arsenicales administradas en disolucion acuosa a humanos y animales de
laboratorio (apartado 6.1, introduccion). Sin embargo, la biodisponibilidad de As
y/o sus especies quimicas desde alimentos ha sido escasamente estudiada. Los
resultados obtenidos en animales muestran biodisponibilidades absolutas

cercanas al 100% para As(IIl) y As(V). En alimentos se evidencia que la
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biodisponibilidad de las formas inorganicas es altamente dependiente de la
matriz; asi para muestras de arroz es elevada (>85%) mientras que en los
vegetales es variable, observandose diferencias para ambos estados de oxidacion
(rabanos: As(IIl) 7%, As(V) 85%; alubias As(III) 90%, As(V) 10%) (Juhasz et
al., 2006, 2008; Islam et al., 2017). Los datos obtenidos en estos estudios
muestran que la absorcion intestinal y por tanto la biodisponibilidad puede
reducirse en presencia de la matriz alimentaria, tal y como se ha indicado

previamente (apartado 7.3, introduccion),
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Obijetivos

Las posibles vias para reducir la exposicion a As inorganico no son de féacil
ejecucion. No es una tarea sencilla evitar la contaminacion del alimento o
eliminar el contaminante previamente a su consumo, siendo necesaria la
busqueda de vias alternativas para disminuir la exposicion a la forma inorgénica
de As. Entre las posibles vias de actuacion esta la de reducir la llegada del toxico
a la circulacion sanguinea tras su ingesta oral (biodisponibilidad). Para ello se
puede actuar a distintos niveles; se puede disminuir la cantidad de toxico que tras
la digestion esta disponible para la absorcién (bioaccesibilidad) o reducir la tasa
de transporte a través del epitelio intestinal (absorcidn intestinal). ElI empleo de
compuestos 0 microorganismos de origen o uso alimentario que formen parte de
nuestra dieta habitual, es la aproximacion mas segura para conseguir este

propésito.

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, el objetivo general del presente
trabajo es la BUSQUEDA DE ESTRATEGIAS DIETETICAS CAPACES DE
REDUCIR LA BIODISPONIBILIDAD ORAL DEL ARSENICO
INORGANICO.

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

objetivos especificos:

A) Evaluacion del riesgo asociado a la ingesta en zonas con arsenicicsmo
crénica endémico mediante la caracterizacion del As inorganico presente en los

alimentos listos para el consumo y y en la fraccién bioaccesible.

B) Identificacion de compuestos alimentarios 0 microorganismos de uso
alimentario que puedan reducir la bioaccesibilidad del As inoganico presente en

agua y alimentos.

C) Identificacion de compuestos alimentarios 0 microorganismos de uso
alimentario que puedan reducir el transporte intestinal de las formas inorganicas

de As presente en agua y alimentos.
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D) Evaluacion in vivo de la capacidad de los componentes de la dieta
seleccionados en los apartados anteriores para reducir la biodisponibilidad oral
del metaloide.
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1. ESPECIES ARSENICALES

El patron de As(V) (1000 mg/L, As>Os) fue adquirido a Merck. El patron de
As(IIT) (1000 mg/L) se prepar6 por disolucion de 1.320 g de As>Os (Riedel de
Haén) en 25 mL de 20% (m/v) KOH (Panreac), neutralizacion con 20% (v/v)
H,SO4 (Merck) y dilucion a 1 L con 1% (v/v) H2SOa.

Los patrones de As(V) + L-cisteina [As(V)-Cys] y As(lll) + L-cisteina
[As(I11)-Cys] se prepararon disolviendo 1.1 g de L-cisteina (Merck) en 100 mL
de las disoluciones patrén de As(V) y As(Ill) (1000 mg/L) anteriormente
descritas. La disolucion patron de As(V)-glicerol se preparé disolviendo 1 mL de

As(V) 1000 mg/L en un exceso de glicerol (8 mL, Sigma).

2. MUESTRAS DE ALIMENTOS

Para la evaluacion de la ingesta de As inorganico en zonas endémicas (capitulo
1), se emplearon muestras de agua y alimentos procedentes de un estudio
realizado en la provincia del Chaco y de Santiago del Estero (norte de Argentina)
(Rocha et al., 2017). Los alimentos, que correspondian a la dieta de un dia
completo, se recogieron durante 5 dias. Tras su recogida, se liofilizaron en la
Universidad Nacional de Jujuy (Argentina) y posteriormente fueron
homogenizados. Las muestras de agua fueron almacenadas en botes de plastico
en medio acido. Las muestras se transportaron al laboratorio de Elementos Traza
del Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos (IATA-CSIC), donde se

mantuvieron a 4 °C hasta su analisis.

Para evaluar el efecto del cocinado y la digestién gastrointestinal en la
especiacién de As inorganico empleando espectroscopia de absorcion de rayos X
(XAS, capitulo 1), se emplearon muestras de ajos, esparragos y arroz blanco. Las

muestras se cocinaron en agua adicionada con As(V) (100 mg/L) en una relacion
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muestra/agua de 1/5 para arroz y de 1/3 para esparragos y ajo. Tras el cocinado,
se decanto el exceso de liquido (sélo en el caso del esparrago y el ajo). Las
muestras crudas y cocinadas se homogenizaron y una porcion se destind al
andlisis del As total (apartado 4, metodologia). Otra porcién de la muestra
cocinada se liofilizo6 para su posterior analisis por XAS (apartado 7,
metodologia).

Para el resto de ensayos de la tesis se emplearon muestras del alga Hizikia
fusiforme deshidratada, arroz blanco y arroz integral. Las algas se cocinaron en
agua desionizada durante 20 minutos (proporcion muestra/agua: 1/4). Los arroces
se cocinaron en una disolucion patrén de 1 mg/L de As(V) hasta sequedad

(proporcion muestra/agua: 1/4).

3. DIGESTION GASTROINTESTINAL SIMULADA

Para la digestion de alimentos y patrones acuosos de las formas inorgéanicas se
empled un método estatico que simula las etapas gastrica e intestinal del proceso
de digestion humana (figura 5; Laparra ef al., 2003). En la aplicacion del método
se utilizaron los siguientes equipos: pH-metro (Consort modelo C830), agitador
orbital (Stuart modelo SSL1) y centrifuga (RC-5B Superspeed Refrigerated
Centrifuge, Sorvall, Du Pont).

Etapa géstrica. Se peso en un erlenmeyer el alimento (2-10 g), se adicionaron
85 g de agua desionizada y la mezcla se homogeneiz6 mediante agitacion
mecanica. Se ajusté el pH a 2 con HCI (Merck) y se completé el peso hasta 100
g con agua desionizada. Para la digestion con patrones de As(l11) y As(V), éstos
se prepararon a una concentracion final de 1 mg/L en agua o disolucion salina y
el conjunto se ajustd a pH 2. Para llevar a cabo la etapa gastrica se utilizé pepsina
porcina (Sigma, actividad enziméatica 944 U/mg de proteina). Se prepard una

disolucion de pepsina al 10% (m/v) en HCI 0.1 mol/L. Se adiciono al erlenmeyer
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el volumen necesario para proporcionar 20 mg de pepsina/100 g de disolucion.
Posteriormente el erlenmeyer se selld con parafilm y se incubd en agitacion (120
rpm) a 37 °C durante 2 h.

Etapa intestinal. Se ajusté el pH del digerido gastrico a 6.5 utilizando NH3
(Scharlau) y se adiciono6 pancreatina porcina (Sigma, actividad equivalente a 4 X
especificaciones de Farmacopea de EEUU/mg de pancreatina) y extracto biliar
porcino (Sigma, glicina y taurina conjugadas con 4cido desoxicoélico y otras sales
biliares). Se prepar6 una disolucion de pancreatina porcina al 0.4% (m/v) y de
extracto biliar porcino al 2.5% (m/v) en NH4COs3 0.1 mol/L (Merck). Se adicion6
al digerido el volumen necesario para proporcionar 5 mg de pancreatina/100 g de
disolucion y 30 mg de extracto biliar/100 g de disolucion. La mezcla se tapd con
parafilm y se incub6 nuevamente en agitacion (120 rpm) durante 2 h a 37 °C. Una
vez finalizada la etapa intestinal, el digerido se centrifug6 (10000 rpm/30 min/4

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

En la fraccion soluble se cuantifico el contenido de As utilizando la
metodologia que se describe en la seccion 4. Para la evaluacion de la
bioaccesibilidad de As se utilizé la ecuacion 1.

As en la fraccion bioaccesible

Bioaccesibilidad = - ~ X 100 (Ecuacion 1)
As en el alimento o patrén acuoso
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MUESTRA
\ 4 pH 2
DIGESTION GASTRICA Pepsina
Agitacion (120 rpm/37 °C/2 h)
Y pH 6.5

DIGESTION INTESTINAL

Pancreatina/extracto biliar
l Agitacion (120 rpm/37 °C/2 h)

Centrifugacion
10000 rpm/4 °C/30 min

\4 \4
Residuo Fraccion soluble

Figura 5. Esquema del proceso de digestién gastrointestinal in vitro. Modelo
empleado para la determinacion de la bioaccesibilidad de As en patrones acuosos y
alimentos.

4. DETERMINACION DE ARSENICO TOTAL

Para el analisis de As total se procedid a la mineralizacion de las muestras por via
seca y posterior cuantificacion por espectrofotometria de absorcion atomica con
generacion de hidruros mediante inyeccion en flujo (FI-HG-AAS) (Muioz et al.,
2002). Todas las muestras de la presente tesis (alimentos, fracciones
bioaccesibles, células intestinales, bacterias, levaduras, medios de incubacion y
cultivo, tejidos animales y heces) fueron mineralizadas en horno mufla (Heraeus,
modelo K 1253). La cantidad mineralizada de cada muestra vario en funcion de

la naturaleza de la matriz y de la concentracion de As esperada.

Para la mineralizaciéon se adicion6 a la muestra 1 mL de agente de
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mineralizacion [Mg(NO3), 20% m/v (Panreac) + MgO 2% m/v (Merck)] y 5 mL
de HNO; (7 mol/L) (Merck). La mezcla se evapor6 a sequedad en un bafio de
arena termostatado (Raypa, modelo PL 5125, Selecta) y posteriormente se
mineralizé en el horno mufla, aplicando un ciclo temperatura-tiempo en el que
tras una subida paulatina de la temperatura (50 °C/h), las muestras se mantuvieron
12 h a 450 °C. Si tras el ciclo de mufla se obtuvieron cenizas blancas se procedio
a su disolucion. En caso contrario, las cenizas se trataron con 5 mL de HNO; (7
mol/L), se secaron en el bafo de arena y fueron sometidas nuevamente al

programa temperatura-tiempo del horno mufla indicado anteriormente.

Las cenizas blancas obtenidas tras la mineralizacion se disolvieron en HCI 6
mol/L y en una disoluciéon reductora [5% m/v KI (Panreac) y 5% m/v 4cido
ascorbico (Merck)]. La proporcion de reductor adicionado con respecto al
volumen final de disolucién fue de 1:5. Transcurridos 30 min, la disolucidn se
filtré a través de papel Whatman No. 1 y se llevo a volumen final (10 mL) con
HCI 6 mol/L. El contenido total de As se determind empleando un
espectofotometro Perkin Elmer (PE) modelo 3300, equipado con un sistema de
inyeccion en flujo (PE modelo FIAS 400) y un automuestreador (PE modelo As-

90). En la tabla 3 se describen las condiciones instrumentales de la metodologia.

El control de calidad de la cuantificacion de As mediante FI-HG-AAS se
realizé a través del analisis de la muestra de agua de referencia certificada con un

contenido en As de 30.2 £0.293 pg/L (RTC QCI-049-1, LGC Standards).
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Tabla 3. Condiciones instrumentales utilizadas en la cuantificacion de As mediante
FI-HG-AAS.

Generacion de hidruros

Muestra 0.5 mL

Disolucion reductora NaBH4 0.2% (m/v) en NaOH 0.02 mol/L. Flujo 5 mL/min
Disolucion acida HCI 1.2 mol/L. Flujo 10 mL/min

Gas transportador Argoén. Flujo 100 mL/min

Espectroscopia de absorcion atomica

T? de atomizacion 900 °C

Longitud de onda 193.7 nm

Rendija 0.7 nm

Lampara de As Lampara de descarga sin electrodos; 400 mA

5. DETERMINACION DE ARSENICO INORGANICO

Para la determinacion de As inorgénico en muestras de alimentos (capitulo 1) se
aplicé un método basado en digestion acida, extraccion del As inorganico con
cloroformo, retroextraccion en medio 4cido y cuantificacion mediante FI-HG-

AAS (Muiioz et al., 1999).

Digestion dcida. Se peséd la muestra (1 g) en un tubo de plastico de 50 mL.
Posteriormente se adicionaron 4.1 mL de agua desionizada y la mezcla se agitod
mecanicamente durante 10 min hasta la completa humectacion de la muestra.
Finalmente se adicionaron 18.4 mL de HCI 12 mol/L y tras agitar, se dejo en

reposo 12-15 h.

Extraccion con cloroformo. Se adicionaron a la digestion acida, 1 mL de una

disolucion de sulfato de hidracina (1.5% m/v, Merck) y 2 mL de HBr concentrado

(48%, Fluka), agitindose mecanicamente la mezcla durante 1 min. A
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continuacion se adicionaron 10 mL de cloroformo (Merck), se agitd la mezcla
mecanicamente durante 5 min y se centrifug6 (2000 rpm/5 min) para separar la
fase acida de la fase cloroférmica. La fase cloroformica se recuperd por
aspiracion y se deposito en un tubo de plastico de 50 mL. El proceso de extraccion
con cloroformo se repitié dos veces mas. Al final de esta etapa se recuperd un
volumen de fase cloroféormica de aproximadamente 30 mL. El conjunto de las
fases cloroférmicas se filtrd utilizando filtros de politetrafluoroetileno con un

tamafio de poro de 0.45 um y didmetro de 25 mm (Whatman GD/X).

Extraccion dcida. El As inorgéanico presente en la fase cloroférmica se extrajo

empleando HCI 1.2 mol/L. En una primera etapa se adicionaron 10 mL de HCl
1.2 mol/L y la mezcla se agitd6 durante 5 min. Las fases se separaron por
centrifugacion (2000 rpm/5 min) y la fase acida se recuperd por aspiracion y se
deposito en un vaso de precipitado de pyrex. El proceso de extraccion se repitio
una vez mas. Al final de esta etapa, se recuperd un volumen de fase acida de

aproximadamente 20 mL y se procedi6 a su mineralizacion por via seca.

Mineralizacion y cuantificacion. Se adicionaron 2.5 mL de agente de

mineralizacion [Mg(NO3), 20% m/v + MgO 2% m/v] y 10 mL de HNO; 14 mol/L

a la fase acida. La mezcla se evapor6 a sequedad en un bafio de arena.
Posteriormente, se aplicd el proceso de mineralizacion en horno mufla, disolucion
de las cenizas blancas y cuantificacion mediante FI-HG-AAS descrito para la

determinacion de As total (apartado 4).

El control de calidad de la cuantificacion de As inorganico se realizo
comparando los valores hallados en la muestra de referencia SRM1568a, con el
intervalo de valores de As inorganico reportados por otros autores (0.08-0.110

ug/g peso seco, ps) (Torres-Escribano at al., 2008).
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6. DETERMINACION DE ELEMENTOS MAYORITARIOS

Los contenidos de Ca, Mg, K, Fe y P en los alimentos, las fracciones
bioaccesibles y los tejidos animales se determinaron mediante digestion &cida por
microondas (modelo MARS, CEM) y posterior deteccidn por espectrometria de
emision optica de plasma acoplado inductivamente (ICP-OES; modelo 4300D,
Perkin Elmer). Las muestras se pesaron en reactores de teflon y se trataron con 4
mL de HNO;3 (14 mol/L) y 1 ml de H,0, (30% v/v, Prolabo). Los reactores se
irradiaron (180 °C, 15 min) y el digerido obtenido se llevé a volumen (10 mL)
con agua desionizada. Las condiciones operativas del ICP-OES fueron las
siguientes: flujo de Ar en plasma, 15 mL/min; flujo de Ar auxiliar, 0.2 mL/min;
nebulizador, flujo de Ar, 0.8 mL/min; Potencia de RF, 1300 W; captacion de
muestra, 2 mL/min; longitudes de onda (hm): Ca 317.933, Mg 285.213, K
766.490, Fe 238.204, P 213.617.

7. FORMA QUIMICA DEL ARSENICO INORGANICO EN MUESTRAS
DE ALIMENTOS Y SUS FRACCIONES BIOACCESIBLES

Se analizaron las formas inorganicas del As en muestras cocinadas de arroz, ajo
y esparragos (apartado 1, metodologia) y en sus fracciones bioaccesibles
mediante espectroscopia de absorcion de rayos X (XAS). Los espectros de
absorcion Ka del As de las muestras liofilizadas y cocinadas y sus
correspondientes fracciones bioacesibles, asi como los patrones de As sélidos y
liquidos fueron medidos en modo fluorescencia, a temperatura ambiente, en la
linea BM25A (SpLine) del ‘European Synchrotron Radiation Facility’ (ESRF) en
Grenoble (Francia) [6 GeV, 100 mA, monocromador de Si(111)], empleando un
detector de estado solido Si(Li) de 13 elementos. La energia del haz fue calibrada
a 11875 eV del méaximo de absorcion-K del compuesto KH.AsO, (Sigma). Los

espectros de las muestras se adquirieron en modo fluorescencia dentro del rango
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XANES, comenzando en 11650 eV. Los espectros de los patrones solidos se

midieron en modo transmision.

El espectro final de cada muestra se obtuvo promediando espectros replicados
(hasta seis espectros dependiendo de la calidad de los datos) y se analizé mediante
combinacion lineal de espectros (LCF) con el programa Athena (software
Demeter [112]). La EO se fij6 a 11875 eV. El ruido de fondo se extrajo empleando
la rutina “Autobk” del Athena para el ajuste de la region EXAFS.

La caracterizacion de las muestras se llevé a cabo por comparacion de los
espectros promedio de las muestras por la parte XANES con la de los estandares
de As disponibles. Para ello, se utiliz6 la opcion “linear combination fitting
(LCF)” de Athena utilizando la combinacion de dos o tres espectros de referencia
en base al mejor ajuste estadistico, utilizando como parametro variable la energia
y limitando la contribucion de las muestras de referencia a valores positivos. En
la combinacion lineal de estandares (LCF) no se forzé a que la suma total de las
contribuciones de las muestras de referencia consideradas finalmente fuera igual
al 100 %, aunqgue luego los distintos porcentajes obtenidos fueron normalizados

a ese porcentaje.

8. EFECTO DE LOS COMPONENTES DE LA DIETA SOBRE LA
BIOACCESIBILIDAD

Se llevé a cabo una bulsqueda de componentes de origen alimentario con
capacidad para reducir la cantidad de As soluble tras la digestion y por tanto
disponible para la absorcion. En todos los casos la evaluacién se realizd en
patrones acuosos de As(I11) y As(V) y muestras de alimentos (arroz y algas). Se
seleccionaron 33 componentes alimentarios que se utilizaron a las

concentraciones habituales en alimentos (tabla 4).
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Tras 30 min de contacto del patron de As(lll) o As(V) (ambos a 1 mg/L
preparados en PBS) con el componente alimentario, se aplicé una digestion
gastrointestinal siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3. Aquellos
compuestos que redujeron al menos un 30% la bioaccesibilidad en patrones se
ensayaron en alimentos cocinados (algas, arroz blanco e integral). Las muestras
de alimentos (10 g) se sometieron a una digestion gastrointestinal en presencia de

los compuestos (tabla 4).

En las fracciones bioaccesibles de alimentos en las que se observé una elevada
reduccién del As, se determiné la concentracion de Ca, Fe, Mg, K y P siguiendo

el protocolo descrito en el apartado 6.

Tabla 4. Componentes alimentarios empleados en los ensayos de bioaccesibilidad.
Concentraciones expresadas en g/100 mL; n.e: no ensayados.

