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Resumen

La exposicion a productos quimicos que contaminan alimentos y agua genera una seria
preocupacion derivada de su relacion con diversas enfermedades. La evaluacion de la seguridad y modo
de accion de un potencial agente toxico se basa, principalmente, en estudios de exposicion a una sola
sustancia, menospreciando el riesgo que supone el contacto simultaneo con varios compuestos. En este
trabajo hemos evaluado la toxicidad de una mezcla de metales (As, Cd y Hg) y farmacos (diclofenaco y
flumequina) habitualmente presentes como contaminantes de alimentos y aguas. Los estudios se han
centrado en el higado, principal 6rgano destoxificador de xenobidticos. También analizamos la microbiota
intestinal (MI), potencial metabolizador directo de xenobidticos que ademas influye en la expresion génica
del huésped y que, por otro lado, puede verse alterada en su composicion, generando disbiosis. Para ello,
hemos optimizado un sistema que permite la caracterizacion taxondmica de la Ml a nivel de filo, mediante
cuantificacion absoluta por gqPCR en tiempo real. Este sistema, aunque restringido a un nimero limitado
de dianas, supone un enfoque factible para estimar las abundancias absolutas de taxones y proporcionar
perfiles cuantitativos de la Ml que no dependen de la abundancia total de bacterias presentes en la misma.
Por ultimo, también hemos analizado el papel hepatoprotector del Se frente a estos contaminantes y su
capacidad moduladora de la composicion de la Ml como causa de tal efecto.

Nuestros resultados demuestran una sinergia entre los componentes de la mezcla de contaminantes
(MC), que se traduce en un impacto negativo sobre la salud de los ratones, que sufrieron muerte o dafios
hepaticos y renales, evidenciados por la subida de transaminasas y urea en plasma. También se aprecid
una reprogramacion metabdlica en higado, para obtener ATP por glucolisis y producir NADPH para paliar
los dafios oxidativos causados por MC. Asimismo, la sefializacién por acidos biliares se vio comprometida.
Los cambios detectados en la composicion taxondmica de la Ml permiten concluir que la respuesta
observada se debe al incremento en bacterias productoras de acetato y propionato en los ratones
expuestos a MC. Estos compuestos pueden ser responsables de los cambios observados en el
metabolismo, directamente, al ser precursores de acetil Co-A y succinato, o indirectamente, a través de la
acetilacion de enzimas, que modifica la velocidad de recambio de las mismas (y, por tanto, su actividad),
o de la acetilacién de histonas, modificando la accesibilidad del DNA a la maquinaria de expresidn génica.
La Ml desempefia, pues, un papel activo en la toxicidad de MC, ya que su modificacidn altera parcialmente
los patrones de respuesta del ratdn a tanto a nivel sérico como hepatico. La presencia de Se en la dieta
durante la exposicion a MC aumenta la supervivencia de los ratones paliando, al menos parcialmente, el

efecto toxico de los componentes de la mezcla.

Palabras clave: mezcla de contaminantes, microbiota intestinal, selenio, hepatotoxicidad, gPCR, gRT-
PCR.
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Abstract

Exposure to chemicals that contaminate food and water is of serious concern because of their
association with various diseases. The evaluation of the safety and mode of action of a potential toxic agent
is mainly based on studies of exposure to a single substance, neglecting the risk posed by simultaneous
contact with several compounds. In this work we have evaluated the toxicity of a mixture of metals (As, Cd
and Hg) and drugs (diclofenac and flumequine) usually present as contaminants of food and water. The
studies have focused on the liver, the main xenobiotic detoxifying organ. We also analyzed the intestinal
microbiota (IM), a potential direct metabolizer of xenobiotics that also influences the host's gene expression
and that, on the other hand, can be altered in its composition, generating dysbiosis. For this purpose, we
have optimized a system that allows the taxonomic characterization of IM at the phylum level, by absolute
quantification by real-time gPCR. This system, although restricted to a limited number of targets, represents
a feasible approach to estimate absolute abundances of taxa and provide quantitative profiles of IM that
do not depend on the total abundance of bacteria present in IM. Finally, we have also analyzed the
hepatoprotective role of Se against these contaminants and its ability to modulate IM composition as a
cause of such effect.