Componente dietario Concentracion Con(_:entracién Marca
(patrones) (alimentos)
(#)-0-Acido lipoico 0.024; 0.08 n.e Sigma
Acido lipoico reducido 0.012; 0.04 n.e Sigma
Acido citrico 0.06 n.e Panreac
Acido fitico dipotasico 0.1;0.50 n.e Sigma-Aldrich
Acido malico 0.8 n.e Sigma-Aldrich
Acido oxalico 0.075; 0.150 n.e Merck
Acido tanico 0.5:3.32 n.e Merck
Alginato sédico 0.2 n.e EPSA
Carbonato de calcio 0.25; 0.50 n.e Sigma-Aldrich
CaCl/Fitato dipotasico 01545/602181 01.?;15/60.'2181 Panreac/Sigma
Cloruro de magnesio 0.5 n.e Sigma-Aldrich
Gelatina (piel porcina) 05;1 n.e Sigma
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Tabla 4. Continuacion

Concentracion

Concentracion

Componente dietario (patrones) (alimentos) Marca
Goma arabiga 05;1 n.e Fluka
Goma guar 05;1 n.e Fluka
Goma xantana, (X. campestris) 0.5;1 n.e Sigma
Hidroxipropilcelulosa (HPC) 0.2;04 0.2;04 Aldrich
HidroxipEoHpFill\rAngt)ilcelulosa 0.2:0.4 0.2:0.4 Doz\c/)rigggw;cal
L-Cisteina (L-Cys) 0.01; 0.50 n.e Merck
Lignina 04;14 n.e Aldrich
N-acetilcisteina (NAC) 0.6;1.2 0.6;1.2 Sigma
Metilcelulosa (MC) 0.2 n.e Doxgggﬂw;cal
Oxido de magnesio 0.005; 0.011 0.005; 0.011 Sigma-Aldrich
Oxido de titanio 0.005; 0.02 0.005; 0.02 Sigma-Aldrich
Pectina de manzana 1.0 n.e Sigma
Quitosano 0.5 n.e Aldrich
Saponina 15:2.0 15:2.0 B%’t‘gﬁgﬁ;y
Selenometionina (SeMet) 0.1x103 n.e Sigma
Sulfato cuprico 0.002 n.e Sigma-Aldrich
Sulfato de aluminio 0.005; 0.05 0.005; 0.05 Fluka
Sulfato ferroso [Fe(11)] 0.015; 0.100 0.030; 0.100 Sigma-Aldrich
Sulfato férrico [Fe(l11)] 0.015; 0.100 0.030; 0.100 Scharlau
Xilano (copos de avena) 04;14 n.e Sigma
A carragenato 0.215; 0.45 ne Cargill
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9. EFECTO DE BACTERIAS LACTICAS Y SACCHAROMYCES

CEREVISIAE SOBRE LA BIOACCESIBILIDAD

Las cepas de bacterias lacticas y de S. cerevisiae empleadas en la presente tesis

se muestran en la tabla 5 y 6 respectivamente.

Tabla 5. Cepas de bacterias lacticas ensayadas.

Designacion Nombre Origen

BL7 Lactobacillus brevis DSMZ? 1268 Cerveza

BL10 Lactobacillus acidophilus ATCCP 9224 Leche agria
BL17 Lactobacillus acidophilus ATCCP 4356 Intestino humano
BL23 Lactobacillus casei® Cepa de laboratorio
BL36 Lactobacillus brevis ATCCP 14869 Intestino humano
BL73 Lactobacillus acidophilus CNRZ¢ 55 Heces de rata
BL75 Lactobacillus acidophilus CNRZ¢ 217 Flora digestiva rata
BL166 Lactobacillus plantarum WCFS1¢ Intestino humano
BL221 Lactobacillus crispatus M247¢ Heces recién nacido
BL278 Lactobacillus crispatus DSMZ? 20584 Lagrimas
BL279 Lactobacillus acidophilus CECT' 4529 Intestino de pollo
BL280 Lactobacillus acidophilus CECT' 4179 Heces de rata

LGG Lactobacillus rhamnosus ATCCP 53103 Intestino humano

Lpp* Lactobacillus plantarum® Cepa de laboratorio

2 Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, ® American Type
Strain Culture Collection, ¢ Coleccién del laboratorio de bacterias lacticas y
probidticos (IATA-CSIC), ¢ Centre National de Reserches Zootechniques
(CNRZ), ¢ Colecciones de otros laboratorios, f Coleccion Espafiola de Cultivos
Tipo (CECT).
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Tabla 6. Cepas de Saccharomyces cerevisiae ensayadas. Cepas procedentes del
laboratorio de biologia de sistemas en levaduras de interés biotecnolégico (IATA-CSIC).

Cepa Nombre Caracteristicas
2 BY4743 Cepa de laboratorio diploide
T73 Cepa vinica
4 VRB Cepa productora de manoproteinas
7 Ultralevura Cepa probiotica (Upsamédica S.L.)
8 YPS128 Cepa silvestre _de origen
norteamericano
9 UWOPS03-461.4 Cepa silvestre de origen malayo
10 Kyokai 6 Cepa de sake

Las bacterias se crecieron en medio MRS (Man, Rogosa y Sharpe) (BD Difco)
a 30 °C en condiciones estaticas. Tras centrifugacion (4000 rpm, 10 min, 4 °C),
se resuspendieron en el medio adecuado para el analisis. Las levaduras se
mantuvieron en medio YPD (Yeast Peptone Dextrosa) constituido por 0.5%
(m/v) de extracto de levadura, 1% (m/v) de peptona bacterioldgica y 2% (m/v) de
glucosa (Sigma). Para los ensayos de bioaccesibilidad tanto las bacterias lacticas
como las levaduras se lavaron con PBS vy tras centrifugacion (4000 rpm, 5 min)

se resuspendieron en el medio de ensayo.

9.1. Evaluacion de la captaciéon de arsénico por las bacterias lacticas y

Saccharomyces cerevisiae

Se llevé a cabo una incubacidn de las cepas de bacterias lacticas (densidad Gptica,
DO 10) y las cepas de S. cerevisiae (DO 4) con As(111) y As(V) (ambos a 1 mg/L)
a 37 °C durante 4 h en medio PBS. Transcurrido el tiempo de incubacion, los

tubos se centrifugaron a 4000 rpm durante 2 min. Los contenidos de As en el
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sobrenadante y en el pellet celular se analizaron segun el protocolo descrito en el
apartado 4. Los resultados obtenidos en este estudio mostraron una baja captacion
de As por los microorganismos. Para determinar las posibles causas de este
fendmeno se evaluaron una serie de factores que podian afectar la interaccion
As/microorganismo. En estos ensayos se empleo la cepa Lpp* de bacteria lactica
y la cepa 10 de S. cerevisiae.

A) Influencia del medio de incubacién sobre la captacion de As. La incubacion
se realizé con patrones de As(l1l) y As(V) (1mg/L) sustituyendo el medio PBS
por NaCl 0.9% (m/v) con o sin la adicién de glucosa 20 mM (Sigma) o de

concentraciones crecientes de fosfato sédico (0.01, 0.1, 1y 10 mM) (Merck).

B) Influencia de la concentracion de As(lIl) y As(V) en la captacion. La
incubacion se llevd a cabo empleando dos concentraciones de las especies

arsenicales (0.1y 1 mg/L).

C) Influencia de la viabilidad de los microorganismos. Las bacterias o
levaduras fueron tratadas térmicamente a 80 °C durante 30 min. Posteriormente
se adicionaron a patrones de As(l11) y As(V) (1 mg/L) preparados en PBS y se

procedid a la incubacion.

9.2. Evaluacion del efecto de las bacterias lacticas y S. cerevisiae sobre la

bioaccesibilidad del arsénico presente en patrones acuosos

Se llevé a cabo una digestion gastrointestinal de disoluciones acuosas de As
inorganico en presencia de bacterias lacticas y levaduras siguiendo el protocolo
descrito en el apartado 3. En un erlenmeyer se afiadio el patron de As(l11) y As(V)
preparado en agua (concentracion 1 mg/L, volumen 10 mL) y las bacterias (DO
10) o S. cerevisiae (DO 4). El conjunto se sometid a la digestion gastrointestinal

simulada ajustando las condiciones de ensayo al volumen final utilizado.
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10. EFECTO DE LOS COMPONENTES DE LA DIETA, BACTERIAS
LACTICAS Y LEVADURAS SOBRE LA PERMEABILIDAD
INTESTINAL

10.1. Mantenimiento de los cultivos celulares

Se emplearon dos lineas celulares humanas del epitelio colénico: NCM-460
(células no transformadas) y HT29-MT X (células mucosecretoras procedentes de
un adenocarcinoma). La linea NCM-460 fue adquirida a Incell Corporation y
mantenida en frascos de 75 cm? a los que se afiadié 10 mL de medio modificado
de Dulbecco (DMEM) con alto contenido en glucosa (4.5 g/L) y glutamina (0.87
g/L) a pH 7.2. El medio fue suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino
(SFB), 1 mM de piruvato sddico, 10 mM de N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-
etanosulfénico (HEPES), 100 U/mL de penicilina, 0.1 mg/mL de estreptomicina
y 0.0025 mg/L de anfotericina B (NCM-DMEMCc). Los ensayos se realizaron con

células entre los pases 21y 29.

La linea celular HT29-MTX fue proporcionada por la Dra. Thécla Lesuffleur
(Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale, INSERM UMR,
Francia). EI mantenimiento celular fue realizado en DMEM suplementado con
10% SFB, piruvato sodico 1 mM, HEPES 10 mM, 100 U/mL de penicilina, 0.1
mg/mL de estreptomicina y 0.0025 mg/L de anfotericina B (HT-DMEMCc). Los

ensayos se realizaron con células entre los pases 17 y 25.

Las células se incubaron a 37 °C en una atmoésfera con 95% de humedad
relativa y un flujo de CO; de 5%, cambiando el medio cada 3 dias. Cuando la
monocapa celular alcanzé 80-90% de confluencia, se realizé el pase mediante la
adicion de wuna disolucién de tripsina (0.5 mg/mL) y acido
etilendiaminotetracético (EDTA 0.2 mg/mL). Las células se resembraron a una
densidad de 1.3 x 10* células/cm? en frascos de 75 cm?. Todos los reactivos

utilizados en el mantenimiento de las lineas celulares se obtuvieron de Hyclone.
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10.2. Ensayos de viabilidad celular

Previo a los estudios de transporte, se evalu6 el efecto del As sobre la viabilidad
de los distintos tipos celulares, con el fin de trabajar en condiciones subletales.
La evaluacion de la viabilidad se realiz6 determinando la capacidad de las células
viables de reducir resazurina sédica (sal sddica de 10-6xido de 7-hidroxi-3-hidro-
fenoxacin-3-ona, Sigma) a resorufina, medibles ambas por métodos

colorimétricos.

Los ensayos se llevaron a cabo en el rango de concentraciones 0.1-2 mg/L
durante 4 h. Las células se sembraron a una densidad de 2.5 x 10* células/cm? en
placas de 24 pocillos en el medio DMEM suplementado correspondiente a cada
tipo celular, cambiando el medio cada 2-3 dias. Tras 7-8 dias de siembra, las
células se expusieron a los distintos tratamientos en medio esencial minimo con
sales de Earle (MEM) suplementado con 100 U/mL de penicilina, 0.1 mg/mL de
estrepctomicina, 0.0025 mg/mL de anfotericina B y 10 mM de HEPES.

Tras la exposicion, se retird el medio y el cultivo se lavé con PBS.
Posteriormente, se afiadieron 500 pL de resazurina sédica (10 pg/mL en MEM
suplementado) y se incub6 durante 2 h a 37 °C, 95% humedad relativa y flujo de
CO; del 5%. Tras la incubacion se transfirieron 100 pL a una placa de 96 pocillos
y la reduccion de la resazurina se determind por espectrofotometria con lecturas
a 570 y 600 nm (PowerWave HT Microplate Scanning Spectrophotometer, Bio-

Tek instruments).

10.3. Evaluacion de la permeabilidad aparente

10.3.1. Cultivo en sistemas bicamerales

Los ensayos se realizaron en placas de 12 pocillos con insertos de membrana de

poliéster (didmetro 12 mm, tamafio de poro 0.4 pm, Transwell®, Corning). En
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este sistema, las células se siembran sobre la membrana porosa del inserto que
separa el pocillo en dos compartimentos: el apical (superior) que corresponderia
al lumen intestinal y el basolateral (inferior), que representaria la cavidad serosa

donde llegan los compuestos tras la absorcion intestinal (figura 6).

Inserto Transwell®

Compartimiento apical

;"'""""'".' Membrana permeable

Compartimiento basal

Cultivo

Figura 6. Esquema del sistema bicameral empleado en los estudios de
permeabilidad.

Las células a una densidad de 1.8 x 10° células/cm? en medio HT-DMEMCc se
afnadio al lado apical para producir co-cultivos NCM-460/HT29-MTX (80/20).
En el lado basolateral se adiciond 1.5 mL de medio HT-DMEMc. Las células se
mantuvieron en una atmoésfera de 5% de CO»y 95% de O, a 37 °C, con cambio

de medio cada 2-3 dias hasta el momento de ensayo (10-11 dias post-siembra).

10.3.2. Tratamiento de las fracciones bioaccesibles de los alimentos para los

ensayos de permeabilidad

La fraccion soluble procedente de la digestion gastrointestinal no puede
adicionarse directamente al cultivo celular. Previamente es necesario inactivar los
enzimas proteoliticos utilizados en el proceso y ajustar la osmolaridad de las
fracciones solubles a valores fisiolégicos que permitan conservar la integridad de

la monocapa celular durante el ensayo. Para inactivar las proteasas, la fraccion
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bioaccesible se sometié a un tratamiento térmico a 90 °C durante 4 min. A la
fraccion soluble inactivada, se le adicion6 glucosa (5 mM concentracion final,
Sigma) para favorecer el mantenimiento de la viabilidad y actividad celular
durante los ensayos. Finalmente, la osmolaridad se ajustd a valores entre 270-310
mOsmol/kg, mediante la adicion de NaCl 5 M (Panreac), empleando un
osmometro crioscopico Automatic Micro-Osmometer Loser (Loser).

10.3.3. Ensayos de permeabilidad celular

Los ensayos se llevaron a cabo a 37 °C en direccion apical-basolateral (sentido
absortivo), empleando como medio de ensayo la solucién salina balanceada de
Hanks con NaCOj3; (HBSS, Hyclone) suplementada con 10 mM HEPES (pH 7.2).
Tras retirar el medio de mantenimiento de los compartimentos apical y
basolateral, se adicion6 al compartimento apical 0.5 mL de los patrones de As(l11)
y As(V) (0.75 mg/L) preparados en HBSS con 10 mM HEPES o la fraccién
bioaccesible previamente tratada como se especifica en el apartado 10.3.2, con o
sin la adicion de los componentes de la dieta y suplementos dietéticos (n=32;
tabla 7 y 8 respectivamente). En el compartimento basolateral se adicionaron 2
mL de medio HBSS con 10 mM HEPES.
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Tabla 7. Componentes de la dieta empleados para los estudios de permeabilidad
celular. Concentraciones expresadas en mg/L. n.e: no ensayado.

Senavesis o Concentracion Con?entracién Marca
(patrones) (alimentos)

Albimina 50 mg/L n.e Sigma-Aldrich
Cloruro de calcio 50 mg/L n.e Fluka
Cloruro de colina 5 mg/L n.e Sigma-Aldrich

Cloruro de magnesio 20 mg/L 100 mg/L Sigma-Aldrich
Curcumina 10 mg/L 40 mg/L Sigma-Aldrich
DHLA 25 mg/L n.e Sigma-Aldrich
Dihidrato de quercetina 10 mg/L 40 mg/L Sigma-Aldrich
Epicatequina 10 mg/L n.e Sigma-Aldrich
Epigalocatequina 10 mg/L 100 mg/L Sigma-Aldrich

Fosfato de amonio 25 mM 100 mM Merck

Hidrato de catequina 10 mg/L n.e Fluka
Homocisteina (Hcys) 5 mg/L n.e Sigma-Aldrich

L-Cisteina (Cys) 20 mg/L 100 mg/L Merck
Lecitina 20 mg/L n.e Sigma-Aldrich
L-glutatién reducido (GSH) 5mM n.e Sigma-Aldrich

Metionina 20 mg/L n.e Panreac
Quitosano 5 mg/L n.e Sigma-Aldrich

Se (IV) 1 mg/L n.e Merck
SelenogeL'\-/lrggtionina 2 mg/L n.e Sigma-Aldrich
Sulfato de cobre 0.01mM n.e Sigma-Aldrich
Sulfato de hierro(I1) [Fe(Il] 5 mg/L 50 mg/L Sigma-Aldrich

SUIfat(Elfee(“iS]"O(l ) 5 mg/L n.e Scharlau

Taurocolato de sodio 2mM n.e Sigma-Aldrich
Tiamina 50 mg/L n.e Sigma-Aldrich

Zn (NOs) 2 5 mg/L n.e Merck
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Tabla 8. Suplementos dietéticos o extractos empleados para los estudios de
permeabilidad celular. Concentraciones expresadas en mg/L. n.e: no ensayado.

Suplementos dietéticos o | Concentracion | Concentracion Marca
extractos vegetales (patrones) (alimentos)
Extracto de ajo 25 n.e Soria Natural
Extracto de alcachofa 25 100 Sakai
Extracto de brdcoli 25 n.e Soria Natural
Extracto de cacao 25 n.e Naturex
Extracto de semilla de uva 25 100 Plantextrakt
Extracto de té verde 25 n.e Plantextrakt
Suplem]«into de sulfato 25 50 Tardyferon
erroso

Para las bacterias lacticas (DO 0.6) y las cepas de levaduras (DO 1) se realizd
un estudio preliminar con el fin de determinar el modo de exposicidon mas

favorable. Las condiciones ensayadas fueron las siguientes:

a) una pre-exposicién de 2 h con los microorganismos en DMEM no
suplementado, retirada de los microorganismos y posterior exposicion a una
disolucion de As(111) 0.75 mg/L preparada en HBSS con 10 mM HEPES durante

90 min.

b) co-exposicion microorganismos/As(I11) 0.75 mg/L siguiendo las mismas

pautas descritas para los compuestos alimentarios.

En estos estudios preliminares se emple6 la cepa LGG de Lactobacillus y la
cepa 2 de S. cerevisiae. Los resultados mostraron que para las baterias lacticas
era mas efectiva la pre-incubacion, mientras que para S. cerevisiae ambos
tratamientos arrojaban similares reducciones. El resto de ensayos se realizaron

con pre-incubacion para bacterias lacticas [BL17, BL36, LGG y Lpp* (tabla 5)]
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y con co-exposicion para levaduras [cepas 2, 3, 9 y 10 (tabla 6)]; en este dltimo
caso se optd por la co-exposicion por tratarse de un método menos tedioso.

Tras los tratamientos descritos con anterioridad (componentes de la dieta,
suplementos dietéticos, microorganismos) se retiraron alicuotas (1 mL) del
compartimento basolateral a los tiempos establecidos y se sustituyeron por un
volumen igual de medio fresco (HBSS 10 mM HEPES). En las alicuotas
recogidas se procedié a la cuantificacion de As, tal y como se describe en el

apartado 4.
Los coeficientes de permeabilidad aparente (Papp) Se calcularon utilizando la

ecuacion 2.

P dC o Vr (Ecuacién 2)
P dt T ACo

Donde,

dC/dt es el flujo (ug/s) determinado por la pendiente lineal de la ecuacién que
rige la variacién de las concentraciones de As, corregidas por la dilucién, frente

al tiempo.
V; es el volumen del compartimento receptor (1.5 mL).
A es la superficie ocupada por la monocapa celular (1.12 cm?).

Co es la concentracion inicial de las especies arsenicales afiadida en el

compartimento dador (0.75 mg/L en patrones).
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10.3.4. Evaluacion de la integridad de la monocapa celular durante los ensayos
de transporte

Para determinar la validez de los ensayos de transporte es necesario evaluar la
integridad de la monocapa celular durante el procedimiento. Esta se evalu6 por
determinacion del P4y de Lucifer Yellow (LY, Sigma), compuesto fluorescente
que se transporta principalmente por via paracelular y cuyo transporte es un
indicativo de la integridad. EI LY se afiadié a una concentracién de 100 uM en el
compartimento apical al mismo tiempo que los tratamientos. La fluorescencia del
LY en las alicuotas recogidas a cada tiempo del lado basolateral se midid
empleando un lector de microplacas (PolarSTAR OPTIMA reader, BMG-
Labtech) a una longitud de onda de excitacion/emision de 485/520 nm. El calculo
del Pap se realizo aplicando la ecuacion 2. Adicionalmente de determiné la
resistencia eléctrica transepitelial (RET) al principio y final del ensayo,

empleando un voltimetro Millicell®-ERS (Millipore Corporation).

Los ensayos de transporte se consideraron validos cuando los valores del Pap,
del LY fueron <1 x 10° cm/s y los de RET no variaron mas de un 25% al final

del ensayo respecto a la medida inicial.

11. ESTUDIOS IN VIVO DE LA BIODISPONIBILIDAD DE ARSENICO Y
EL EFECTO DE LAS ESTRATEGIAS DIETETICAS

Para llevar a cabo esta investigacion se emplearon 56 ratones de la raza BALBY/c,
procedentes de Charles River. Los animales se adquirieron con una edad de 6
semanas y con un peso que oscilaba entre 16 y 20 g. Las condiciones ambientales
en las que se mantuvieron los animales a lo largo de todo el estudio fueron
constantes: doce horas de luz y doce de oscuridad; temperatura ambiental de 22
°C; humedad del recinto de un 75%. Los ratones se alimentaron con pienso de

mantenimiento estandar para roedores con un contenido en As reducido (50 ng/g).
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Tras dos semanas de aclimatacion, se iniciaron los ensayos de biodisponibilidad,

acumulacion y excrecion que se describen a continuacion.