Our results demonstrate a synergy between the components of the contaminant mixture (MC), which
results into a negative impact on the health of the mice, which suffered death or hepatic and renal damage,
as evidenced by the rise in plasma transaminases and urea. A metabolic reprogramming was also
observed in the liver in order to obtain ATP by glycolysis and to produce NADPH to mitigate oxidative
damage caused by MC. Bile acid signaling was also compromised. The changes detected in the taxonomic
composition of IM allow us to conclude that the observed response is due to the increase in acetate- and
propionate-producing bacteria in mice exposed to MC. These compounds may be responsible for the
observed changes in metabolism, directly, by being precursors of acetyl Co-A and succinate, or indirectly,
through enzyme acetylation, which modifies the rate of enzyme turnover (and, therefore, their activity), or
histone acetylation, modifying the accessibility of DNA to the gene expression machinery. Thus, IM plays
an active role in MC toxicity, since its modification partially alters the response patterns of the mouse at
both serum and hepatic levels. The presence of Se in the diet during MC exposure increases the survival

of mice by at least partially palliating the toxic effect of the mixture components.

Palabras clave: contaminant mixture, intestinal microbiota, selenium, hepatotoxicity, qPCR, qRT-PCR.
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1. Introduccion

La continua exposicion de la poblacién a productos quimicos organicos e inorganicos, incluidos
pesticidas, herbicidas, farmacos, productos de higiene y metales(metaloides), genera una seria
preocupacion a nivel mundial que deriva de la cada vez mejor documentada relacion entre la exposicion
a estos contaminantes y la aparicion de diversas enfermedades. La principal fuente de exposicidn a estos
contaminantes ambientales es a través de la dieta, habiéndose encontrado una amplia gama de productos
quimicos en verduras, pescado, carne, huevos o cereales, obtenidos tanto por cultivo tradicional como
organico [1]. El riesgo quimico no deriva unicamente de la toxicidad de estos compuestos, sino también
de su persistencia y capacidad de deposicion en los tejidos corporales, lo que conlleva su acumulacion a
lo largo de la cadena tréfica. Algunos de los efectos mas graves para la salud asociados con la
contaminacion alimentaria pueden incluir cancer, problemas hormonales y/o metabolicos, neurotoxicidad
y, en algunos casos raros, muerte [2].

La metodologia general para la evaluacion de la seguridad y modo de accion de un agente se basa
principalmente en la exposicion aguda de una sola sustancia, menospreciando el riesgo potencial que
supone el contacto simultaneo con varios productos quimicos a dosis bajas durante un tiempo prolongado
[3]. En este trabajo hemos evaluado la toxicidad de una mezcla de contaminantes y farmacos
habitualmente presentes como contaminantes de alimentos y aguas [4] en el higado, como principal
organo destoxificador de xenobidticos, ya que, por su anatomia, morfologia y fisiologia, posee una
extraordinaria capacidad metabolica. Por ello, se le considera el principal lugar de biotransformacion de
sustancias exogenas, desde alimentos a farmacos, pasando por contaminantes. Ademas, antes de que
muchos de los compuestos ingeridos lleguen al higado, éstos se han visto expuestos a la microbiota
intestinal y a su gran variedad de enzimas metabdlicas, de forma que los metabolitos producidos por la
microbiota también pueden modular la funcién y expresion de enzimas hepaticas que desarrollan un papel
clave en procesos de detoxificacion [5].