El protocolo de experimentacion al que fueron sometidos los animales se
disefi6 conforme a la normativa para el uso de animales de experimentacion (Real
Decreto 53/2013) y fueron autorizados por el Comité Etico de Experimentacion
Animal de la Universidad de Valencia con la consiguiente aprobacién de la

Conselleria d’Agricultura, Pesca i Alimentacio de la Generalitat Valenciana.

11.1. Evaluacién de la concentracion plasmatica de arsénico en funcién de la

dosis empleada

En este ensayo inicial se emplearon 3 animales por grupo para establecer los
tiempos de toma de muestra y las concentraciones de As(l11) y As(V) a utilizar.
Las disoluciones de As(lIl) o As(V) se prepararon en PBS y se dosificaron por
sonda intragastrica a 3 concentraciones distintas (0.1, 0.5 y 2.0 mg/kg pc). La
sangre se obtuvo por puncion en el seno venoso submandibular (= 0.1 mL) a
distintos tiempos (1, 3, 6 y 24 h). Las muestras se recogieron en tubos con
heparina (Microvette, Sarstedt) y se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 min para
obtener el plasma. Las muestras de plasma se mineralizaron por via seca y la

concentracion de As se evalu6 por FI-HG-AAS (apartado 4).

11.2. Tratamiento con componentes alimentarios

Una vez fijadas las condiciones éptimas de toma de muestras y los niveles de
dosificacion, se pas6 a evaluar in vivo aquellos compuestos de la dieta que
podrian reducir la cantidad de As en plasma tras una ingesta oral de As(lll) y
As(V). Los componentes seleccionados en base a los estudios previos fueron el

sulfato férrico [6 mg Fe(l11)/kg pc], el acido tanico (30 mg/kg pc) y el GSH (4
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mmol/kg pc). Estos se co-administraron diariamente con las especies de As (1
mg/kg pc). La disolucién componente alimentario/especie arsenical en PBS se
prepar6 inmediatamente antes de la administracion para evitar posibles
precipitaciones. Los animales se estabularon en jaulas colectivas agrupados por
tratamiento (7 animales/tratamiento). Tras la dosificacion inicial se recogieron
muestras de sangre (= 0.1 mL) en las 24 h siguientes para determinar la

biodisponibilidad relativa, tal y como se describe en el apartado 11.3.

La dosificacion se realizé durante 15 dias consecutivos con el fin de evaluar
tras el sacrificio, la acumulacién de ambas especies arsenicales en higado,
pulmones e intestino. Adicionalmente, se recogieron muestras individuales de

heces antes del sacrificio.

11.3. Célculo de los pardmetros farmacocinéticos

Los contenidos de As en plasma en la condicion de referencia [animales
expuestos a As(I11) o As(V)] y en los tratamientos donde se administraban estas
formas arsenicales con compuestos alimentarios permitieron el calculo de la

biodisponibilidad relativa, aplicando la ecuacion 3.

AUCa

FO% = —
% AUCreferencia

x 100 (Ecuacién 3)

donde el subindice a indica la AUC para los tratamientos conjuntos
As/compuesto alimentario y el subindice referencia indica la AUC para los
tratamientos Unicamente con As. Las AUC orales de cada tratamiento fueron
calculadas empleando el programa SigmaPlot (version 13) a partir de la

representacion de la concentracion plasmatica de As en funcion del tiempo.
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Adicionalmente se llevd a cabo la recogida de muestras de heces, para
determinar la influencia de los componentes alimentarios en la magnitud de la
excrecion por esta via. Para el analisis de As total en estas muestras se procedid

a su mineralizaron por via seca y posterior cuantificacion por FI-HG-AAS.

11.4. Sacrificio y extraccion de 6rganos

Transcurrido el tiempo de exposicion, los animales se anestesiaron con
isofluorano y se sacrificaron por disloque cervical, tras el drenaje de la sangre.
Posteriormente se extrajeron los 6rganos de interés (higado, pulmones e intestino
delgado). Las muestras tisulares tras limpiarlas con abundante solucion salina, se
congelaron con nitrdgeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta el analisis de
As total (apartado 4). En las muestras de higado se analiz6 el contenido de Ca,
Fe, Ky P siguiendo el protocolo descrito en el apartado 6.

12. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizé aplicando la prueba t-student o el analisis de la
varianza con un sélo factor (ANOVA) con comparaciones multiples post hoc
mediante la prueba de Tukey HSD (SigmaPlot, version 13). Las diferencias se

consideraron significativas para p < 0.05.

La determinacion del tamafio muestral necesario para los ensayos de
biodisponibilidad, excrecidn y acumulacion in vivo se llevo a cabo empleando el

programa GPower 3.1, con un a = 0.05 y un poder estadistico (1-p) de 0.8.
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La especiacion de los alimentos, el procesado previo a la ingesta y el
transito a través del tracto gastrointestinal son factores que deberian
incluirse dentro de la evaluacion de la exposicién oral a As y el riesgo
asociado. El objetivo de este capitulo es identificar las especies
arsenicales presente en alimentos cocinados con agua contaminada y
sus fracciones bioaccesibles por técnicas convencionales y mediante el
uso de Espectroscopia de Absorcién de Rayos X Cercana al Borde de
Absorcion (XANES). Este estudio permitira identificar posibles
transformaciones del As durante los procesos previos a la llegada del
toxico a la circulacion sistémica y determinar el riesgo asociado a la

ingesta de estos alimentos de forma mas realista.

RESULTADOS

1. ARSENICO INORGANICO EN ALIMENTOS COCINADOS
CON AGUA CONTAMINADA Y EN SUS FRACCIONES
BIOACCESIBLES

La tabla 9 presenta los contenidos de As inorgénico detectados en el
agua de bebida y los alimentos cocinados consumidos por los nifios
asistentes a tres escuelas situadas en la region de Argentina objeto de
estudio. Las tres escuelas presentan diferentes niveles de As en el agua
de bebida. Los resultados muestran que la cantidad de As inorganico se
incrementa en los alimentos a medida que aumenta el contenido de As

inorganico en el agua utilizada para su preparacion.
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Tabla 9. Contenidos de As inorganico en muestras de aguas y alimentos
ingeridos por poblaciones argentinas. Valores expresados como media + SD
(n=5).

As inorganico
Poblacion Agua (ug/L) Alimentos (ug/kg)
Santa Teresa de Carballo 925 + 104 584 + 96
Taco Pozo 210+ 19 191 +99
Jumi Pozo 16 +5 39+17

Para evaluar la ingesta a partir de estos alimentos sélo se
conisderaron las comidas servidas en el colegio: un desayuno
consistente en una taza de infusion de mate o leche chocolateada en
polvo (250 mL) y una porcion de pan (45 g); una comida de mediodia
(300 g) consitente en estofado, pasta 0 sopa con carne; una merienda
similar al desayuno. La cena, servida en los hogares, no se incluy6 en
el estudio. Las ingestas de As inorganico en Santa Teresa de Carballo
(1530-1620 pg/dia; mediana: 1580 pg/dia) y Taco Pozo (360-431
pg/dia; mediana: 367 pg/dia) superan el valor de referencia
toxicoldgico propuesto por JEFCA para As inorganico (BMLDos: 3 g
As inorganico/kg pc/dia) que para un nifio de 31 kg de peso es de 93 pg
As inorganico/dia (JEFCA, 2011). En las tres localidades los alimentos
contribuyen de forma muy destacada al aporte dietético de As
inorganico (41-58%).

Tras la aplicacion de la digestion gastrointestinal simulada a las
muestras de alimentos de las dos areas con alta exposicion (Santa
Teresa de Carballo y Taco Pozo) se obtienen porcentajes de

bioaccesibilidad del As que oscilan entre 55-91%, valores que indican
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que una parte importante del As esta diponible para la absorcion. En
principio, el proceso digestivo no modifica de forma destacable el
riesgo asociado a la ingesta. Sin embargo, para poder afirmar este
hecho, hay que descartar que existan cambios en los estados de
oxidacion de las formas inorganicas [As(lI1)/As(V)] debido a los
cambios de pH, las actividades enzimaticas de la digestion y la
presencia de otros compuestos liberados de la matriz alimentaria. Estas
variaciones en el estado de oxidacion supondrian cambios en la

toxicidad.

2. ESPECIACION MEDIANTE XANES DE ALIMENTOS
COCINADOS CON AGUA CONTAMINADA Y EN SUS
FRACCIONES BIOACCESIBLES

Avanzar en una adecuada caracterizacion del estado de oxidacion del
As inorganico en los alimentos y en su fraccion bioaccesible
proporcionaria una valiosa informacién para refinar la evaluacion del
riesgo. Este abordaje se ha llevado a cabo en el presente capitulo
empleando XANES, considerado un método de especiacion
complementario a las técnicas tradicionales que al requerir un
procesamiento minimo de la muestra permite preservar las especies
arsenicales mas labiles (Nearing et al., 2014a). La detecciéon de As
empleando XAS requiere de concentraciones en la matriz de andlisis
superiores a 10 mg/kg ps (Nearing et al., 2014b). Las muestras de
alimentos obtenidas en Argentina (tabla 9) no cumplen este requisito,
ni siquiera las recogidas en el area con mayor contaminacion. Por lo
tanto, ha sido necesario preparar en el laboratorio muestras altamente

contaminadas con As inorganico mediante un proceso de coccién en
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una disolucion acuosa de 100 mg/L de As(V). Se han seleccionado
muestras de arroz, esparrago y ajo que en un trabajo previo mostraron
capacidad para reducir el As(V) utilizado en su coccion a As(llI)
(Calatayud et al., 2013). Las muestras crudas de estos tres alimentos
presentaron contenidos bajos de As (arroz: 0.11 mg/kg; espérrago: 0.28
mg/kg; ajo 0.08 mg/kg). Tras la coccion las concentraciones de As se
elevaron hasta 216 mg/kg en el arroz, 49 mg/kg en el esparrago y 48
mg/kg en el ajo. La digestion gastrointestinal solubilizé la mayor parte
del As presente en la muestra cocinada (arroz: 81-89%; esparrago: 84%;
ajo: > 99%).

2.1. Espectros de disoluciones patron de arsénico

Se obtuvieron los espectros XANES normalizados de distintos patrones
de As inorganico sélidos [As(I11) y As(V)] y liquidos (disoluciones de
As(I1) y As(V), As(I1)-Cys, As(V)-Cys, As(V)-gicerol) (figura 7).

El patrén de la disolucién de As(lI1) y el patron de As(lll) sélido
(As203) presentan un maximo de absorcién a 11871.5 eV, siendo el gje
de absorcion de la disolucién mas intenso que el del patron solido. Asi
mismo, las modulaciones de los espectros también son diferentes para
ambas sustancias, al existir diferentes caracteristicas de absorcion post-
borde a 11873.4 eV. Estas diferencias también se observan entre la
disolucion de As(V) y el patrén sélido de As(V) (KH2AsO,), ambas con
un maximo de absorcion a 11875 eV. La disparidad entre sales (solidas)
y disoluciones de As (liquidas) ha sido previamente reportada (Webb et
al., 2003; Smith et al., 2005).

El espectro del patron de As(l11)-Cys con un maximo de absorcién

a 11869.6 eV, es similar al hallado en estudios previos para otros
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compuestos con enlace As(111)-S [AsS, As(Glu)s] (Smith et al., 2005).
La metodologia XAS da informacidn de los &tomos vecinos a la especie
atémica seleccionada para la evaluacién; sin embargo no es capaz de
identificar atomos situados en posiciones mas alejadas. Por ese motivo,
el espectro de As(lI1)-Cys puede considerarse como un modelo de
cualquier forma de As(111) coordinada a tioles alifaticos [As(111)-S]. Por
otra parte, los espectros de los patrones As(l11)-Cys y As(V)-Cys son
practicamente idénticos. Este resultado demuestra que en presencia de
Cys se produce la reduccion del As(V) a As(l11), el cual forma un enlace
con el azufre del grupo tiol de este aminoacido. La reduccion de la
forma pentavalente de As en presencia de un exceso molar de Cys ha

sido evidenciada previamente (Chen et al., 1992).

La disolucion As(V)-glicerol presenta un maximo de absorcion a
11876 eV. Koch et al. (2011) ya evidencian que el espectro de As(V)-
glicerol a pH 6 presenta, respecto a la disolucién de As(V), una
diferencia de 1 eV en el maximo de absorcion y una mayor amplitud.
Estas diferencias han sido atribuidas a la presencia de As pentavalente
hexacoordinado en el compuesto de glicerol frente a la forma
tetraédrica del As(V) en disolucién. Tal y como ocurre con la disolucién
As(l11)-Cys, en este caso, el As(V)-glicerol puede considerarse un
modelo de formas arsenicales donde el As(V) esta coordinado con dos
grupos hidroxilo vecinales generando una forma de disposicion
octaédrica (Andrahennadi et al., 2009).
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As XANES
i
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Figura 7. Espectros XANES normalizados de patrones de As. Espectros de

disolucion As(l11)-Cys, disolucion As(V)-Cys, disolucion As(l1l), As;Os;
(sélido), KH2AsO4 (s6lido), disolucién As(V), disolucidn As(V)-glicerol.
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2.2. Espectros de alimentos y sus fracciones bioaccesibles

Los espectros XANES y sus correspondientes espectros de la primera
derivada de las muestras cocinadas y de la fraccion bioaccesible del
arroz, esparrago y ajo se muestran en la figura 8. Los ejes de absorcion
Ka del As del arroz cocinado y su fraccion bioaccesible se caracterizan
por un méximo de absorcion a 11875 eV, similar al de los espectros de
las disoluciones patrén de As(V), y una modulacion a 11871.5 eV que
coincide con el maximo de absorcion de la disolucién de As(l11). Tanto
el espectro XANES como su correspondiente primera derivada se
ajustan mejor con las disoluciones patrones de As(l11) y As(V) que con
las muestras sélidas de los patrones. Los resultados del ajuste por
combinacion lineal (LCF) de los espectros XANES indican una menor
proporcion de As(l11) en la muestra de arroz cocinada (12.2%) que en
su fraccion bioaccesible (17.5%) (tabla 10).

El espectro XANES de As de la muestra de esparrago cocinada se
caracteriza por dos picos principales a 11869.6 eV y 11876 eV, que
corresponden con el méaximo de absorcion de los espectros de la
disolucién patron As(I11)-Cys y As(V)-glicerol, respectivamente. El
ajuste LCF de los espectros XANES (tabla 10) muestra porcentajes
similares de ambas disoluciones [As(111)-Cys (54.5%); As(V)-glicerol
(45.5%)]. Estos datos indican la presencia en la muestra de esparrago
cocinada de formas arsenicales trivalentes unidas a grupos tiol y de
especies inorganicas pentavalentes en coordinacién octoédrica, unidas

posiblemente a compuestos con grupos OH vecinales.

Existen diferencias en las principales modulaciones e inflexiones
(observadas en la primera derivada) entre la muestra cocinada y la

fraccion bioaccesible del espéarrago (figura 8). En primer lugar el pico
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observado a 11869.6 eV en la muestra cocinada queda reducido a un
pequefio hombro en el espectro de la fraccion bioaccesible. Por otra
parte, el principal eje de absorcion en el espectro de la fraccion
bioaccesible aparece a 11875 eV, mientras que en la muestra cocinada
aparecia a 11876 eV, indicativo de la presencia en la fraccion
bioaccesible de As(V) en forma tetaédrica, el cual no se evidenciaba en
el alimento cocinado. ElI mejor ajuste de los espectros XANES se
obtiene utilizando las disoluciones patron de As(l11)-Cys (30.1%),
disolucion de As(V) (26.3%) y As(V)-glicerol (44%).

Por lo que respecta al ajo, el resultado de la combinacién lineal de
los espectros (LCF) obtenidos indica la presencia de As(V) [disolucién
de As(V) y As(V)-glicerol] y de As(lll) [disolucién de As(l11)] (tabla
10). El porcentaje de As(lll) es superior en la fraccion bioaccesible
(18.1%) que en la muestra cocinada (13.6%). Los porcentajes de As(V)
son superiores a los de As(l11) tanto en la muestra cocinada como en la
fracion bioaccesible. La disolucion de As(V) tiene mayor contribucion
en la fraccion bioaccesible (64.9%) que en la muestra cocinada (29.9%),
mientras que la distribucion de As(V)-glicerol presenta el patron

contrario [cocinada (56.4%), fraccion bioaccesible (17%)].
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As XANES As XANES 12 derivada
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Figura 8. Espectros XANES y sus correspondientes espectros de la
primera derivada en alimentos y sus fracciones bioaccesibles. Los
espectros XANES se analizaron por combinacién lineal utilizando los
siguientes patrones de As en disolucion: As(V), As(V)-glicerol, As(lll), As
(1)-cisteina.
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Tabla 10. Ajuste por combinacion lineal (LCF) de los espectros XANES.

LI AS(V()%LCHOI disoluAcsi(é\:\) (%) disolﬁi%lr:)(%)c As(zf!/?);cys VeI red. y*'
Arroz

Cocinado — 97.9/87.8° 13.6/12.2¢ - 111.5 0.007016
Fraccion bioaccesible — 91.6/82.4¢ 19.5/17.5¢ — 1111 0.003862
Esparrago

Cocinado 50.6/45.5¢ - — 60.5/54.5¢ 111.1 0.00109
Fraccion bioaccesible 48.8/44¢ 29/26.3¢ - 33.4/30.1¢ 110,8 0.00238
Ajo

Cocinado 100/56.4¢ 53.1/29.9¢ 24.2/13.6¢ - 177.3 0.00469
Fraccion bioaccesible 26.2/17¢ 100/64.9¢ 27.8/18.1° — 154 0.01491

& Ajuste con patrén de disolucién de As(V)-glicerol (Koch et al., 2011).

b Ajuste con patron de disolucion As(V) 1000 mg/L (de este estudio).

¢ Ajuste con patrén de disolucion As(l11) 1000 mg/L (de este estudio)

d Ajuste con patrén de disolucion As(l11)-cisteina 1000 mg/L (de este estudio).

¢ Total (recalculado a un total 100%).

fBondad de ajuste reducido, calculado como tres veces la estimacion de la SD para cada componente de la combinacién lineal
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DISCUSION

El riesgo asociado a la presencia de As en alimentos varia dependiendo de la
forma quimica en que éste se encuentra en el momento que el consumidor lo
ingiera. Los estudios sobre especiacion han mostrado la existencia de As
inorganico en alimentos listos para su consumo. La mayoria de estas evaluaciones
se han realizado en las matrices mas problematicas (algas y arroz) o en alimentos
procedentes de paises donde no existe una contaminacién por As. Sin embargo,
los estudios de especiacion en areas con arsenicismo crénico endémico son
escasos. Algunos trabajos aportan datos sobre contenidos de As inorganico en
alimentos crudos de dichas areas (Signes-Pastor et al., 2008; Rehman et al.,
2016). Otros cuantifican el toxico tras emular el cocinado de los alimentos en el
agua contaminada usada por las poblaciones (Diaz et al., 2004), pero
sorprendentemente son muy pocas las investigaciones sobre los contenidos de As
inorganico en los alimentos cocinados que constituyen la dieta de estas
poblaciones (Halder et al., 2014; Diaz et al., 2015; Rasheed et al., 2018). La
investigacion realizada en este capitulo de tesis contribuye a incrementar esta
informacidn. Evidencia la importante contribucion de los alimentos cocinados a
la ingesta de As inorganico (hasta un 55%) y la necesidad de valorar este aporte
al estimar la exposicion al toxico y el riesgo asociado. Ademas, pone de
manifiesto la existencia de poblacién infantil con una ingesta de As inorgéanico
muy superior al BMLDgs en la que deberian implementarse medidas sanitarias

encaminadas a disminuir la exposicion y la situacion de riesgo.

Una necesidad de investigacién adicional a la cuantificacion de As inorganico
en alimentos es intentar caracterizar el estado de oxidacion del As en estas
matrices, ya que, tal y como se ha indicado previamente (apartado 5,
introduccidn), la forma trivalente es mas toxica que la pentavalente. Para abordar

esta linea de trabajo, la muestra, sélida o liquida, debe experimentar la menor
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manipulacién posible antes de su analisis. La espectroscopia XANES constituye
una alternativa para esta especiacion. Esta metodologia se ha aplicado
previamente para la caracterizacion de alimentos crudos [arroz (Carey et al.,
2012; Maher et al., 2013; Kramar et al., 2017), moluscos (Whaley-Martin et al.,
2013) y setas (Nearing et al., 2014b)]. Sin embargo, no existen datos sobre
alimentos cocinados y sus fracciones bioaccesibles.

En el presente estudio, la especiacion con XANES muestra que tras el
cocinado de alimentos con agua contaminada emulando las condiciones
existentes en las areas con arsenicismo crénico, se producen transformaciones
con importantes implicaciones toxicolédgicas. En el alimento cocinado con agua
contaminada con As(V) se detectan concentraciones importantes de As
inorgénico en formatrivalente. La magnitud de la reduccion depende del alimento
[arroz (12%) < ajo (13%) < esparragos (55%)], que es posiblemente a su vez
funcion del poder reductor de la matriz. Calatayud et al. (2013) muestran,
analizando fracciones bioaccesibles de ajo y esparragos, que los esparragos

presentan mayor capacidad reductora.

Esta reduccion puede agravar la situacion de riesgo ya existente en estas
zonas; el cocinado con agua contaminada con As(V) incrementa los contenidos
de As inorganico y parte de este As se encuentra en forma trivalente. Sin
embargo, esta situacion puede ser diferente dependiendo de la matriz. El arroz y
el ajo presentan tras el cocinado, As(lll) en forma salina; sin embargo, en el
esparrago cocinado, el As trivalente aparece mayoritariamente unido a residuos
tiol. La presencia de complejos As(l11)-S ya ha sido puesta de manifiesto en setas
crudas (Nearing et al., 2014a) y arroz (Maher et al., 2013), pero es la primera vez
que se confirma la presencia de esta forma quimica de As en alimentos cocinados.
Un estudio previo realizado por Demirkol et al. (2004) muestra que los espérragos
presentaban los contenidos mas elevados de compuestos tiolados (N-

acetlcisteina, Cys, homocisteina, GSH) de todos los vegetales y frutas analizados.
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La presencia de compuestos sulfurados de As(I1l) en el bioaccesible modifica
posiblemente el ratio de absorcidn respecto al que cabria esperar si se tratase de
As(I11) coordinado con atomos de oxigeno. De hecho, en el capitulo 4, se
evidencia que en presencia de Cys o0 GSH, ambas formas inorgénicas de As se
transportan a través de monocapas de células intestinales en menor medida. Este
hecho, que también se confirma in vivo en el capitulo 5, sugiere que la formacion
de complejos de As inorganico con grupos tiol puede reducir la entrada de As en

la circulacion sistémica.

La aparicién de formas inorganicas pentavalente en forma octaédrica, posible
indicio que la formacion de complejos del As(V) con compuestos con grupos
hidroxilo vecinales, también podria afectar la toxicocinética y la toxicidad. Se
desconoce que compuestos podrian ser la fuente de estos grupos OH. Ambas
matrices alimentarias contienen numerosos compuestos fenolicos y flavonoides
con grupos OH vecinales (Chen et al., 2013; Fan et al., 2015), alguno de los
cuales han demostrado afinidad por otros elementos traza toxicos (Hider et al.,
2001; Symonowicz y Kolanek, 2012).

Por otro lado, el ultimo informe sobre As de la OMS/FAO (JECFA, 2011),
sefialé la necesidad de conocer la biodisponibilidad de As desde alimentos con
vistas a una mejor estimacion de la exposicion. La bioaccesibilidad estimada tras
un proceso in vitro de digestion gastrointestinal proporciona informacién sobre
la méaxima biodisponibilidad oral. En los alimentos cocinados analizados en el
presente trabajo las bioaccesibilidad son elevadas (> 81%); hecho que indica que
tras la ingesta una parte importante del As puede ser absorbida. Ademas, la
especiacion con XANES muestra que el proceso digestivo puede aumentar
ligeramente la proporcion de As inorganico en forma reducida existente tras el
proceso de cocinado de muestras de arroz y ajo. Por tanto, la consideracion del
procesado doméstico y la etapa digestiva puede modificar de forma considerable

el riesgo asociado a la ingesta.
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Ademés de los cambios mostrados en las matrices alimentarias, hay que
destacar el hecho de que en presencia de Cys la disolucion estandar de As(V) se
transforma en As(111)-Cys. Este hecho también tiene importantes implicaciones.
Hay que tener en cuenta que el agua es la principal via de exposicion en
poblaciones con arsenicismo crénico endémico. En el lumen existen un gran
nimero de sustancias reductoras procedentes de la dieta, de las células
gastrointestinales y de las secreciones biliares (Circu y Aw, 2012), las cuales
podrian llevar a cabo la reduccion de As(V) a As(l1l) tras la ingesta de agua de
bebida.

La reduccién del As(V) anterior a su entrada en la circulacion sistémica
muestra nuevamente que el tracto digestivo no es simplemente una barrera al paso
de sustancias y que existen procesos de transformacién previos a la absorcion
intestinal que pueden determinar tanto el ratio de absorcién como la toxicidad

local y sistémica del metaloide.

CONCLUSIONES

Este capitulo ha puesto de manifiesto la necesidad de considerar el aporte de As
inorganico a través de los alimentos a la hora de evaluar el riesgo asociado a la
exposicion a As en areas con arsenicismo cronico endémico. Considerar
Unicamente el aporte de As a través del agua de bebida subestima la exposicion.
Ademés, se ha evidenciado que el proceso de cocinado de los alimentos y la
posterior digestion gastrointestinal produce cambios en el As(V) aportado con el
agua utilizada para preparar los alimentos. Se generan formas inorganicas
trivalentes, cuyo grado de toxicidad es, en algunos casos, superior a la del As(V).
Este fendmeno de reduccidn posiblemente se produzca no s6lo en matrices
alimentarias si no también tras la ingesta de agua de bebida, ya que en el lumen

existen numerosos compuestos con capacidad reductora.
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Este capitulo muestra el riesgo que supone la ingesta de alimentos y agua
contaminada y reafirma la necesidad de reducir esta exposicion. Teniendo en
cuenta la dificultad que supone en muchas areas afectadas por arsenicismo
cronico endémico la eliminacion de As en las fuentes de exposicion, se propone
como alternativa disminuir la exposicion a As(lll) y As(V) actuando sobre su
llegada a la circulacion sistémica, objetivo de los siguientes capitulos de la

presente tesis doctoral.
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Los problemas de salud publica derivados de una exposicion cronica a As
inorganico se han descrito detalladamente en la introduccion. Ademés de estas
situaciones crdnicas, se ha evidenciado ingestas elevadas debido a un consumo
frecuente de determinados productos alimentarios. En su ultimo informe sobre
As, EFSA indica que, aunque los consumidores frecuentes de arroz y productos
derivados de algas tienen una exposicion dietética por debajo del valor
recomendado, no se puede excluir la posibilidad de riesgo (EFSA, 2009) y

recomienda disminuir la exposicion dietética a As inorganico.

La reduccion de la exposicidon al téxico, cuando éste se vehicula a través de
los alimentos, puede conseguirse mediante la disminucion de la contaminacion
del alimento o evitando su consumo. Tal y como se indica en la introduccion
(apartado 7), estas estrategias son de dificil implementacién. Una alternativa para
reducir la exposicion a As podria basarse en disminuir la entrada del metaloide a

la circulacion sistémica.

El objetivo de este capitulo es la blusqueda de componentes alimentarios
capaces de reducir la cantidad de As bioaccesible tras la digestion gastrointestinal
de agua [disoluciones acusas de As(Ill) y As(V)] y alimentos (arroz y algas
cocinadas), con el fin de encontrar alternativas para reducir la exposicion a As.
Una disminucion de la bioaccesibilidad supone una reduccion de la cantidad del
toxico que puede absorberse y llegar a la circulacion sistémica, y por tanto de la
exposicion interna al toxico. El empleo de componentes alimentarios busca que

estas estrategias no supongan un riesgo para el consumidor.
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RESULTADOS

1. EFECTO DE LOS COMPONENTES ALIMENTARIOS SOBRE LA
BIOACCESIBILIDAD DE ARSENICO DESDE DISOLUCIONES
ACUOSAS

La mayoria de componentes ensayados reducen significativamente la
bioaccesibilidad del As presente en la disolucion acuosa de As(l11), a excepcién
del quitosano y la metilcelulosa (MC). Para el As(V) no se consiguen reducciones
de la bioaccesibilidad con fitatos, sulfato clprico, acido citrico, alginato sddico,

carboximetilcelulosa (CMC) y A carragenato.

Las figuras 9 y 10 muestran los componentes que causan reducciones
superiores a un 30% en la bioaccesibilidad de As(l1l) y As(V) respectivamente.
Las reducciones mas importantes del As(l11) se producen en presencia de sales
de hierro (86-99%), didxido de titanio (42-67%), la combinacion calcio/fitato
(53-60%), N-acetilcisteina NAC (45-50%), hidroxipropilcelulosa HPC (40-
45%), saponina (30-42%), acido oxalico (37-40%) y hidroxipropilmetilcelulosa
HPMC (35-38%). Las mayores reducciones de la bioaccesibilidad del As(V) se
consiguen con los componentes inorganicos [Fe(lll): > 96%, Fe(ll): > 90%,
Al(I): > 93%, Ti(ll): 42-79%)], siendo los componentes de mayor complejidad
estructural menos eficaces [calcioffitato (47-51%), HPC (33-43%)].
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Figura 9. Efecto de los componentes alimentarios sobre la bioaccesibilidad de
disoluciones acuosas de As(l11). Porcentaje de reduccion de la solubilidad de As en una
disolucién acuosa de As(I11) (1 mg/L) tras la aplicacién de una digestion gastrointestinal
en presencia de componentes alimentarios. Valores expresados como media + SD (n=3).
Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas con respecto a la
digestién de la disolucion acuosa sin adicion del componente alimentario (p<0.05). El
simbolo (1) indica una diferencia estadisticamente significativa entre las dos
concentraciones ensayadas para cada componente (p<0.05).
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Figura 10. Efecto de los componentes alimentarios sobre la bioaccesibilidad de
disoluciones acusosas de As(V). Porcentaje de reduccién de la solubilidad de As en una
disolucién acuosa de As(V) (1 mg/L) tras la aplicacién de una digestion gastrointestinal
en presencia de componentes alimentarios. Valores expresados como media £ SD (n=3).
Los astericos indican diferencias estadisticamente significativas con respecto a la
digestion de la disolucion acuosa sin adicion del componente alimentario (p<0.05). El
simbolo (f) indica una diferencia estadisticamente significativa entre las dos
concentraciones ensayadas para cada componente (p<0.05).
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2. EFECTO DE LOS COMPONENTES ALIMENTARIOS SOBRE LA
BIOACCESIBILIDAD DE ARSENICO DESDE ALIMENTOS

Los contenidos de As total en muestras de arroz descritos en la literatura
raramente superan 1 mg/kg (EFSA, 2009; Codex, 2012). Para analizar el efecto
sobre la bioaccesibilidad de As de los componentes alimentarios se considero
necesario trabajar con arroz cocinado con agua adicionada con As(V) (1 mg/L)
para obtener concentraciones detectables en la fase soluble. Este procesado
ademas de incrementar notablemente el contenido de As en el alimento, emula la
situacion de poblaciones que consumen agua contaminada por este elemento. En
este estudio, los arroces blancos cocinados con As(V) presentan una
concentracion de As total que oscila entre 0.98-1.40 mg/kg (mediana 1.03 mg/kg)
similar a la hallada en arroces integrales (1.16-1.79 mg/kg; mediana 1.23 mg/kg).
La bioaccesibilidad de los arroces blancos cocinados (73-106%, mediana 95%)
es ligeramente superior a la de los arroces integrales (63-95%, mediana 75%).
Los contenidos de As en la fraccién bioaccesible son elevados para ambos tipos

de grano (arroz blanco: 0.72-1.40 mg/kg; arroz integral: 0.81-1.76 mg/kQ).

Por lo que respecta a las muestras de algas, es conocido que el alga parda
Hizikia fusiforme presenta elevados niveles de As, aportados mayoritariamente
por el As inorganico (apartado 2.2, introduccion). Asi también se evidencia en
este capitulo, donde las algas cocinadas presentan concentraciones de As que
oscilan entre 6.52 y 10.77 mg/kg (mediana 9.31 mg/kg). También la
bioaccesibilidad de As (45-103%, mediana 74%) y los contenidos de As en la
fraccion bioaccesible de las muestras analizadas son elevados (5.23-9.43 mg/kg),
por lo que, a diferencia de los arroces, no se plante6 su coccién en agua

adicionada con As.

El efecto de los componentes alimentarios sobre la bioaccesibilidad de As en

muestras cocinadas de arroz blanco, integral y del alga Hizikia fusiforme se
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muestra en las figuras 11, 12 y 13 respectivamente. Los resultados obtenidos
evidencian un comportamiento similar al observado en los patrones acuosos
(apartado 1, presente capitulo), dado que la mayoria de componentes
seleccionados producen reducciones en la bioaccesibilidad de As. De las sales
empleadas, so6lo el éxido de manganeso no conlleva cambios significativos en la
bioaccesibilidad de As desde los arroces; sin embargo, reduce la bioaccesibilidad
de As en algas a las dos concentraciones ensayadas (24-39%). Es muy destacable
la disminucién de la bioaccesibilidad de As producida por las dos formas de Fe.
La concentracion mas elevada de Fe (100 mg) disminuye casi por completo el As
presente en la fraccion soluble de los arroces y conlleva reducciones del 53-58%
del As solubilizado en algas. El sulfato de Al y el 6xido de Ti son también
componentes eficaces reduciendo la bioaccesibilidad de As. La digestién en
presencia de la concentracién mas elevada de Al (50 mg) supone reducciones
importantes en las tres matrices alimentarias (arroz blanco 68%; arroz integral
58%; algas 46%). El 6xido de Ti, en su concentraciéon mas elevada (20 mg),

reduce por igual la bioaccesibilidad en los arroces y las algas (45-54%).

En cuanto a los componentes alimentarios de estructura mas compleja, su
eficacia en la reduccion del As bioaccesible es inferior, especialmente para los
arroces. Las disminuciones de la bioaccesibilidad son significativas en arroces y
algas en presencia de la HPMC (20-23%), HPC (25-35%), saponinas (10-28%) y
la combinacion calcioffitato, que a la mayor concentracion ensayada (1.4 g/0.28
g) reduce un 30-31% la cantidad de As soluble presente en el arroz y un 49% la
del alga cocinada. Por otro lado, la mayor concentracion de NAC (300 mg)
supone reducciones significativas de la bioaccesibilidad de As en arroz blanco
(30%) y algas (26%); sin embargo, no afecta la bioaccesibilidad en el arroz

integral.
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Figura 11. Efecto de los componentes alimentarios sobre la bioaccesibilidad de As
en arroz blanco. Porcentaje de reduccidn de la bioaccesibilidad de As tras la aplicacion
de una digestion gastrointestinal en presencia de componentes alimentarios. Valores
expresados como media = SD (n=3). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas con respecto a la digestion del alimento sin adicién del componente
alimentario (p<0.05). El simbolo (}) indica una diferencia estadisticamente significativa
entre las dos concentraciones ensayadas para cada componente (p < 0.05).
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Figura 12. Efecto de los componentes alimentarios sobre la bioaccesibilidad de As
en arroz integral. Porcentaje de reduccion de la bioaccesibilidad de As tras la aplicacion
de una digestion gastrointestinal en presencia de componentes alimentarios. Valores
expresados como media + SD (n=3). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas con respecto a la digestion del alimento sin adicién del componente
alimentario (p<0.05). El simbolo () indica una diferencia estadisticamente significativa
entre las dos concentraciones ensayadas para cada componente (p < 0.05).
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Figura 13. Efecto de los componentes alimentarios sobre la bioaccesibilidad de As
en el alga Hizikia fusiforme. Porcentaje de reduccion de la bioaccesibilidad de As tras la
aplicacion de una digestion gastrointestinal en presencia de componentes alimentarios.
Valores expresados como media + SD (n=3). Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas con respecto a la digestion del alimento sin adicion del
componente alimentario (p<0.05). El simbolo () indica una diferencia estadisticamente
significativa entre las dos concentraciones ensayadas para cada componente (p < 0.05).
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3. EFECTO DE LOS COMPONENTES ALIMENTARIOS SOBRE LA
BIOACCESIBILIDAD DE ELEMENTOS ESENCIALES

Para los componentes alimentarios mas eficaces reduciendo la bioaccesibilidad
de As desde alimentos se ha estudiado el efecto de su adicion sobre la
bioaccesibilidad de elementos esenciales, con el fin de buscar estrategias
dietéticas que no conlleven efectos negativos sobre la salud en el caso de
plantearse su uso en intervenciones poblacionales. La tabla 11 muestra las
modificaciones en la bioaccesibilidad de Ca, Mg, K, Fe y P en muestras de arroz
blanco, integral y algas tras aplicar la digestion gastrointestinal en presencia de

estos componentes alimentarios.

En algas, solamente la presencia de &cido tanico reduce la bioaccesibilidad de
K, Fe y P; el resto de componentes no producen reducciones superiores al 24%,
y en algunos casos se observan incrementos de concentracion posiblemente
debido a la composicion quimica del componente dietario ensayado. En las
muestras de arroz los minerales mas afectados por los componentes son Ca, Fe 'y
P, cuyas reducciones en la bioaccesibilidad varian dependiendo del tipo de arroz.
Asi, en el arroz blanco hay que destacar las reducciones de Ca por parte del Fe(l11)
y la HPC, la disminucion de Fe por la HPC, la combinacion calcioffitato y el
acido tanico, y la reduccion del P por parte del Fe(lll) y la combinacion
calcioffitato. En el arroz integral, las sales de Fe y Ti reducen las fracciones
solubles de Ca y P tras la digestion gastrointestinal, en proporciones que varian
entre 38% y 90%.
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Tabla 11. Modificacién de la bioaccesibilidad de Ca, Mg, K, Fe y P en muestras de
alimentos tras aplicar la digestion gastrointestinal en presencia de componentes
alimentarios. Valores expresados como porcentajes respecto a las digestiones realizadas
sin componentes (media, n=2). Los valores negativos indican reducciones en presencia
de estos componentes.

Componentes Ca Mg K Fe P
Fe(ll) 0.5 -17 -1 2400 68
8 Fe(I11) -81 11 -5 721 -80
g TiO, 22 -12 -9 100 -6
S HPC -98 -19 -5 -58 -5
:: Calcio/fitato 15468 956 359 -100 -65
Acido tanico 316 891 -3 -95 89
Fe(ll) —63 16 -25 386 -83
s Fe(l111) -90 -7 =37 2064 -54
<)
g TiO; —67 -5 -19 -100 -38
N HPC -5 -5 19 122 12
E: Calcio/fitato 31596 362 69 -70 -91
Acido tanico 51 2899 576 -94 979
Fe(ll) 22 4 11 21846 -8
Fe(lll) 4 -2 0.2 24744 11
b2 TiO, 8 18 10 -4 -7
<£(” HPC -3 -17 -18 -24 -0.4
Calcio/fitato 12631 169 251 33 36
Acido tanico 12 671 -29 -100 -92
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DISCUSION

Tras la ingesta del alimento la cantidad del tdxico que llega a la circulacion
sistémica puede reducirse actuando a distintos niveles. Posiblemente, el empleo
de componentes que unan el As solubilizado durante la digestién dando lugar a
complejos de baja solubilidad sea una de las aproximaciones méas idéneas. En
este trabajo se ha utilizado esta aproximacién, seleccionando los componentes
inorganicos a ensayar en base a la informacion publicada sobre estrategias de
eliminacion del As de aguas residuales o destinadas a consumo humano, donde
el As inorganico es la forma mayoritaria. Los componentes mas empleados para
este fin son las sales de Fe, Al, Mn y Ti (Bissen y Frimmel, 2003; Mohan y
Pittman, 2007). Los resultados obtenidos en el presente capitulo evidencian que,
en presencia de Fe, Al y Ti se produce una importante reduccion de la cantidad
de As soluble tras la digestion gastrointestinal. Este descenso tiene lugar tanto en
patrones acuosos como en muestras de alimentos, si bien se observa un claro
efecto de la matriz alimentaria. Asi, en las algas la reduccion de la
bioaccesibilidad es menor tras los tratamientos con las sales de Fe y Al, indicando
que determinados componentes del alimento podrian interferir en la
adsorcion/coagulacion del As. Este resultado esta en linea con los reportados en
estudios medioambientales, donde se muestra que la presencia de
concentraciones elevadas de fosfatos, sulfatos y silicatos disminuye la eficacia

del tratamiento con 6xidos de Fe o Al (Jeong et al., 2007; Tuutijarvi et al., 2012).