La microbiota es el conjunto de microorganismos (bacterias, hongos, arqueas, virus y parasitos) que
residen en un entorno determinado y que han co-evolucionado junto con los mamiferos durante mas de
mil millones de afios, dando lugar a una interdependencia de por vida [6]. EI microbioma intestinal (genoma
de la microbiota intestinal) codifica més de 3 millones de proteinas que juegan un papel crucial en la salud
del huésped a través de la sintesis de aminoacidos y vitaminas esenciales, el mantenimiento de la
integridad de la mucosa intestinal, la bioconversién de moléculas complejas en la dieta, la bioconversion
de farmacos de ingesta oral y la producciéon de hormonas y neurotransmisores [7]. Son numerosos los
factores que afectan a la composicion de la microbiota intestinal, destacando la dieta, el ambiente o el
estrés, tanto fisico como psicoldgico [8]. Debido a su participacion e influencia en numerosas funciones
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fisiologicas, la alteracion de la composicion de la microbiota intestinal (disbiosis) se relaciona con la
aparicion de muchas enfermedades y desérdenes metabdlicos [9].

Los presencia de metales pesados como el arsénico, cadmio, niquel, mercurio, cromo, zinc y plomo
en los ecosistemas supone actualmente uno de los problemas medioambientales més graves y extendidos
[10]. La contaminacion por metales pesados se debe principalmente a la industrializacion, mineria,
fundicion, quema de combustibles fosiles y uso de agroquimicos. Generalmente son no biodegradables y
muy resistentes a los tratamientos convencionales de eliminacion, habiéndose reconocido los efectos
toxicos de los metales y metaloides, que generan radicales libres y otras especies reactivas de oxigeno
(ERO) provocando estrés oxidativo en las células [11].

En este trabajo hemos centrado la atencidn en tres metales: arsénico (As), cadmio (Cd) y mercurio
(Hg). La exposicion a As esta asociada con numerosas enfermedades humanas, como diabetes,
trastornos neurologicos, enfermedades dérmicas y varios tipos de cancer [12]. Uno de los grandes
problemas del As es que la exposicion a este tdxico ambiental se produce a través del agua, el carbdn, el
aire, el suelo y los alimentos, lo que lo hace potencialmente muy dafino. Al ser el higado el principal
drgano metabolizador de sustancias toxicas adquiere un papel fundamental en la toxicidad del As. Asi, la
exposicion a este metaloide puede provocar enfermedades hepaticas, como hepatomegalia, esclerosis
hepatoportal, fibrosis hepatica, cirrosis e incluso cancer de higado [13].

El cadmio (Cd) es un contaminante toxico, que se usa frecuentemente en varias actividades
industriales, de gran preocupacién ocupacional y ambiental debido a sus efectos toxicos ya que posee
una vida media biologica extremadamente prolongada (aproximadamente 20-30 afios en humanos), una
baja tasa de excrecion del organismo y se almacena predominantemente en tejidos blandos
(principalmente higado y rifiones) [14]. En cuanto a su mecanismo de toxicidad, se ha demostrado que
este metal induce dafio tisular en varios 6rganos mediante la produccion de estrés oxidativo, cambios
epigenéticos en la expresion de ADN, y desregulacion de las vias de transporte, especialmente en el
segmento proximal S1 del tubulo renal, ademas de la inhibicion de la sintesis del grupo hemo y el deterioro
de la funcién mitocondrial, lo que puede dar lugar a apoptosis [15]. Como ya se ha comentado, uno de los
problemas mas graves del Cd es su alta capacidad acumulativa, sobre todo en rifion e higado, que son
sus principales 6rganos diana. La principal causa que determina la concentracion de Cd en higado son la
intensidad y la duracion de la exposicion, siendo sus concentraciones en sangre y orina los principales
marcadores de exposicion humana a este metal pesado [16].