En muestras de agua se ha comprobado que los adsorbentes/coagulantes en
forma de sales actian con mayor eficacia sobre el As(V) que sobre el As(lll),
incluso se recomienda como un paso necesario dentro de las estrategias de
eliminacion la oxidacion previa de As(I11) a As(V) (Sorlini y Gialdini, 2010).
Este efecto, sin embargo, no se observa en patrones de As(lll) y As(V) tras el
proceso de digestion gastrointestinal, ya que el Fe y el Ti reducen por igual la

bioaccesibilidad de ambas especies inorganicas.
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En cuanto a la seguridad del empleo de estas sales como estrategias de
intervencion poblacional, hay que destacar que todas ellas forman parte de
alimentos o son utilizadas como aditivos alimentarios. En la Union Europea, el
dioxido de Ti (E171) estd autorizado como colorante en los productos
alimenticios (Directiva 94/36/CE). Ademas, la Administracion de Alimentos y
Medicamentos de Estados Unidos (FDA, 2005) ha autorizado el uso de diéxido
de Ti en los alimentos, en concentraciones inferiores al 1%. El Al también esta
autorizado como aditivo. La Unidn Europea permite la utilizacion de aditivos que
contienen Al en algunos alimentos; en concreto, se permite el uso de sulfatos de
Al (E520-E523) en clara de huevo y en frutas y verduras glasé, confitadas o
cristalizadas (Directiva 95/2/CE). En cambio, a diferencia del Ti, el Al puede
tener ciertas implicaciones toxicoldgicas dependiendo de la concentracién
(EFSA, 2008). ElI Comit¢é Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos
Alimentarios (JECFA, 2007) propone una ingesta diaria provisional tolerable de
0.15 mg/kg pc, lo que supone una ingesta de 9 mg/dia para un adulto de 60 kg de
peso. En este capitulo, las reducciones significativas de la bioaccesibilidad de As
tienen lugar a concentraciones entre 5y 50 mg, por tanto, aungue el sulfato de Al
es eficaz eliminando As de la fraccion disponible para la absorcién intestinal, las
concentraciones necesarias no son adecuadas para garantizar la completa

seguridad de la estrategia.

Ademas del efecto sobre la bioaccesibilidad observado en presencia de las
sales anteriormente mencionadas, es interesante destacar la reduccion producida
por la combinacion calcioffitato (1/5), el acido tanico y algunas celulosas. El
fitato por si mismo no es capaz de reducir la solubilidad de ninguna de las formas
arsenicales, sin embargo, combinado con CaCl, produce disminuciones en los
patrones acuosos (48-70%) y en las matrices alimentarias (30-49%). La
formacion de complejos fitato-As inorganico es dificil de explicar. El grupo

fosfato del &cido fitico, cargado negativamente, se une fuertemente a los cationes
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metélicos haciéndolos insolubles (Bohn et al., 2008), pero dificilmente pueden
formar complejos con aniones. En muestas de alimentos, existe la posibilidad que
tras la digestion, una parte del As esté unido a proteinas y pequefios péptidos y
en esta forma pueda interaccionar con el fitato. Las interacciones proteinas/fitatos
son bien conocidas y la reduccion de la biodisponibilidad de las proteinas por
fitatos es un fendmeno muy estudiado (Cheryan, 1980; Kies et al., 2006). La
presencia de un exceso de Ca favorece la precipitacion del complejo. Se ha
reportado que por encima de pH 6, la mayor precipitacion de fitato ocurre a
proporciones molares de calcio/fitato entre 4 y 6.5 (Grynspan y Cheryan, 1983),

similares a las empleadas en el presente estudio.

El &cido tanico es rico en grupos carboxilo, y por tanto tiende a interaccionar
con cationes en disolucion tales como Cd y Pb (Pekdemir et al., 2000). De hecho,
se ha visto que la administracién de una disolucién al 2% de acido tanico reduce
la acumulacion de estos toxicos en ratas (Winiarska-Mieczan et al., 2013). Sin
embargo, la interaccion del &cido tanico con las especies arsenicales no puede
estar basada en los mismos mecanismos. Al igual que se ha comentado para los
fitatos, posiblemente la interaccion As-tanico se produzca a través de la union del
As a proteinas u otro tipo de moléculas. El &cido tanico y las proteinas interacttan
para formar complejos solubles e insolubles, y estos Gltimos se ven favorecidos
por un pH cercano al punto isoeléctrico de la proteina y un exceso de acido tanico
(Van Buren y Robinson, 1969).

Respecto a los derivados de celulosa, HPC y HPMC, posiblemente el efecto
se deba a una interaccion fisica. Estos hidrocoloides durante su hidratacion
forman una red en la que pueden quedar retenidos los componentes solubles en
el medio, red que presenta alta resistencia a la digestion gastrointestinal (Sanz y
Luyten, 2006). EI hecho de que HPC sea mas efectiva que HPMC en la reduccién
de la bioaccesibilidad de As puede deberse a las condiciones de precipitacion de

esta celulosa. EI fendmeno de precipitacion aumenta con la cantidad de
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sustituyentes hidroxipropilo (Haque et al., 1993; Carotenuto y Grizzuti, 2006), la
cual es mayor en el HPC. El empleo de ambos derivados de celulosa en la
industria alimentaria estd muy extendido; se consideran sustancias GRAS
(generally recognised as safe) y su uso como estrategia dietética a las
concentraciones adecuadas podria ser viable.

El beneficio que supone la disminucion de la bioaccesibilidad de As por parte
de las estrategias comentadas no es el Unico aspecto a valorar. Este trabajo ha
puesto de manifiesto que algunos de los componentes ensayados disminuyen
significativamente la bioaccesibilidad de minerales, especialmente en muestras
de arroz. El impacto de este descenso debe evaluarse en estudios in vivo y en el
contexto de una dieta completa para determinar si la aplicacion de las estrategias

conlleva efectos adversos asociados al estado nutricional.

CONCLUSIONES

El empleo de sales férricas, ferrosas o de titanio, la combinacion calcioffitato y la
integracion de derivados de celulosas o &cido tanico en la dieta, bien en forma de
suplementos o bien adicionados a los alimentos, pueden ser estrategias para
conseguirlo ya que disminuyen in vitro la bioaccesibilidad del As. Estos
componentes, que se ingieren de forma habitual con la dieta o son aceptados
como aditivos alimentarios, no deberian ser perjudiciales a las concentraciones
empleadas en este estudio. Sin embargo, en algunos casos, la adicion de estos
componentes produce la reduccién de la bioaccesibilidad de minerales,

especialmente del Cay Fe en las muestras de arroz.

La eficacia de las estrategias propuestas y su seguridad deben confirmarse in
vivo, ya que la interaccion observada durante la digestion in vitro podria verse
afectada por otros componentes presentes en el lumen incluida la accion de la

microbiota intestinal. Este punto se abordara en el capitulo 5 de la presente tesis.
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En el capitulo 3 se continta con la busqueda de elementos de la dieta que pudieran
reducir la bioaccesibilidad de As inorgénico, evaluando en este caso la eficacia
del empleo de cepas de bacterias lacticas y de S. cerevisiae de uso alimentario.
Se trata en ambos casos de microrganismos con status GRAS, que en condiciones
normales pueden ser introducidos en la dieta sin problemas derivados de su
seguridad alimentaria (JECFA, 2001).

Una de las principales aplicaciones de las bacterias lacticas es su uso en la
fermentacion de productos lacteos y en la produccion de vinos y cervezas.
Ademas de ser buenos conservantes, gracias a la accion microbiana de alguno de
los productos finales de su fermentacion, también mejoran las caracteristicas
organolépticas y la calidad nutricional del producto. En los ultimos afios, también
se estan empleando como suplementos dietéticos o en la fabricacion de alimentos
funcionales. La mayor parte de microorganismos catalogados como probiéticos
(microorganismos vivos que se introducen en la dieta y que, tras ser ingeridos en
cantidad suficiente, ejercen un efecto beneficioso en la salud) son bacterias acido-
lacticas, especialmente del género Lactobacillus y Bifidobacterium (Ljungh y
Wadstrém, 2006).

Las levaduras del género Saccharomyces, especialmente S. cerevisiae,
también han sido empleadas desde la antigiiedad en numerosos procesos
fermentativos dentro de la industria alimentaria. Recientemente, ciertas cepas de
S. cerevisiae estan siendo usadas como suplementos alimenticios debido a su alto
contenido en vitaminas, minerales y proteinas (Ferreira et al., 2010) y como
agentes probi6ticos en el tratamiento de diarreas cronicas, recurrentes o agudas
(Czerucka et al., 2007; McFarland, 2010).

Estudios previos muestran que algunas de estas cepas tienen capacidad de unir
cationes metalicos, incluso algunos elementos de naturaleza aniénica como el As

y el Cr (Monachese et al., 2012; Chiocchetti et al., 2018). La mayoria de estos
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estudios se han llevado a cabo por contacto de los microorganismos con agua
adicionada con el toxico y la posterior determinacion de la captacion celular. La
interaccion de las bacterias lacticas o levaduras con elementos traza toxicos en
las condiciones en las que se produce la digestion gastrointestinal o en presencia
de alimentos sélo se ha confirmado para las formas mercuriales més habituales
en alimentos (Jadan-Piedra et al., 2017a, 2017b).

RESULTADOS

1. ESTUDIO SOBRE LA CAPACIDAD DE BACTERIAS
LACTICAS Y SACCHAROMYCES CEREVISIAE DE UNIR
ARSENICO INORGANICO

Las tablas 12 y 13 muestran la cantidad de As captada por las bacterias lacticas
y las levaduras respectivamente tras un contacto con disoluciones salinas (PBS)
de As(l1l) y As(V) (1 mg/L) durante 4 h. Los resultados muestran que ninguna
de las cepas evaluadas tiene una elevada capacidad de retencién del As
inorganico. Los porcentajes de retencién no superan el 6% del As adicionado
inicialmente al medio. Este hecho contrasta con los datos obtenidos para otros
elementos traza toxicos (Jadan-Piedra et al., 2017a, 2017b), incluso con las
captaciones reportadas para As(l11) por L. acidophilus (Singh y Sarma, 2010) y

S. cerevisiae procedente de los residuos de una cervecera (Wu et al., 2012).

Con el fin de incrementar las retenciones obtenidas, se plante caracterizar
el tipo de interaccion entre el metaloide y las bacterias y levaduras. Para tal fin
se estudiaron diferentes factores que pudiesen influir en la captacion (apartado

2, presente capitulo).

110



Capitulo 3

Tabla 12. Captaciéon de As inorganico (1 mg/L) por cepas de bacterias lacticas.
Retencion celular de As tras exposicion de las cepas bacterias lacticas (DO 10) a As(l11)
y As(V) (1 mg/L, 10 mL) en PBS durante 4 h. Valores expresados como ng As (media +
SD, n=3) y en porcentaje de retencion respecto a la adicién de As(l11) o As(V).

As(111) As(V)

Cepa
ng % ng %
BL7 56.2 +6.3 0.5 7.2+0.1 0.1
BL10 183.6+15 1.9 72.0+16.1 0.8
BL17 317.1+25.7 3.3 489121 0.6
BL23 61.3+5.8 1.2 488+ 154 0.9
BL36 3143+ 144 3.0 232.2+49 2.9
BL73 2258+10.1 2.9 47.8+8.7 0.5
BL75 2290+ 111 3.2 59.8+6.4 0.6
BL166 101.7+£8.3 1.3 26+0.6 0.1
BL221 140.2+£ 119 1.2 424+122 0.4
BL278 96.1+124 14 30.2+£9.0 0.3
BL279 1156+04 1.2 12.6+0.2 0.1
BL280 211.8+5.5 25 320+£3.1 0.5
Lpp* 260.3+21.2 2.6 438.8 +19.0 5.6
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Tabla 13. Captacion de As inorganico (1 mg/L) por cepas de S. cerevisiae. Retencion
celular de As tras exposicion de las cepas de levaduras (DO 4) a As(l11) y As(V) (1 mg/L,
5 mL) en PBS durante 4 h. Valores expresados como ng As (media £ SD, n=3) y en
porcentaje de retencion respecto a la adicion de As(111) o As(V).

As(111) As(V)
Cepa

ng % ng %
2 17.8+0.9 13 93+£23 0.6
3 155+21 1.1 7.9+0.3 0.6
4 21.3+04 04 16.3+1.0 0.3
7 20.1+£3.1 04 7.8+3.0 0.1
8 96.6+4.1 1.9 27.0x£25 0.4
9 246.3+29.0 5.0 189+21 0.3
10 1428+1.7 2.9 10.8+1.0 0.2

2. FACTORES QUE AFECTAN LA CAPTACION DE ARSENICO
INORGANICO

2.1. Concentracion de las especies arsenicales

Algunos estudios sobre captacion de metales por bacterias o levaduras indican
que a medida que aumenta la concentracion se reduce la captacién del elemento
(Chiocchetti et al., 2018). Para determinar si ésta es la razén de la baja
acumulacion observada en el apartado 1, se ha ensayado una concentracion menor
de las formas arsenicales (0.1 mg/L frente a 1 mg/L). La tabla 14 muestra la
retencion celular de las cepas de bacterias lacticas y S. cerevisiae tras la

exposicion.
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Tabla 14. Captacion de As inorganico (0.1 mg/L) por cepas de bacterias lacticas y
levaduras. Retencion celular de As tras exposicion de las cepas de bacterias lacticas (DO
10) y levaduras (DO 4) a As(l11) y As(V) (0.1 mg/L, 5 mL) en PBS durante 4 h. Valores
expresados como ng As (media + SD, n=3) y en porcentaje de retencidn respecto a la
adicion de As(111) o As(V).

Cepa As(111) As(V)
140+£13 75+£0.2
BL17 (4.7%) (1.9%)
214121 19.4+£27
Bacterias BL36 (7.1%) (5.4%)
lacticas Lpp* 33.9+23 128+15
PP (11.5%) (4.4%)
9.1+17 7.7+0.6
BL7S (3.1%) (2.2%)
) 27.3+09 226+0.1
5.5%) (4.5%)
(
3 9.3+0.1 17.7+3.2
1.9%) (3.6%)
(
Saccharomyces g 23.4+£1.7 6.6+1.1
cerevisiae (4.9%) (1.1%)
9 27.8+3.2 74+1.1
(5.8%) (1.2%)
10 16.0+5.2 6.2+1.3
(3.3%) (1.0%)

Se observa para ambos tipos de microorganismos un aumento del porcentaje
de retencion respecto a los obtenidos a la concentracion de 1 mg/L (tablas 12 y
13); sin embargo, no se trata de retenciones relevantes (bacterias lacticas: 2-12%;
levaduras: 1-6%). Estos datos indican que la baja retencion observada a la
concentracién mas alta no se debe a un proceso de saturacién, ya que también se

evidencia una reducida acumulacidn a la concentracién mas baja.
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2.2. Viabilidad de los microorganismos

Debido al caracter anionico del As(l11) y del As(V), posiblemente la interaccion
a superficie sea minoritaria ya que las superficies celulares de ambos
microrganismos presentan mayoritariamente cargas negativas. No obstante, para
evaluar si la interaccion es superficial o requiere de alguna forma de transporte
se ha ensayado la captacion de As por las bacterias y levaduras tras ser sometidas
a un tratamiento térmico que reduce de forma importante su viabilidad. La figura
14 muestra la captacion de los microrganismos tratados y no tratados

térmicamente
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Figura 14. Efecto de la viabilidad de la cepa en la captacion de As inorgéanico.
Captacion de As(lI1) y As(V) (1 mg/L, 5 mL) tras exposicion durante 4 h de la cepa
bacteriana Lpp* (DO 10) y la cepa 10 de levadura (DO 4) con o sin tratamiento térmico
previo. Valores expresados como ng As (media = SD, n=3). Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas de la retencion por parte de los
microrganismos tratados térmicamente respecto a los no tratados (p < 0.05).
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En cualquiera de las condiciones la captacion es baja, si bien la viabilidad
favorece la acumulacion celular. Estos resultados sugieren que la captacion se ve
favorecida por algin proceso que precisa del metabolismo/transporte celular, el
cual coexiste con un proceso de interaccion superficial con componentes
celulares, especialmente notable en la captacién de As(lll) por parte de las
bacterias.

2.3. Medio de incubacion

Estudios en otros sistemas celulares han evidenciado que parte del transporte de
As(V) tiene lugar a través de los transportadores de fosfato debido a la similitud
estructural de ambos oxoaniones (Villa Bellosta y Sorribas, 2008; Calatayud et
al., 2012a). Para el As(l1l) se han descrito otro tipo de transportadores; algunas
permeasas de glucosa, aquaporinas y transportadores de aniones organicos (Liu
et al., 2002, 2006; Calatayud et al., 2012a). Por tanto, el transporte de As
inorganico puede verse afectado por la presencia de los sustratos de estos
transportadores debido a fenémenos de competencia. Para determinar este punto,
se han llevado a cabo incubaciones con diferentes medios. Para ninguno de los
medios ensayados se observa cambios de la captacion del As(I11) por parte de los
microorganismos (datos no mostrados). Los cambios de captacion observados

para As(V) se muestran en la figura 15.

La incubacion con medio salino sin fosfato (NaCl 0.9%) incrementa la
captacion de As(V) en ambas cepas con respecto a los datos obtenidos con PBS.
La adicion de fosfato inorganico al medio salino a la misma concentracion a la
que se encuentraen el PBS (NaCl 0.9% + 10 mM de Pi) reduce significativamente
la cantidad de As(V) acumulado por bacterias y levaduras. La presencia de
glucosa en el medio s6lo aumenta la entrada de As(V) en levaduras (retencion: 7-
10%).
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La inhibicion de la acumulacion de As(V) en presencia de fosfato sugiere una
competencia entre ambos elementos, debido posiblemente al empleo de un
transportador coman, tal y como se ha evidenciado en otros organismos (apartado
6.1, introduccion). El hecho de que la glucosa incremente el transporte de As(V)
en levaduras puede deberse a que el transporte al interior celular sea dependiente
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Figura 15. Efecto del medio de incubacién sobre la captacion de As inorganico por
bacterias lacticas y levaduras. Retencién celular de As tras exposicion de la cepa
bacteriana Lpp* (DO 10) y la cepa 10 de levadura (DO 4) a As(l11) y As(V) (1 mg/L, 5
mL) en diferentes medios de incubacion durante 4 h. Valores expresados como ng As
(media = SD, n=3).

Adicionalmente se evalud la concentracion de fosfato inorgénico necesaria
para producir la reduccion de la acumulacién celular de As(V) en bacterias y

levaduras. La figura 16 muestra la cantidad intracelular de As(V) en ambos
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microorganismos en ausencia de fosfato inorganico y a concentraciones

crecientes del mismo en el medio (0.01-10 mM).
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Figura 16. Efecto de la concentracion de fosfato inorganico sobre la captacion de
As(V). Retencion celular de As tras exposicion de la cepa Lpp* (DO 10, figura 16A) y la
cepa 10 de S. cerevisiae (DO 4, figura 16B) a As(V) (1 mg/L, 5 mL) en medio salino
(NaCl 0.9%) con diferentes concentraciones de fosfato inorganico durante 4 h. Valores
expresados como ng As (media + SD, n=3). Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas respecto a la retencidn en ausencia de fosfato (p < 0.05).
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Los resultados muestran que a partir de 0.1 mM de fosfato inorgéanico, la
retencion de As(V) empieza a reducirse. En bacterias lacticas, se observa un 27%
de reduccion en la acumulacion con 1 mM de fosfato inorgénico y un 88% de
reduccion en presencia de 10 mM. La retencion de As(V) a las concentraciones
de fosfato habituales en el plasma de adultos (0.9-1.4 mM, Nadaraja, 2011) son
elevadas (38-40%). En S. cerevisiae, la reduccion es del 28% a la concentracion
de 0.1 mM de fosfato inorganico y del 60% para las concentraciones de 1y 10
mM; sin embargo, incluso en ausencia de fosfato inorganico los porcentajes de

retencion en levaduras son bajos.

Los datos muestran que las levaduras no son capaces de captar mas de un 10%
del As inorganico adicionado; sin embargo, la cepa bacteriana Lpp* puede llegar
a captar cantidades relevantes de As(V) a concentraciones de fosfato en el medio
<1 mM. Para determinar si estas condiciones también favorecen la captacién en
otras bacterias lacticas, se han incubado las cepas BL36, LGG y BL10 con As(V),
empleando un medio con una concentracion de fosfato de 1 mM (figura 17). Los
resultados muestran que las captaciones son también importantes para BL36
(25%) y BL10 (28%). L. plantarum LGG, sin embargo, no presenta una elevada

acumulacién celular (9%).
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Figura 17. Captacién de As(V) por cepas de bacterias lacticas en un medio con
fosfato inorgénico 1 mM. Retencion celular de As tras exposicion de las cepas de
bacterias lacticas (DO 10) a As(V) (1 mg/L, 5 mL) en NaCl 0.9% con tampdn fosfato
sodico 1 mM durante 4 h. Valores expresados como ng As (media = SD, n=3).