El mercurio (Hg) esta presente en el medio ambiente en tres formas: mercurio elemental, inorganico
y organico. Aunque el mercurio se libera tanto de fuentes naturales como antropogénicas, los estudios
indican que la contaminacion del medio ambiente por este téxico es el resultado de la actividades

humanas, ya que los niveles de Hg en aguas superficiales se han triplicado desde la revolucion industrial
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[17]. Todos los organismos estan expuestos de alguna manera al Hg debido a su existencia perpetua en
el medio ambiente, induciendo alteraciones importantes en tejidos y 6rganos, entre los que destacan sus
efectos toxicos en el sistema inmunoldgico, el sistema nervioso central (SNC), los rifiones y el higado [18].
Este metal pesado se concentra principalmente en este ultimo, produciendo una alteracidn de la estructura
y funcidn hepaticas cuando la acumulacion es excesiva. El Hg tiende a aumentar las ERO que conducen
a la oxidacion del DNA, las proteinas y los lipidos en los hepatocitos. Por otro lado, altera la membrana
celulary hace que el contenido dentro de las células se libere a la sangre, proceso conocido como necrosis
hepatocelular [19].

Varios estudios han demostrado que existen interacciones complejas entre la exposicion a estos
metales pesados y la microbiota intestinal. Por un lado, la comunidad de la microbiota intestinal normal se
ve perturbada por la exposicion a estos tdxicos, alterandose su patron metabdlico [20, 21]. Ademas, en
diversos estudios se ha concluido que la exposicion a bajas concentraciones de estos toxicos en ratones
macho produce una menor abundancia y diversidad taxondmica en la microbiota intestinal, y que esta
disbiosis de la microbiota contribuye a la generacion de anomalias metabolicas en adultos [22].

La preocupacion por la presencia de contaminantes emergentes en ambientes acuaticos y otros
medios naturales ha ido creciendo en los ultimos afios. Son principalmente sustancias quimicas organicas
sintéticas que, aunque estan presentes en el medio ambiente desde hace algun tiempo, solo se han
detectado recientemente debido a la mejora de las técnicas analiticas 0 a una mayor conciencia de sus
riesgos [23]. Diversos estudios han demostrado que la exposicién continuada a concentraciones bajas de
estos contaminantes, que en un principio no se habian considerado toxicas, acarrea una alteracion
endocrina, epigenética y del desarrollo en numerosos organismos acuaticos y que también posee un
considerable impacto en la salud humana [24]. Este trabajo se centra en dos de los contaminantes
emergentes que mas impacto medioambiental estan teniendo actualmente, flumequina y diclofenaco.

La flumequina (FLU) es una fluoroquinolona principalmente activa contra bacterias Gram negativas.
Se utiliza principalmente como antibiético en animales de granja para prevenir y/o tratar enfermedades
respiratorias e intestinales como pasteurelosis, colibacilosis y salmonelosis, mientras que, en acuicultura,
su uso esta autorizado para el tratamiento de la furunculosis y la vibriosis de los peces [25]. De hecho,
buena parte de los antibiéticos “de uso terapéutico” se emplean para controlar enfermedades animales en
explotaciones intensivas, lo que implica una medicacion masiva, que conduce a una carga ambiental
considerable de ingredientes farmacéuticos y/o metabolitos activos, contribuyendo al aumento del
problema emergente de la resistencia antibacteriana [26].

El diclofenaco (DCF) es un farmaco antiinflamatorio no esteroideo (AINE) probado y cominmente
empleado que tiene propiedades analgésicas, antiinflamatorias y antipiréticas, eficaz en el tratamiento de

una gran variedad de afecciones inflamatorias y enfermedades agudas y crénicas [27]. Desde principios
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de la década del 2000, los efectos ambientales de este farmaco se han convertido en una preocupacion
creciente. Uno de los factores desencadenantes ha sido la extincion de varias especies de buitres del
subcontinente asiatico (Gyps bengalensis, G. indius y G. tenuirostris) debido al consumo de las canales
de ganado tratado con DCF [28]. Varios estudios han demostrado que el DCF es el producto farmacéutico
més detectado en el medioambiente, posiblemente debido a su alto uso en la atencion médica humana y
veterinaria [29].

En este trabajo también se analiza el efecto protector y antioxidante del selenio (Se). El Se es un
oligoelemento esencial tanto en animales como en humanos. Dicho oligoelemento participa en la
formacién de selenoproteinas, contribuyendo asi a diversos procesos biolégicos como la defensa
antioxidante, la produccion de hormona tiroidea y la respuesta inmunolégica. En general, se reconoce que
es de gran importancia para la salud humana, pues protege a las células de los efectos nocivos de la
produccion de radicales libres, y consecuentemente a la estructura y funcién de las proteinas, el DNA 'y
los cromosomas contra el dafio oxidativo. Ademas, es importante en muchos procesos bioquimicos y
fisioldgicos, incluida la biosintesis de la coenzima Q, la regulacién de los flujos idnicos a través de
membranas, el mantenimiento de la integridad de queratinas y la estimulacion de la sintesis de anticuerpos
[30]. Ademas, el Se desempefia un papel modulador en la mejora de la toxicidad hepatica de diversos
metales pesados. En concreto, es sabido que el Se mejora la hepatotoxicidad ocasionada por Cd,
produciendo cambios en la absorcion del mismo, asi como en su accion y distribucion en los 6rganos
diana [31, 32].
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2. Objetivos

Este trabajo se encuadra dentro de un proyecto de investigacion que busca esclarecer las bases

moleculares de la respuesta bioldgica frente a la exposicion a una mezcla de contaminantes (MC)

compuesta por tres metales pesados (As, Cd y Hg) y dos compuestos farmacologicamente activos

(diclofenaco y flumequina) habitualmente presentes como contaminantes de alimentos y aguas. En

particular, este trabajo pretende evaluar los efectos de MC en el organismo modelo Mus musculus e

investigar el papel modulador del Se, asi como la interaccion con la microbiota intestinal (M).

Este objetivo general se ha desglosado en varios objetivos concretos:

Puesta a punto de una metodologia que permita la caracterizacion taxonomica de la MI a nivel de
filo, mediante cuantificacion absoluta por gqPCR en tiempo real para investigar el efecto de MC sobre
la composicidn de la MI.

Investigar la toxicidad de MC en el raton de laboratorio Mus musculus, analizando diferentes
parametros bioquimicos en el plasma, y los perfiles de expresion transcripcional en el higado de un
conjunto de genes seleccionados relacionados con la respuesta antioxidativa, la biotransformacién
de xenobidticos y el metabolismo de los glucidos y de los lipidos, correlacionando estos resultados
con los niveles de actividad de algunas enzimas relevantes en la respuesta antioxidante.

Evaluar la capacidad moduladora de un suplemento de Se administrado en la dieta sobre el efecto
de MC en las respuestas biologicas analizadas.

Analizar la influencia de la microbiota intestinal sobre las consecuencias bioldgicas de la exposicion

a MC, deprimiendo la Ml mediante un tratamiento combinado de antibiéticos y antifungicos.

El andlisis de los resultados de este estudio contribuira al conocimiento de los efectos bioldgicos de

este grupo de contaminantes, simulando de forma mas realista la situacion que se produce en el

medioambiente donde el efecto de los xenobidticos sobre los seres vivos se ve modificado por la sinergia

0 antagonismo que se pueda establecer entre los diferentes compuestos presentes.
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3. Materiales y Métodos

3.1. Principios éticos

Los estudios se realizaron siguiendo las recomendaciones del Real Decreto 53/2013, de 1 de
febrero, que establece las normas basicas aplicables para la proteccién de los animales utilizados en
experimentacion y fueron aprobados por Comité Etico de Experimentacion Animal (CEEA) integrado en el
Comité de Bioética y Bioseguridad de la Universidad de Cérdoba (UCO), érgano habilitado de la Direccidn
General de la Produccion Agricola y Ganadera de la Junta de Andalucia, organismo que también autoriz6
esta investigacion (Ref. 02-01-2019-001). La manipulacion de los animales se realizd por personal

especializado del Servicio de Animales de Experimentacion (SAEX) de la Universidad de Cérdoba.