3. EFECTO DE LAS BACTERIAS LACTICAS Y LEVADURAS SOBRE
LA BIOACCESIBILIDAD DE ARSENICO INORGANICO

Los datos obtenidos en los ensayos de captacion muestran que las bacterias
lacticas y las levaduras ensayadas no son capaces de captar As inorganico de
forma significativa, a menos que las concentraciones de fosfato inorganico del
medio sean inferiores a 1 mM. Este hecho sugiere que estos microrganismos no
son buenas estrategias para conseguir la reduccién de la cantidad de As que queda
disponible tras la digestion. Sin embargo, debido a que las condiciones del
proceso digestivo son diferentes a las empleadas en los estudios de captacién y

que durante el proceso se adicionan diferentes enzimas con actividades que
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podrian modificar la superficie de estos microorganismos, se creyd conveniente
determinar la captacion de As inorganico por parte de estos microorganismos
durante el proceso digestivo.

La acumulacion celular de As(111) y As(V) (1 mg/L) en bacterias y levaduras
tras aplicar una digestion gastrointestinal simulada se muestra en las tablas 15y
16 respectivamente. Los datos muestran que la captacion no es relevante para
ninguna de las cepas ensayadas (< 9%), y que por tanto estos microorganismos
no son adecuados para su empleo como reductores de la cantidad de As
bioaccesible. La reduccion de la captacion observada, especialmente en bacterias,
con respecto a los resultados obtenidos cuando se trabaja con un medio con
fosfato 1 mM (figuras 16-17) puede ser debido al aporte de fosfato de los
diferentes enzimas y sales que se emplean para la digestién gastrointestinal in

vitro.

Tabla 15. Captacién de As inorganico por cepas de bacterias lacticas durante la
digestion gastrointestinal. Retencion celular de As tras la digestion gastrointestinal
conjunta de cepas de bacterias lacticas (DO 10) con disoluciones de As(I11) y As(V) (1
mg/L, 10 mL). Valores expresados como ng As (media = SD, n=3) y en porcentaje de
retencidn respecto a la adicion de As(l11) o As(V).

As(l) As(V)
Cepas
ng % ng %
BL36 327 +22 8 13+1 0.3
BL10 329+ 30 8 1712 0.5
Lpp* 388 +£28 9 205 0.5
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Tabla 16. Captacién de As inorganico por cepas de S. cerevisiae durante la digestion
gastrointestinal. Retencion celular de As tras la digestion gastrointestinal conjunta de
cepas de levaduras (DO 4) con disoluciones de As(I11) y As(V) (1 mg/L, 25 mL). Valores
expresados como ng As (media + SD, n=3) y en porcentaje de retencidn respecto a la
adicion de As(111) o As(V).

As(l) As(V)
Cepas
ng % ng %
2 1455 + 181 4 834+ 7 3
3 1375+ 59 4 1262 + 37 4
9 1815 + 46 5 779+ 78 3
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DISCUSION

El empleo de microorganismos por su capacidad de captar elementos traza
toxicos se ha extendido en los ultimos afios. Su uso como estrategia de
bioremediacion ha dado resultados satisfactorios. La concentracion de elementos
como As, Cd, Cr, Cu, Hg, Niy Pb se ha reducido de forma considerable en suelos
y aguas contaminadas tras aplicar métodos convencionales coadyuvados por
microorganismos normalmente inmovilizados sobre diferentes tipos de
materiales 0 mediante el empleo de bacterias y levaduras sin otro tratamiento
complementario (Dixit et al., 2015; de Alencar et al., 2017, Niloofar et al., 2017).
Estas aplicaciones, inicialmente s6lo medioambientales, se han extendido a otros
campos. Asi, Zhai et al. (2016) han conseguido reducir considerablemente (46-
62%) el Cd presente en zumos vegetales empleando L. plantarum CCFM8610
(10" UFC/mL). Da Silva y Gonzaga do Prado-Filho (1999) también ponen de
manifiesto una captacion de Cd por parte de S. cerevisiae (10%) durante el

proceso de fermentacion del mosto de la cafia de azUcar.

La captacion de metales/metaloides por bacterias y levaduras se produce
principalmente a través de dos mecanismos: adsorcion del elemento a superficie
y/o internalizacion. La superficie de las bacterias lacticas esta compuesta por una
capa gruesa de peptidoglucanos, &cidos (lipo) teicoicos, proteinas y polisacéridos.
Algunas cepas también pueden producir exopolisacéridos. Estas estructuras
contienen varios grupos con carga negativa que pueden favorecer la union a
superficie de cationes metalicos. Teemu et al. (2008) ponen de manifiesto que la
union de Cd y Pb a L. fermentum ME3 y Bifidobacterium longum 46 se reduce
cuando las cargas negativas de los grupos carboxilo y fosforilo se neutralizan
quimicamente, hecho que evidencia la participacion de estos grupos funcionales

en la adsorcion de ambos metales. El papel de los grupos carboxilo de las
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proteinas de la capa S de L. kefir también se ha evidenciado importante para la
captacion de metales como el Cd, Zn, Pb y Ni (Gerbino et al., 2011).

La pared celular de la levadura también se compone de varias capas que
contienen grupos anionicos. La capa interna, que consiste en B-D-glucanos [f
(1,3)- y B (1,6) -D-glucanos] y quitina, representa 50-60% del peso seco de la
pared. La capa externa estd formada por manoproteinas fuertemente glicosiladas.
Se ha identificado el papel de los fosfomananos y los grupos carboxilo de las
proteinas de la pared celular de la levadura S. cerevisiae en la unién de cationes
metalicos (Seki et al., 2005).

Esta estructura superficial capaz de interaccionar con cationes metalicos; no
resulta tan favorable para la captacién de elementos anionicos como el As
inorganico. Halttunen et al. (2007) muestran la baja capacidad de union de As
inorgéanico por parte de las bacterias lacticas, que requieren de modificaciones
guimicas de la superficie (adicibn de grupos amino) para conseguir
acumulaciones relevantes de As(V) (38 £ 9%). Sin embargo, otros estudios ponen
de manifiesto captaciones importantes de las formas inorganicas en disoluciones
acuosas empleando L. plantarum y S. cerevisiae (Singh y Sarma, 2010; Roy et
al., 2013). En el presente estudio, no se ha conseguido una captacion elevada de
As(I11) bajo ninguna condicion y s6lo algunas cepas de Lactobacillus son capaces
de captar cantidades de As(V) relevantes (25-40%) cuando las concentraciones
de fosfato en el medio no superan 1 mM; situacion que no es esperable en el

lumen intestinal.

Los diferentes ensayos apuntan a una escasa interaccion superficial y a la
participacion de algun mecanismo de internalizacion, ya que los microrganismos
tratados térmicamente presentan una menor acumulacion. La internalizacion de
elementos traza toxicos también se ha descrito en bacterias y levaduras, y se han

identificado algunos transportadores participes en la misma. Shen et al. (2012)
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ponen de manifiesto que la sobreexpresion del transportador de fosfato Pho84 en
cepas de Saccharomyces aumenta un 50% el transporte de As(V). Shah et al.
(2010) muestran que las células de S. cerevisiae que sobreexpresan la
aquagliceroporina Fpslp eliminan un 40% mas de As(l11) del medio extracelular.
También se han identificado transportadores de As inorganico en bacterias. En
Escherichia coli, el As(V) se internaliza mediante dos transportadores de fosfato,
PST y Pit. PST es un sistema de alta afinidad y baja capacidad inducido por
situaciones de deficiencia de fosfato, mientras que el Pit es un sistema

constitutivo de baja afinidad y alta capacidad (Yang et al., 2012).

En el presente estudio se evidencia que el transporte de As(V) se reduce en
presencia de fosfato en el medio, especialmente en Lactobacillus. Este hecho
sugiere que el As(V) se acumula en las bacterias lacticas evaluadas gracias a la
participacion del transportador de fosfato, tal y como indican los trabajos
previamente citados (apartado 6.1, introduccion). Esta competencia reduce las
posibilidades de emplear las bacterias lacticas y las levaduras del género
Saccharomyces para intentar reducir la cantidad de As que queda soluble tras la
digestion (bioaccesibilidad), ya que en el lumen intestinal existen contenidos

elevados de fosfato.

CONCLUSIONES

A diferencia de lo que ocurre con otros elementos traza, la
adsorcidn/internalizacion del As inorgénico en bacterias lacticas y S. cerevisiae
es baja y esto hace que su eficacia reduciendo la bioaccesibilidad de estas formas
arsenicales sea minima. Estos datos indican que en principio no son alternativas
adecuadas para ser empleadas en la reduccién de la biodisponibilidad de este
metaloide. Sin embargo, hay que tener en cuenta que la reduccion de la

biodisponibilidad se puede lograr a través de diferentes vias; por ese motivo no

124



Capitulo 3

se ha descartado el uso de estos microorganismos como estrategias de reduccion.
Asi, en el capitulo 4 de la presente tesis se muestran los ensayos realizados con
el fin de determinar si estos microrganismos son efectivos reduciendo el
transporte intestinal del toxico, otra via para disminuir la biodisponibilidad oral.
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Los capitulos 2 y 3 han evaluado la posibilidad de reducir la cantidad de As que
tras la ingesta llega a la circulacion sistémica mediante el empleo de componentes
alimentarios o microorganismos de grado alimentario capaces de disminuir la
cantidad de elemento que queda soluble tras la digestion y que por tanto esta
disponible para la absorcion. Otra forma de abordar el objetivo de reducir la
Ilegada del toxico a la circulacion sistémica es actuando directamente sobre la
absorcion intestinal, es decir, sobre el transporte del toxico a través de la pared

gastrointestinal.

La absorcidn intestinal depende de las caracteristicas fisicoquimicas de la
sustancia y de sus interacciones con los distintos elementos del lumen y la
superficie del epitelio gastrointestinal. El proceso de absorcién puede verse
afectado por diversos mecanismos: la union del contaminante con compuestos
gue reducen su solubilidad o su paso a través del epitelio, la competencia entre el
contaminante y los compuestos dietéticos por los mecanismos de entrada al
epitelio o una modulacion de la permeabilidad paracelular del epitelio por accién

de estos compuestos (Vazquez et al., 2015).

El objetivo de este capitulo es la busqueda de estrategias basadas en
componentes de la dieta y suplementos, cepas de bacterias lacticas y S. cerevisiae
capaces de reducir la cantidad de As que se transporta a través de la pared
intestinal. EI modelo celular empleado ha consistido en un co-cultivo NCM-
460/HT29-MTX, ambos tipos celulares procedentes del epitelio colonico
humano. Esta combinacion trata de emular la composicion celular mayoritaria del
epitelio intestinal, cuyos tipos celulares mas abundantes son los enterocitos
(representados por las NCM-460) y las células mucosecretoras (representadas por
las HT29-MTX).
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RESULTADOS

1. EVALUACION DE LA INTEGRIDAD DE LA MONOCAPA CELULAR
EN LOS ENSAYOS DE TRANSPORTE

Se llevaron a cabo ensayos de viabilidad previos al disefio de los estudios de
transporte con el fin de trabajar en condiciones subletales. Los resultados de
viabilidad de las monocapas expuestas a concentraciones entre 0.5y 2 mg/L de
As(111) y As(V) durante 4 h indican que no existen reducciones importantes de la
actividad mitocondrial (datos no mostrados). En los ensayos de transporte se ha
trabajado a tiempos inferiores a 2 h y concentraciones de 0.75 mg/L, por tanto en

condiciones que no afectan la viabilidad celular.

Por otra parte, en todos los ensayos presentados en este capitulo, la
permeabilidad de LY de los co-cultivos se ha mantenido dentro de los limites
establecidos para considerar la monocapa integra (apartado 10.3.4, metodologia).
Atendiendo a estos resultados, se puede decir que se ha trabajado con monocapas
integras y que los cambios observados al variar las condiciones de ensayo no son
debidos a una desestructuracion de la monocapa celular o a una pérdida de

viabilidad, si no al propio efecto del tratamiento.

2. COEFICIENTES DE PERMEABILIDAD APARENTE DEL MODELO
CELULAR EMPLEADO

El modelo celular empleado en la presente tesis no habia sido previamente usado
para estudios de transporte de As inorgénico. Las monocapas formadas por los
co-cultivos NCM-460/HT29-MT X tienen una mayor apertura intercelular que las
producidas por las células Caco-2. Esta mayor apertura implica un aumento en el
transporte paracelular, que puede favorecer el transporte de las dos formas
inorganicas de As debido a la importante participacion de la via paracelular en su

transporte (apartado 8.1.2, introduccion).
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La tabla 17 muestra los coeficientes de permeabilidad aparente (Payp) y la
retencion en células y mucus de las formas inorgénicas de As en el co-cultivo
NCM-460/HT29-MTX. El P4y obtenido es mayor que el evidenciado por otros
autores en monocultivos Caco-2 (Calatayud et al., 2010, 2011). La acumulacion
celular es baja (< 4%) y no se observa una retencion notable en el mucus (< 6%).
Este modelo resulta més conveniente que el monocultivo Caco-2 porque
incorpora las células mucosecretoras y ademas presenta una mayor

permeabilidad, hecho que facilitara la deteccién del metaloide.

Tabla 17. Coeficiente de permeabilidad aparente (Papp) y retencién en células y
mucus en el modelo celular ensayado. Valores de Pagp (%1075, cm/s) y acumulacion en
células y mucus (ng) en co-cultivos NCM-460/HT29-MT X (80/20) expuestos a As(l11) y
As(V) (0.75 mg/L; 1 uM) durante 2 h. Valores expresados como media + SD (n = 3).

Especie Papp Retencion celular Retencién mucus
P (x 10°5, cm/s) (ng) (ng)

As(I1) 3.8+£0.01 13+£3 13+2

As(V) 2.8+0.05 14+£2 18+5

3. EFECTO DE LOS COMPONENTES ALIMENTARIOS SOBRE LA
PERMEABILIDAD DE ARSENICO INORGANICO

Los componentes de la dieta ensayados (n=25; tabla 7) se han elegido por
presentar caracteristicas que podrian favorecer la reduccion del transporte de As
inorganico a través de la monocapa celular mediante los mecanismos previamente

descritos (introduccion, capitulo 4).
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3.1. Efecto de los componentes alimentarios sobre la permeabilidad de
disoluciones acuosas de As(l11) y As(V)

Las figuras 18 y 19 muestran las reducciones del Py, debidas a la adicion de los
componentes alimentarios en co-cultivos NCM-460/HT29-MTX para As(lll) y
As(V) respectivamente. El ndmero de tratamientos que reducen
significativamente el transporte es elevado para ambas especies [As(IIl) 84%,
As(V) 76%]. En general, se observan mayores reducciones del Pa para el
As(I11), las cuales son destacables en presencia de curcumina (53%), Fe(ll)
(46%), Cys (44%), fosfato (43%), quercetina (42%), epigalocatequina (41%) y
Mg(Il) (41%). En el caso de As(V), las reducciones mas notables se producen
tras la adicion de Zn(l1) (41%), Ca(ll) (40%) y cisteina (36%).
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Figura 18. Efecto de los componentes alimentarios sobre el transporte de As(111) en
co-cultivos NCM-460/HT29-MTX. Las barras representan los porcentajes de reduccion
de los coeficientes de permeabilidad aparente (Papp) en co-cultivos NCM-460/HT29-
MTX (80/20) co-expuestos a As(I11) (0.75 mg/L) y los compuestos alimentarios (37 °C,
2 h). Resultados expresados como media + SD (n=3). La figura muestra Unicamente las
reducciones estadisticamente significativas con respecto al ensayo realizado sin
compuestos alimentarios (p < 0.05).
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Figura 19. Efecto de los componentes alimentarios sobre el transporte de As(V) en
co-cultivos NCM-460/HT29-MTX. Las barras representan los porcentajes de reduccion
de los coeficientes de permeabilidad aparente (Pap) en co-cultivos NCM-460/HT29-
MTX (80/20) co-expuestos a As(V) (0.75 mg/L) y los compuestos alimentarios (37 °C, 2
h). Resultados expresados como media + SD (n=3). La figura muestra Unicamente las
reducciones estadisticamente significativas con respecto al ensayo realizado sin
compuestos alimentarios (p < 0.05).

3.2. Influencia de suplementos dietéticos y extractos vegetales en la
permeabilidad de As(l11) y As(V)

Los extractos vegetales y suplementos utilizados (n=7; tabla 8) han sido
seleccionados por tratarse de fuentes importantes de los componentes
alimentarios que se han mostrado més eficaces reduciendo la permeabilidad de
As(111) y As(V) en las disoluciones estandar (apartado 3.1, presente capitulo).
Asi, se ha evaluado la reduccion de la absorcion de patrones de As(I11) y As(V)
en presencia de extractos ricos en polifenoles (té verde, cacao, semilla de uva),

en grupos tiol (extracto de ajo, brécoli, alcachofa) y tras la adicion de suplementos
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de Fe. La figura 20 muestra las reducciones de la permeabilidad de As(lll) y
As(V) en co-cultivos NCM-460/HT29-MTX.
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Figura 20. Efecto de los suplementos dietéticos y extractos vegetales sobre el
transporte de As(l11) y As(V) en co-cultivos NCM-460/HT29-MTX. Las barras
representan los porcentajes de reduccion de los coeficientes de permeabilidad aparente
(Papp) €n co-cultivos NCM-460/HT29-MT X co-expuestos a As(111) o As(V) (0.75 mg/L)
y los extractos vegetales o suplementos dietéticos (37 °C, 2 h). Resultados expresados
como media £+ SD (n=3). Los asteriscos indican reducciones estadisticamente
significativas con respecto al ensayo realizado sin extractos o suplementos (p < 0.05).

Las reducciones del Py, son similares para ambas especies [As(I11): 12-34%;

As(V): 18-48%]. Hay que destacar las reducciones en presencia de extracto de
alcachofa [As(l11): 30 £ 5 %; As(V): 45 = 2 %] y de uva [As(lll): 33 + 4 %;

134



Capitulo 4

As(V): 36 £ 4 %]. Adicionalmente se ha evidenciado una reduccion elevada del
Papp de As(V) con el suplemento de Fe (48 £ 2 %).

3.3. Influencia de los componentes alimentarios, suplementos y extractos

vegetales sobre la permeabilidad del arsénico presente en alimentos

Para la evaluacion de la permeabilidad en alimentos se han seleccionado algas
pardas Hizikia fusiforme (hijiki) previamente cocinadas y arroz blanco sometido
a un proceso de coccidn con agua adicionada con As(V). Las muestras de algas
presentan contenidos de As total en la fraccion soluble (5.6 + 1.2 mg/kg) que
suponen un 45% del As presente en el alga cocinada. En cuanto al arroz, la
cantidad de As extraida tras la aplicacién del proceso digestivo oscila entre 0.9-

1.1 mg/kg, indicando que la mayor parte del As esta bioaccesible (74-98%).

Los compuestos alimentarios y los extractos y suplementos seleccionados para
el estudio en alimentos fueron los que produjeron reducciones superiores al 35%
en la permeabilidad de los estandares de As(l11) y/o As(V) (apartados 3.1y 3.2,
presente capitulo). Las tablas 18 y 19 muestran las disminuciones del Py, del As
para arroz y algas respectivamente en co-cultivos NCM-460/HT29-MTX tras la
co-exposicién con los componentes alimentarios, extractos o suplementos

seleccionados.
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Tabla 18. Efecto de los componentes alimentarios, los suplementos dietéticos y
extractos vegetales sobre el transporte de As desde arroz. Contenido de As en la
fraccién bioaccesible afiadida a los cultivos celulares (adicién), coeficiente de
permeabilidad aparente (Papp) del As y porcentajes de reduccion de Payp (media + SD,
n=3). Co-cultivos NCM-460/HT29-MTX (80/20) expuestos durante 90 min a la fraccion
bioaccesible de muestras de arroz en ausencia o presencia de los componentes
alimentarios, extractos o suplementos. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas en los valores de Py, con respecto al ensayo realizado sin los compuestos

(p < 0.05).
Adicion Papp Reduccion
(ng As) (x 10 cmy/s) Papp (%0)
Componentes alimentarios

Sin componente 915 1.22
Cisteina 773 0.68 44+ 7%
Cloruro de Mg 753 0.91 26£3*
Curcumina 740 0.37 70+7*
Epigalocatequina 913 0.73 40£6*
Fosfato de amonio 755 0.77 37+5*
Quercetina 707 0.79 3BEl*
Sulfato de Fe(ll) 908 0.97 21+2*

Extractos y suplementos

Sin extracto/suplemento 759 0.33
Extracto de alcachofa 818 0.15 54+8*
Extracto de uva 716 0.13 62+8*
Suplemento de Fe(ll) 720 0.16 53+5*
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Tabla 19. Efecto de los componentes alimentarios, los suplementos dietéticos y
extractos vegetales sobre el transporte de As desde el alga Hizikia fusiforme.
Contenido de As en la fraccion bioaccesible afiadida a los cultivos celulares (adicion),
coeficiente de permeabilidad aparente del As (Pap) y porcentajes de reduccion de Pagp
(media + SD, n=3). Co-cultivos NCM-460/HT29-MT X (80/20) expuestos durante 90 min
a la fraccion bioaccesible de muestras de algas en ausencia o presencia de los
componentes alimentarios, extractos o suplementos. Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas en los valores de Payp con respecto al ensayo realizado sin
los compuestos (p < 0.05).

Adicion Papp Reduccion
(ng As) (x 105 cm/s) Papp (%)
Componentes alimentarios
Sin componente 404 1.58
Cisteina 410 0.98 38+3*
Cloruro de Mg 404 1.04 34+6*
Curcumina 426 0.94 40+£2%*
Epigalocatequina 405 0.74 53+4*
Fosfato de amonio 381 0.75 53+4*
Quercetina 425 1.12 29+3*
Sulfato de Fe(ll) 400 0.63 59+2*
Extractos y suplementos
Sin extracto/suplemento 562 1.10
Extracto de alcachofa 574 0.93 15+6*
Extracto de uva 571 1.03 62
Suplemento de Fe(ll) 577 1.03 6+3

Los datos muestran importantes reducciones en el transporte del As presente
en la fraccion bioaccesible de los alimentos en presencia de los compuestos
ensayados. En arroz, hay que destacar el descenso en el Pap (> 44%) en presencia
de curcumina y Cys, asi como con los extractos de uva y alcachofa y el

suplemento de Fe. En algas, los componentes alimentarios son también eficaces,
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con reducciones medias que oscilan entre 29 y 59%; sin embargo, los extractos y
el suplemento de Fe no producen este efecto. Posiblemente para esta matriz se

requieran concentraciones mas elevadas.

4. INFLUENCIA DE LAS BACTERIAS LACTICAS Y
SACCHAROMYCES SOBRE LA PERMEABILIDAD DE ARSENICO
INORGANICO

Se realizaron ensayos preliminares para determinar el tipo de exposicion mas
adecuado para conseguir la reduccién de la permeabilidad de las especies
arsenicales: una pre-incubacion con las bacterias o levaduras durante 2 h y un
posterior tratamiento con As(lIl) o una co-exposicién As(lI1)/microorganismo.
Los resultados muestran que para las bacterias sélo la pre-incubacion favorece la
reduccién de la permeabilidad (33 £ 18%); mientras que para las levaduras se
obtiene reducciones similares (pre-incubacion: 25 + 7%; co-exposicion: 17 +
4%). Atendiendo a estos resultados, las bacterias se ensayaron con pre-incubacion
y las levaduras con co-exposicion, en este Gltimo caso debido a que este tipo de

tratamiento es mas sencillo.

4.1. Efecto de las bacterias lacticas sobre la permeabilidad de disoluciones
acuosas de As(111) y As(V)

Los ensayos con las bacterias lacticas tras la pre-incubacion durante 2 h muestran
reducciones importantes del transporte a través de la monocapa intestinal (tabla
20). Las reducciones son mayores para As(l11) (33-58%) que para As(V) (15-
32%). Son destacables las reducciones de permeabilidad de As(l1l) observadas
con las bacterias BL36, LGG y Lpp™.

138



Capitulo 4

Tabla 20. Efecto de las bacterias lacticas sobre el transporte de As(I11) y As(V).
Reducciones de los coeficientes de permeabilidad aparente (Papp) del As en co-cultivos
NCM-460/HT29MT X pre-incubados con bacterias (DO 0.6) durante 2 h y posteriormente
expuestos a As(lll) o As(V) (0.75 mg/L) durante 2 h. Valores expresados como
porcentajes de reduccion respecto a los ensayos realizados sin pre incubacion con
bacterias (media = SD; n=4). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas con respecto a los ensayos sin bacterias (p < 0.05).

S Reduccion del Papp Reduccion del Papp
As(111) (%) As(V) (%)

BL17 33 £53* 16 + 2*

BL36 44 +10* 32 £12*

LGG 48 £ 16* 25 £ 5*

Lpp* 58 + 12* 15 + 4*

4.2. Efecto de las cepas de Saccharomyces sobre la permeabilidad de

disoluciones acuosas de As(l11) y As(V)

La tabla 21 muestra las reducciones del Py, en co-cultivos NCM-460/HT29-
MTX para As(lll) y As(V) tras la adicion de las cepas de levadura (DO 1). La
mayoria de las cepas ensayadas reducen significativamente la permeabilidad
celular de ambas formas arsenicales. En este caso ocurre lo contrario que con las
bacterias lacticas; las mayores reducciones se observan sobre el transporte de

As(V), siendo especialmente destacables las producidas por las cepas 2y 9.
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Tabla 21. Efecto de las cepas de Saccharomyces sobre el transporte de As(l11) y
As(V). Reducciones de los coeficientes de permeabilidad aparente (Papp) de As en co-
cultivos NCM-460/HT29MTX co-expuestos a As(l11) o As(V) (0.75 mg/L) y levaduras
(DO 1) durante 2 h. Valores expresados como porcentajes de reduccion respecto a los
ensayos realizados sin levaduras (media + SD; n=4). Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas con respecto a los ensayos sin levaduras (p< 0.05).

Cepa Reduccion del Papp Reduccion del Papp
As(111) (%) As(V) (%)
Cepa 2 32 +£3* 49 £ 1*
Cepa 3 11+ 2* 34+£7*
Cepa 9 21 4% 45 + 6*
Cepa 10 21 +4* 22 +4*

4.3. Efecto de las bacterias lacticas y Saccharomyces sobre la permeabilidad

del arsénico presente en alimentos

La figura 21 muestra los P4y, del As presente en las fracciones bioaccesibles de
muestras de arroz tras exponer los co-cultivos NCM-460/HT29-MTX en
presencia de las cepas de bacterias y levaduras seleccionadas de los ensayos con
disoluciones acuosas (apartado 4.1y 4.2, presente capitulo). Los datos evidencian
una reduccion significativa de la permeabilidad del As en arroz para la cepa
bacteriana Lpp* (45 + 13%) y para todas las cepas de levaduras ensayadas (19-
27%).
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Figura 21. Efecto de las cepas de bacterias lacticas y levaduras sobre el transporte
de As desde arroz. Coeficientes de permeabilidad aparente (Papp) de As en co-cultivos
NCM-460/HT29-MTX expuestos durante 75 min a las fracciones bioaccesibles en
presencia o ausencia de las cepas de bacterias lacticas y levaduras (media = SD; n=6).
Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas en los valores de Pgpp
con respecto a los ensayos de permeabilidad realizados sin microorganismos (p < 0.05).
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DISCUSION

En el presente capitulo se ha continuado con la busqueda de estrategias dietéticas
encaminadas a reducir la biodisponibilidad de As; en este caso buscando
compuestos que tuvieran un efecto directo sobre el transporte a través del epitelio.
Independiente de la especie inorganica de As ensayada, el Fe y la Cys reducen de
forma muy notable la cantidad de As transportado a través de la monocapa
epitelial. Otros componentes son también eficaces, si bien no en todas las
condiciones de ensayo; este es el caso del GSH, la quercetina, algunas catequinas,
la curcumina y de elementos como el P, Mg y Zn. La reduccién se pone de
manifiesto tanto en el transporte del As en disolucién acuosa como del existente
en las fracciones bioaccesibles de alimentos (arroz y algas), indicando que estos
compuestos pueden ser la base de estrategias para disminuir la biodisponibilidad

oral del As inorganico presente en cualquier tipo de matriz.

La reduccion del transporte intestinal observada en estos ensayos puede ser
consecuencia de diferentes mecanismos de accion dependiendo del compuesto
considerado. En el caso del Fe, el efecto esta relacionado probablemente con su
capacidad de formar sales de baja solubilidad con el As, tal y como se ha
evidenciado en el capitulo 2, donde se demuestra una reduccion de la solubilidad

del As cuando la digestion gastrointestinal se realiza en presencia de este mineral.

En referencia a los compuestos con grupos sulfhidrilo (GSH y Cys), también
esta ampliamente documentada la formacion de complejos con las formas
inorganicas de As. Alonzo et al. (1984) muestran que los complejos formados por
el As(l11) y el aminoacido Cys son insolubles en el rango de pHs de 4 a 8. Este
hecho explicaria, al menos en parte, que la presencia de Cys conlleve una
reduccién del paso de As inorganico a través de la monocapa de células
intestinales. Por su parte, los complejos As-GSH se ha visto que son sustratos de

las proteinas de resistencia a multiples drogas (MRP), que median la eliminacion
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de los compuestos del interior celular, reduciendo de esta forma la acumulacion

celular y en nuestro caso posiblemente el paso al lado basolateral.

Estos compuestos tiolados ademas de estar presentes en numerosos alimentos,
se emplean como aditivos alimentarios o suplementos. EI Comité Cientifico de
Alimentos de la Union Europea ha autorizado el uso de Cys 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 Cys ha sido evaluada por varios
organismos y no se ha expresado ninguna preocupacion toxicolégica en relacién

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). Ademas, ayuda a reducir el dafio tisular causado por las infecciones
bacterianas en humanos (De Bruyne et al., 2016). También se ha puesto de
manifiesto que mejora el metabolismo lipidico y la acidificacion en los musculos
esqueléticos durante el ejercicio, lo que supone una menor fatiga muscular (Aoi
et al., 2015). Un estudio de toxicidad aguda oral de GSH en ratones evidencio
una LDso superior a 5 g/kg, cantidades muy superiores a la dosis de
suplementacién normal (250-500 mg/dia). En ensayos clinicos, no se han

observado reacciones adversas mencionables (Weschawalit et al., 2017).

La quercetina, curcumina y epigalocatequina posiblemente afecten el
transporte de As por su efecto sobre la permeabilidad paracelular. Estudios

previos han mostrado que las formas inorgénicas de As presentan un importante
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transporte a través del espacio paracelular (Calatayud et al., 2010, 2011).
Cualquier compuesto que module las uniones estrechas entre células afecta este
tipo de transporte. Un aumento de la resistencia eléctrica transepitelial (RET) de
la monocapa celular supone un mayor ensamblaje de las uniones estrechas y por
tanto un menor paso de los compuestos que se mueven por la via paracelular. Se
ha documentado que estos compuestos polifendlicos pueden llevar a cabo este
tipo de modulacién. Amasheh et al. (2008) demuestran in vitro que la quercetina
induce un aumento dosis-dependiente de la RET, el cual sugieren es debido al
incremento de la expresion de la proteina claudin-4, componente de las uniones
estrechas. Los extractos ricos en epigalocatequinas también incrementan la RET
de monocapas intestinales diferenciadas (Redan y Ferruzzi, 2015). El efecto
directo de la curcumina sobre la permeabilidad celular no se ha evaluado, sin
embargo, algunos estudios ponen de manifiesto que revierte la accion de
determinados tdxicos que aumentan la permeabilidad paracelular (Wang et al.,
2012; Kim y Kim, 2014). La reduccion del paso paracelular por parte de estos
compuestos también se ha comprobado en el presente capitulo. El Py, del LY en
co-cultivos tratados Unicamente con As (1.2-1.4 x 10° cm/s) es mayor que el
medido en las monocapas co-expuestas con epigalocatequina (7.0-6.4 x 10°
cm/s), quercetina (7.8-6.7 x 10° cm/s) y curcumina (4.7-5.7 x 10° cm/s),

indicando una reduccién del espacio intercelular.

En cuanto al uso de estos polifenoles como suplementos dietéticos hay que
destacar que todos derivan de alimentos, mayoritariamente de vegetales, por
tanto, forman parte de la dieta; ademas se consideran sustancias GRAS. La
curcumina también ha sido autorizada como aditivo alimentario por la Unién
Europea con niveles maximos permitidos de uso que varian de 20 a 500 mg/kg
de alimento (Directiva 94/36/CE). ElI Comité JECFA ha asignado una ingesta
diaria aceptable de hasta 3 mg/kg de peso corporal (JEFCA, 2004). Las

concentraciones de curcumina utilizadas en el presente estudio se encuentran
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dentro de estos niveles. La quercetina y el galato de epigalocatequina no tienen
limitaciones en su consumo. Tras una evaluacion critica de la literatura disponible
sobre los efectos de la quercetina, Harwood et al. (2007) concluyen que, a los
niveles de ingesta habituales, no debe producir efectos adversos para la salud.
Diferentes estudios también han demostrado la seguridad del galato de
epigalocatequina como suplemento (Chow et al., 2003; Isbrucker et al., 2006).

Otro hecho destacable derivado del presente estudio es que no solo los
compuestos puros son eficaces reduciendo la absorcion de As inorganico por las
células intestinales, también lo son los extractos vegetales ricos en grupos tiol o
en catequinas y los suplementos de Fe. La ingesta de estos suplementos ademas
puede aportar una importante actividad antioxidante y antiinflamatoria (Borek,
2001; Thring et al., 2011), actuando sobre algunos de los efectos toxicos
atribuidos al As inorganico (Calatayud et al., 2013, 2014). Las reducciones
observadas con el uso de estos extractos o suplementos son muy relevantes (hasta

70%), incluso en muestras de arroz.

Ademas de la eficacia de determinados compuestos de origen alimentario,
también se ha evidenciado una reduccién del transporte en presencia de
microrganismos de uso alimentario. Los estudios de transporte realizados
empleando bacterias lacticas y levaduras muestran reducciones importantes con
la cepa bacteriana Lpp* y algunas cepas de S. cerevisiae. Estas reducciones se
producen cuando el As inorganico esta en disolucion acuosa y cuando éste forma
parte de un alimento. La reduccion de la absorcion podria ser consecuencia de la
formacidn de un complejo As/microorganismo que no se absorba o bien de una
modulacion de la permeabilidad de la monocapa celular por parte de los
microorganismos que reduzca el transporte. En el capitulo 3 se ha evidenciado
que el As no interacciona con las bacterias y levaduras ensayadas, por tanto, la
reduccion del transporte tiene que ser consecuencia del efecto de estos

microrganismos sobre las células intestinales. Se ha puesto de manifiesto que las

145



Capitulo 4

bacterias lacticas pueden aumentar la expresion de las proteinas de las uniones
intercelulares y modular la permeabilidad de las monocapas intestinales en
ensayos in vitro e in vivo (Ulluwishewa et al., 2011). También algunas cepas de
S. cerevisiae, especialmente la variedad boulardii (cepa 7 de nuestro estudio, tabla
6), favorecen la restauracion de las uniones estrechas y la permeabilidad de la
barrera intestinal tras infecciones bacterianas (Moslehi-Jenabian et al., 2010).
Estos estudios demuestran que ambos tipos de microorganismos son capaces de
modular el paso paracelular que tiene lugar entre células; por tanto, su accion

puede ser similar a la sugerida para la curcumina, epigalocatequina y gquercetina.

CONCLUSIONES

Los datos obtenidos en el presente capitulo evidencian que el consumo de
probidticos, compuestos con grupos tiol, flavonoides como la quercetina,
polifenoles como la epigalocatequina o extractos vegetales o suplementos ricos
en los mismos, puede ser una estrategia adecuada para reducir la
biodisponibilidad oral de As. Segin muestran los resultados, serian Gtiles tanto si
el As se vehicula a través del agua de bebida como de alimentos. Son necesarios
estudios in vivo para confirmar estos resultados in vitro, investigacion que

constituye el objetivo del capitulo 5.
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En los capitulos anteriores se han identificado compuestos y microorganismos de
uso alimentario que podrian ser efectivos reduciendo la biodisponibilidad oral de
As inorgéanico, bien por su capacidad para disminuir la bioaccesibilidad o por su
efecto sobre el transporte a través de la monocapa epitelial de células intestinales.
Asi, en el capitulo 2 se han demostrado la eficacia de algunas sales de Fe, el &cido
tanico, la lignina y algunas celulosas como reductores de la bioaccesibilidad del
As inorgénico presente en agua y alimentos. En el capitulo 4 se ha evidenciado
gue algunos compuestos con grupos tiol (Cys, GSH), la curcumina, la
epigalocatequina y la quercetina; asi como, algunas cepas de bacterias lacticas y
S. cerevisiae pueden reducir la cantidad de As transportado por las células

intestinales.

Los efectos de estos compuestos observados in vitro podrian no tener lugar en
modelos animales, donde entran en juego muchos otros factores no presentes en
los modelos in vitro, los cuales podrian modificar las interacciones o
modulaciones puestas de manifiesto en los capitulos anteriores. Por tanto, para
confirmar la idoneidad de los compuestos seleccionados como futuras estrategias
de intervencidn poblacidn, son necesarios ensayos in vivo. En este capitulo se han
seleccionado algunos de los compuestos mas efectivos en la reduccién de la
bioaccesibilidad y el transporte (sales férricas, acido tanico y GSH) para
determinar in vivo el efecto de los mismos sobre la biodisponibilidad y
acumulacidn tisular, empleando para ello ratones BALB/c dosificados mediante
sonda gastrica. Adicionalmente se ha determinado si alguno de estos compuestos
tiene un efecto negativo en dosificacion continuada sobre la biodisponibilidad de

elementos esenciales mediante la evaluacion de su contenido hepético.
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RESULTADOS

1. ESTUDIOS PRELIMINARES PARA LA SELECCION DE LA DOSIS A
ENSAYAR

Inicialmente se realizaron ensayos para determinar la dosis que administrada por
via intragéstrica permitia obtener valores plasmaticos detectables. Se ensayaron
3 dosis: 0.1, 0.5y 2 mg/kg pc/dia. La eleccién de estas dosis se baso en estudios
previos que apuntaban a este rango de concentraciones como niveles donde no
aparecian efectos adversos en exposiciones inferiores a 15 dias (ATSDR, 2007).
Los resultados obtenidos para ambas especies se muestran en las figuras 22
[As(11D] y 23 [As(V)].

250 - —8— 0.1mg/kg pc
—O— 0.5mg/kg pc
—v— 2mg/kg pc

200 -
150 -

100

Contenidos plasmaticos de As (ng)

50

Tiempo (h)

Figura 22. Concentracién plasmatica de As(l11) en funcion de la dosis administrada.
Datos obtenidos tras la administracion de una dosis de As(l11) (0.1, 0.5 o0 2 mg/kg pc) por
sonda géastrica. Valores expresados como ng As (media £ SD, n=3).
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Figura 23. Concentracién plasmatica de As(V) en funcién de la dosis administrada.
Datos obtenidos tras la administracién de una dosis de As(V) (0.1, 0.5 o 2 mg/kg pc) por
sonda gastrica. Valores expresados como ng As (media £ SD, n=3).

Los datos muestran que, a las dosis mas bajas, los valores en plasma estan
proximos al limite de deteccidn en algunos tiempos. Por otro lado, la dosis mas
elevada genera en algunos casos una alta varaibilidad que podria indicar cierto
efecto negativo sobre la permeabilidad. Se decide realizar el resto de ensayos con
una dosis de 1 mg/kg pc para poder observar diferencias si los tratamientos son

efectivos y evitar, por otro lado, cualquier efecto tdxico sobre el epitelio.

2. EFECTO DE LOS COMPONENTES ALIMENTARIOS SOBRE LA
BIODISPONIBILIDAD DE ARSENICO INORGANICO

Los datos de concentracion plasmética obtenidos tras la dosificacion de los

animales con As(111) (1 mg/kg pc) o As(V) (1 mg/kg pc) combinado con los tres
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componentes alimentarios seleccionados [Fe(lll), tAnico y GSH] se muestran en

las figuras 24 y 25 respectivamente.

Los datos del &rea debajo de la curva (AUC) indican que los animales tratados
con GSH (4 mmol/kg pc) presentan concentraciones menores de As en sangre
para ambas formas arsenicales. Los tratamientos con &cido tanico y Fe(lll) no
suponen reducciones estadisticamente significativas de los niveles plasméticos
de As(l1); sin embargo, conllevan reducciones significativas de los niveles de
As(V).

2,5e+5 4

2,0e+5 4

15045
€T
1,045 L
*

™ I%l
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Control Tanico Fe(lll) GSH

AUC (ng/mL/min)

Figura 24. Area debajo de la curva (AUC) de ratones tratados con As(lll) y
componentes alimentarios. Datos obtenidos tras una tnica dosis (1 mg/kg pc) de As(l1)
por sonda gastrica en ausencia o presencia de componentes alimentarios. Valores
expresados como ng As/mL/min (media £ SD, n=7). Los asteriscos muestran reducciones
significativas con respecto a los animales expuestos sdlo a As (p < 0.05).
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Figura 25. Area debajo de la curva (AUC) de ratones tratados con As(V) y
componentes alimentarios. Datos obtenidos tras una Gnica dosis (1 mg/kg pc) de As(V)
por sonda gastrica en ausencia o presencia de componentes alimentarios. Valores
expresados como ng As/mL/min (media + SD, n=7). Los asteriscos muestran reducciones
significativas con respecto a los animales expuestos s6lo a As (p < 0.05).

Las biodisponibilidades relativas, calculadas al comparar las areas de las co-
exposiciones con las de los controles tratados sélo con As (ecuacion 3), se
muestran en la tabla 22. Todos los tratamientos reducen significativamente la
biodisponibilidad de As(V) [tanico: 31 + 8%; Fe(lll): 34 + 8%; GSH: 51 + 10%)].
Para el As(lIl), sin embargo, s6lo el tratamiento con GSH reduce de forma

significativa la biodisponibilidad oral del toxico (75 %).
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Tabla 22. Biodisponibilidad relativa (F) del As(111) y As(V) en animales co-expuestos
a las formas arsenicales y los componentes alimentarios. Datos obtenidos tras una
Unica dosis (1 mg/kg pc) de As(l1l) o As(V) por sonda gastrica en ausencia o presencia
de componentes alimentarios. Valores expresados como media + SD (n=7). Los asteriscos
muestran reducciones significativas con respecto a los animales expuestos solo a As (p <
0.05).

F% [As(I11)] F% [As(V)]
Acido tanico 93+19 69 + 8*
Fe(l1) 7549 66 + 8*
GSH 25+ 8* 49 + 10*

3. EFECTO DE LOS COMPONENTES ALIMENTARIOS SOBRE LA
EXCRECION FECAL DE ARSENICO INORGANICO

La tabla 23 muestra la excrecion fecal de ratones expuestos a As(l11) y As(V) en
presencia o ausencia de los componentes alimentarios tras 15 dias de exposician.
La variabilidad entre los individuos de un mismo tratamiento es muy elevada en
los animales tratados con As(V); esto hace que no se observen diferencias
significativas entre tratamientos. Se pueden apreciar, sin embargo, diferencias
importantes en las medianas del control y las co-exposiciones con algunos
componentes. Este hecho evidencia que para estos tratamientos hay un ndmero
importante de animales que presentan una mayor excrecion fecal que el control.
Para el As(l11) si se observan diferencias en la excrecion fecal. Esta excrecion
aumenta significativamente para los animales tratados con Fe(lll) y GSH (2.3

veces) con respecto a los animales tratados s6lo con As(l11).
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Tabla 23. Excrecion fecal en ratones expuestos a As inorganico y componentes
alimentarios. Concentracion de As en heces de animales tratados con As(l11) o As(V) (1
mg/kg pc) por sonda gastrica en ausencia o presencia de componentes alimentarios.
Valores expresados como ng As/g de heces [rango (mediana), n=7]. Los asteriscos
indican aumentos significativos con respecto a los animales expuestos solo a As (p <
0.05).

. Excrecion fecal
Tratamiento
(ng/g)
Sin componentes 172-377 (236)
Acido tanico 105-269 (199)
As(Ill)
Fe(l11) 199-1176 (649)*
GSH 385-537 (488)*
Sin componentes 235-564 (403)
Acido tanico 309-2302 (896)
As(V)
Fe(ll1) 469-2377 (911)
GSH 279-1763 (541)

4. EFECTO DE LOS COMPONENTES ALIMENTARIOS SOBRE LA
ACUMULACION TISULAR DE ARSENICO INORGANICO

Las figuras 26A, 26B y 26C muestran respectivamente la acumulacion en higado,
pulmones e intestino delgado tras 15 dias de exposicion a As(I11) y As(V) en
presencia 0 ausencia de los componentes alimentarios ensayados. La
acumulacién hepética e intestinal es similar para ambas especies arsenicales,
hecho que contradice algunos de los estudios previos que muestran una mayor
acumulacidn tisular en los animales dosificados con As(l111) (U.S. EPA, 2009).
La acumulacion en pulmones si sigue la tendencia de los estudios previos, al

existir mayor acumulacion en los animales dosificados con As(ll11).
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Figura 26. Acumulacién tisular de As en ratones expuestos a As(lll) o As(V) y
componentes alimentarios. Concentracion de As en higado (26A), pulmones (26B) e
intestino delgado (26C) de animales tratados con As(I11) o As(V) (1 mg/kg pc) por sonda
gastrica en ausencia (control) o presencia de componentes alimentarios. Valores
expresados como ng As/g de tejido (media = SD, n=7). Los asteriscos muestran
reducciones significativas con respecto a los animales control (p < 0.05).
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Figura 26. Continuacion.
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Las modificaciones observadas en la acumulacion hepatica (figura 26A)
coinciden con las observadas en plasma, es decir, todos los tratamientos que
conllevan una reduccién de la biodisponibilidad relativa (apartado 2, presente
capitulo) producen una disminucion de los niveles hepéticos del tdxico. Las
reducciones en higado son de mayor magnitud para los animales tratados con
As(V) [tanico: 39 + 14%; Fe(l11): 65 £ 9%; GSH: 88 + 4%] que para los expuestos
a As(I11) (GSH: 26 + 7%).

Las reducciones de la acumulacion pulmonar (figura 26B) e intestinal (figura
26C) no son completamente coincidentes con los datos de biodisponibilidad
relativa. En los animales tratados con As(l11) hay reducciones significativas del
contenido en pulmones con todos los tratamientos [tanico: 79 £+ 22%; Fe(ll1): 82
+ 7%; GSH: 86 + 4%], mientras que en las exposiciones a As(V) se observan
reducciones s6lo en presencia de Fe(lll) (33 £ 8%) y GSH (47 £ 11%). En el
intestino delgado se observan reducciones con GSH (55 + 7%) para los animales
expuestos a As(I11) y con Fe(lll) (38 £ 7%) y GSH (78 £ 3%) para los animales
tratados con As(V).

En general, se puede hablar de una reduccion de la acumulacion en los 6rganos
con la mayoria de tratamientos ensayados. En el caso de higado y pulmones,
ambos considerados érganos diana del As inorganico, esta menor acumulacion
puede deberse a la reduccion de la entrada del metaloide en el torrente sanguineo.
Para el intestino, la causa de la reduccion quiza sea la formacion de complejos en

el lumen gue se transportan y acumulan en menor medida en el epitelio intestinal.

5. EFECTO DE LOS COMPONENTES ALIMENTARIOS SOBRE LA
ACUMULACION HEPATICA DE ELEMENTOS MAYORITARIOS

La tabla 24 muestra las concentraciones de elementos mayoritarios en muestras

de higado de animales tratados s6lo con As inorganico o co-expuestos con Fe(l11)
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y GSH, las dos estrategias méas eficaces reduciendo la biodisponibilidad y
acumulacion tisular de As. En ninguno de los tratamientos con componentes
existe un cambio de los niveles hepéticos de Ca, K, P y Fe respecto a los animales
tratados sdlo con As inorganico. Sefalar, sin embargo, que los resultados in vitro
(tabla 11, capitulo 2) evidenciaban una reduccion en la bioaccesibilidad de Ca, P
y K en el arroz integral tras aplicar una digestion gastrointestinal en presencia de
Fe(lll), que posiblemente se ve modulada por aspectos inherentes al estudio in
vivo (modelo animal, dieta completa). Asi, Fe(lll) y GSH son estrategias que no
conllevan cambios en los contenidos corporales de los minerales estudiados y por

tanto, en lo referente a este aspecto, se pueden considerar estrategias seguras.

Tabla 24. Acumulacion hepatica de elementos mayoritarios en ratones expuestos a
As inorgénico y componentes alimentarios. Concentracion de Ca, K, Fe y P en higado
de animales tratados con As inorganico (1 mg/kg pc) por sonda gastrica en ausencia o
presencia de Fe(lll) o GSH. Valores expresados como ng/g de tejido [media + SD,
(mediana), n=7].

Tratamiento Ca K Fe P
As 183+123 | 2570+1292 | 104+28 | 3397 +881
(138) (2278) 97) (3100)
214+82 | 2009+696 | 135+51 | 4168+ 1716
As + Fe(ll) (169) (1794) (115) (3375)
141423 | 1519+446 | 94+17 | 3056+ 477
As +GSH (131) (1470) 92) (2889)
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DISCUSION

La posibilidad de reducir la exposicion a un téxico empleando componentes
alimentarios o suplementos dietéticos es una estrategia que presenta una serie de
ventajas. Ademas de tratarse de compuestos que a las concentraciones habituales
en la dieta no son perjudiciales para la salud, muchos de ellos presentan
propiedades funcionales. Estos compuestos bioactivos normalmente pueden
contribuir a la mejora de los problemas de salud que derivan de exposiciones

continuadas al téxico.

La exposicion cronica a As inorganico a través del agua de bebida es
posiblemente uno de los problemas de exposicion a elementos traza tdxicos que
mas preocupa a los organismos internacionales. Numerosos estudios
epidemioldgicos han reportado efectos adversos para la salud y han mostrado el
gran namero de afectados. En las poblaciones expuestas a As inorganico, los
biomarcadores de exposicion evidencian que una parte importante del téxico
ingerido es absorbida y posteriormente eliminada tras sufrir un proceso
metabolico (Valenzuela et al., 2005). Se considera que una vez en la circulacion
sistémica, la capacidad del organismo para metabolizar el As inorganico a DMA
facilita la excrecién y reduce la acumulacion del téxico. Por ese motivo, algunos
estudios han ensayado en poblaciones expuestas compuestos para mejorar el

porcentaje de metilacion del As inorganico (apartado 7.3, introduccion).

El objetivo de la presente tesis ha sido también modificar la toxicocinética,
pero actuando a nivel de absorcion intestinal, para disminuir la llegada del toxico
a la circulacion sistémica. Este tipo de intervencidn es mas proteccionista que
actuar sobre el metabolismo una vez el metaloide ha llegado ya al torrente
sanguineo. Los resultados obtenidos son prometedores para los tratamientos con
GSHy sales férricas, que ademas de reducir la biodisponibilidad de As inorganico

y su acumulacién tisular, no reducen los contenidos hepéticos de elementos
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esenciales. EI As es un anion como el fosfato, elemento esencial para la
produccion de energia. A la hora de emplear una estrategia para reducir la entrada
de As en la circulacion sanguinea hay que asegurarse que no tiene el mismo efecto
sobre el fosfato o cualquier otro mineral esencial. Estos resultados abren el
camino a nuevas investigaciones para determinar si este mismo efecto se pone de
manifiesto cuando se administran suplementos dietéticos ricos en Fe y GSH o
incluso cuando se administran alimentos con altos contenidos de ambos

compuestos.

La menor biodisponibilidad observada en los animales tratados con As(V) y
Fe(l1l) puede deberse a que tras la co-ingesta de estos elementos, durante su paso
a través del lumen, se formen sales de reducida solubilidad, las cuales no pueden
ser absorbidas a través de la pared intestinal. La formacion de complejos
insolubles As(V)-Fe se ha puesto de manifiesto en numerosas ocasiones en
muestras medioambientales (Farrell and Chaudhary, 2013; Nicomel et al., 2016).
En la presente tesis también se ha evidenciado como las sales férricas reducen la
solubilidad del As(V) en las condiciones de la digestion gastrointestinal (capitulo
2) y como dificultan el transporte en modelos celulares de epitelio intestinal
(capitulo 4). El tratamiento con Fe(l11) no reduce la biodisponibilidad de As(llI),
aunque si afecta la acumulacion tisular y su excreciéon fecal. En muestras
medioambientales, se ha reportado que la remediacion es mas efectiva si
previamente se oxida el As(ll) a As(V) (Nicomel et al., 2016); puede que un
fenémeno similar ocurra a nivel intestinal. Esta diferencia, sin embargo, no se
evidencia en ensayos in vitro, donde el Fe(l11) reduce por igual la bioaccesibilidad

(capitulo 2) y el transporte intestinal (capitulo 4) de ambas formas arsenicales.

A diferencia del Fe, la interaccion de GSH y As se puede producir a distintos
niveles. El GSH une especies arsenicales a través del resto cisteinilo, formando
complejos solubles (Kanaki y Pergantis, 2008), cuyo transporte a travées de la

pared intestinal, su llegada a la circulacién sistémica y su excrecion podrian ser
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distintas a las de las formas inorganicas de As. De hecho, la reduccion del
transporte a través del epitelio in vitro en presencia de GSH se ha evidenciado en
el capitulo 4. Ademas, el GSH participa como compuesto reductor durante la
conversion del As inorganico pentavalente en trivalente (Waters et al., 2004), este
altimo sustrato del enzima responsable del proceso metabolico que da lugar a
DMA. En consecuencia, el GSH favorece el metabolismo del As inorganico y por
tanto su excrecion. Kala et al. (2000) indican gue el transportador de resistencia
a multiples drogas MRP2 y el GSH son esenciales para la excrecion biliar de As
inorgénico y sus metabolitos, por tanto, también puede facilitar la excrecién de
As a este nivel. Atendiendo a estos datos previos, las reducciones plasmaticas y
tisulares producidas por el GSH en el presente capitulo podrian ser resultado de
la combinacion de todos estos efectos. Por otro lado, algunos estudios muestran
que, tras la ingesta, el GSH se transforma parcialmente a Cys en el lumen
gastrointestinal (Favilli et al., 1997). De ser asi posiblemente la Cys sea también
responsable de los efectos observados en el presente estudio en los animales
tratados con GSH. De hecho, este aminoacido se ha evidenciado mas efectivo que
el GSH reduciendo el transporte de As inorganico en los estudios in vitro

realizados con modelos celulares (capitulo 4).

Finalmente hay que indicar que, tal y como se ha reportado ya en otros
capitulos, algunos compuestos pueden tener un papel protector frente a la
toxicidad del As inorganico, mas alla de su capacidad para reducir su entrada a la
circulacion sistémica y por tanto se pueden considerar estrategias que tienen un
valor afiadido. Asi, Liu et al. (2013) ponen de manifiesto tras exponer ratones por
via oral simultaneamente a As (3 mg/L) y Fe (5 mg/L) durante 90 dias, que el Fe
reduce los cambios de los perfiles transcriptomicos hepéticos y los perfiles
metabdlicos séricos y urinarios causados por la exposicién a la forma inorganica

del metaloide. Por su parte el GSH desempefia un papel fundamental en la
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proteccion de las células contra el dafio oxidativo y la toxicidad de los
xenobioticos (Wierzbicka et al., 1989).

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio evidencian las posibilidades que
presentan el GSH vy las sales férricas como estrategias para la disminucion de la
exposicion a As inorganico. Se requieren ampliar los ensayos a otros compuestos
como la Cys y algunos polifenoles y cepas bacterianas y de levaduras cuya
capacidad para quelar el As inorganico durante la digestidn o evitar su transporte
celular ha sido confirmada en los capitulos anteriores. Incluso se puede plantear
el uso de combinaciones de estrategias para que aumente la eficacia del
tratamiento. Esto permitira disponer de un mayor abanico de posibilidades para

reducir la exposicion oral a As inorganico.

Por otro lado, no hay que olvidar que los estudios in vivo sélo se han llevado
a cabo dosificando disoluciones acuosas de las formas arseniclaes, pero los
alimentos, especialmente los cocinados con agua contaminada, también producen
un aporte importante de As inorganico a la dieta. Hay, por tanto, que encontrar in
vivo también aquellas estrategias eficaces reduciendo la absorcion y acumulacion
del As ingerido con los alimentos. Los datos procedentes de los capitulos
anteriores han puesto de manifiesto que no siempre se pueden extrapolar los datos

obtenidos en disoluciones acuosas a alimentos.

Finalmente hay que indicar que el uso de los componentes de la dieta se
considera una estrategia viable, ya que en la mayoria de los casos existen
suplementos dietéticos o extractos vegetales en el mercado con un elevado
contenido de los mismos (capitulo 4), los cuales pueden tomarse de forma

continuada sin que ello suponga un problema para el consumidor. La eficacia de
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estos suplementos o extractos también debe ser comprobado in vivo, ya que

presentan una composicion muy diferente a la de los compuestos puros.
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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. Caracterizacion del riesgo derivado de la ingesta de agua y alimentos

contaminados con As inorganico

- Laingesta de As inorganico derivada del consumo de agua y alimentos en zonas
del norte de Argentina con contaminacion por As muestra una situacién

alarmante, con valores que superan ampliamente los limites recomendados.

- El cocinado con agua contaminada con As(V) supone el aumento de la
concentracion de As inorganico en el alimento, donde parte del mismo aparece
como As(lll). Esta transformacion supone un aumento del riesgo asociado, ya
gue la forma reducida es mas toxica que el As(V) presente inicialmente en el

agua.

- El proceso de digestién gastrointestinal de los alimentos cocinados con agua
contaminada muestra un importante porcentaje de As en forma de As(lll), en
ocasiones superior al observado tras el cocinado, sugiriendo que durante el
proceso digestivo puede haber también una transformacion de la forma

inorganica pentavalente.

- Las transformaciones de As(V) a As(lll) observadas durante el cocinado y la
digestion pueden ser resultado de la presencia de sustancias reductoras en el

alimento.

- Todos estos datos indican la necesidad de reducir la llegada del As inorganico

a la circulacion sistémica tras la ingesta de agua o alimentos contaminados.
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2. Busqueda de componentes alimentarios o cepas de Lactobacillus o S.
cerevisiae que reduzcan la bioaccesibilidad de As

- Mediante la aplicacién de una digestion gastrointestinal in vitro se han
identificado los sulfatos ferroso y férrico, el &cido tanico, la lignina y algunas
celulosas como compuestos capaces de reducir la bioaccesibilidad de As

inorgénico.

- Las reducciones observadas se ponen de manifiesto cuando el As se presenta en
forma de disolucion acuosa o cuando forma parte de un alimento y pueden
deberse a la formacion de complejos de baja solubilidad y por tanto de dificil

absorcion.

- Contrariamente a lo observado con los componentes alimentarios, las bacterias
lacticas y las cepas de S. cerevisiae no son capaces de unir significativamente las
formas inorganicas de As, a excepcién del As(V) cuando las concentraciones de
fosfato son inferiores a 1 mM. Esta unién a As(V) no se mantiene en las
condiciones de digestién gastrointestinal. Por lo tanto, estos microorganismos no

son Utiles para reducir la bioaccesibilidad del As inorganico

- Laadsorcion del As a la superficie de bacterias lacticas o levaduras es en general
baja, pues ambos microorganismos presentan una carga superficial neta negativa
y las formas inorganicas de As son oxoaniones. Esta puede ser una de las causas

de la baja capacidad de union de As inorganico de estos microorganismos.

- El empleo de los componentes alimentarios seleccionados podria ser una
estrategia adecuada para reducir la biodisponibilidad oral de As inorganico, sin
embargo, en algunos casos producen también una reduccion de la

bioaccesibilidad de elementos esenciales.
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3. Busqueda de componentes alimentarios o cepas de Lactobacillus o S.
cerevisiae que reduzcan in vitro el transporte de As a través del epitelio

intestinal

- Los ensayos con modelos celulares de epitelio intestinal muestran reducciones
importantes del transporte de las formas inorgéanicas presentes en disoluciones
acuosas y en alimentos con el uso de compuestos con grupos tiol (Cys y GSH),
algunos polifenoles (curcumina, epigalocatequina y quercetina) y suplementos o
extractos vegetales ricos en estos compuestos (extracto de uva y de alcachofa o

suplementos de Fe).

- La reduccion del transporte intestinal también se evidencia en presencia de

cepas de bacterias lacticas y S. cerevisiae.

- Los compuestos con grupos tiol posiblemente formen complejos con el As
inorgéanico cuya absorcién sea reducida; mientras que para los polifenoles y los
microorganismos el mecanismo de reduccion del transporte puede estar
relacionado con una modulacién de las uniones intercelulares, que podria

conllevar reducciones del transporte paracelular de las formas inorganicas de As.

- Todos estos compuestos y cepas podrian ser buenas estrategias para reducir la
bodisponibilidad del As inorganico en poblaciones expuestas a través del agua y

los alimentos.

169



Conclusiones generales

4. Confirmacion in vivo de la eficacia de algunas de las estrategias exitosas

in vitro

- Los ensayos en ratones BALB/c confirman la eficacia de las sales férricas y el
GSH como compuestos reductores de la biodisponibilidad oral y la acumulacion

tisular del As inorganico ingerido en forma de disolucion acuosa.

- Los tratamientos con GSH y Fe no conllevan reducciones de los contenidos

hepéticos de elementos mayoritarios (Ca, K, P y Fe).

- Estos datos sugieren que la suplementacion con GSH y Fe podria ser empleada
en zonas con arsenicismo crénico endémico como estrategia para reducir la

exposicion al metaloide y los efectos tdxicos derivados de la misma.

- En esta tesis se ha identificado una amplia variedad de compuestos y
microorganismos de uso alimentario que podrian, al igual que el GSH y el Fe, ser
efectivo in vivo y que, por tanto, deberian ser ensayados en un futuro. Ademas,
seria de interés determinar si los suplementos ricos en estos compuestos cuyo
consumo estd aprobado, son también eficaces reduciendo la biodisponibilidad

oral de As inorgénico.

- Todos estos resultados deben finalmente ser constatados en poblaciones
expuestas cronicamente a As inorganico. Las ventajas de esta suplementacion
deben evaluarse a través de los contenidos de As en los biomarcadores de

exposicion y efecto habitualmente empleados en estudios epidemioldgicos.
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