3.2. Diseio experimental

Se utilizaron en total 80 ratones macho Mus musculus BALB/c (Charles River Laboratories, France)
de 8 semanas de edad y 23-25 g de peso corporal promedio. Los ratones se dividieron aleatoriamente en
4 grupos y se enjaularon por parejas en jaulas adecuadas, en un laboratorio preacondicionado bajo
condiciones controladas de temperatura (25/30°C), humedad (40-60%) y ciclos de 12 h de luzy 12 h de

oscuridad (LC12:12). La Fig.1 muestra el disefio experimental.

PRETRATAMIENTO TRATAMIENTO
1 semana 2 semanas

gﬂ- pienso normal
Figura 1. Disefio experimental. = Il H,0
Todos los animales se

mantuvieron reviamente, - Il pienso normal
; -

durante 3 dias, con acceso libre
a agua Yy comida, para

) ? pienso normal ‘ pienso + Se + mezcla farmacoss l
aclimatarse a las nuevas = Il H,0 ) H,0 + metales
condiciones experimentales. .
i pienso normal
PC-Abx | et I" H,0 + Abx > >

pienso normal
H,0

pienso normal + mezcla farmacos
H,;0 + metales

pienso normal + mezcla farmacos
H20 + metales

Los ratones del grupo de control (C, n=15) tuvieron acceso libre a agua y comida (pienso estandar
de roedores) durante los 3 dias de aclimatacion y las 3 semanas siguientes que durd el experimento
completo. Los ratones del grupo PC (n=20) fueron tratados de manera similar, pero recibieron una mezcla
de metales (As, Cd y Hg) en el agua de bebida y de farmacos (flumequina, FLU y diclofenaco, DCF) en el
pienso, durante las dos Ultimas semanas de experimento (Tabla 1). Los ratones del grupo PC+Se (n=15)
fueron alimentados con un pienso enriquecida en selenio (Se, 0,65 mg/kg de selenito sodico) durante el
periodo de exposicidn a la mezcla de contaminantes. (MC). Los ratones del grupo Abx-PC (n=30) fueron
pretratados con un coctel de antibiéticos (Abx) para deprimir la microbiota intestinal (Ml), durante la primera
semana tras la aclimatacion, antes de ser expuestos al coctel de contaminantes MC bajo una dieta regular.
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El coctel de antibidticos contenia ampicilina (1 g/L), metronidazol (1 g/L), neomicina (1 g/L), vancomicina
(0,5 g/L) y el antifungico anfotericina B (10 mg/L) [33-35] y se suministrd en el agua. Pienso y agua se
cambiaron cada dos dias para mantener su calidad y se pesaron para hacer la estima del consumo diario.

Los animales también se pesaron cada dos dias, coincidiendo con los momentos de cambio de alimento.

Tabla 1. Compuestos y dosis suministrados a los ratones durante la etapa de tratamiento. Los metales se
suministraron en el agua de bebida y los farmacos mezclados con el pienso.

Compuesto Forma quimica Casa comercial Concentracion
(Referencia)

As Oxido de arsénico (lll) (As203) Aldrich (202673) 14.4 pug/mL agua
Cd Cloruro de cadmio (CdCl2) Aldrich (202908) 0.48 pg/mL agua
Hg Cloruro de mercurio (11) (HgCl2) Merck (104419) 4.8 ug/mL agua
Flumequina Flumesyva® polvo oral. Preparacion uso

(FLU) q veterinario con 100mg/g de flumequina Lab. Syva S.A.U. 3 mg/g pienso

(C14H12FNO3)
(Dl:l)(é?:f)e naco Diclofenaco sédico (C14H10Cl2NNaOz) Sigma (D6899) 96 ug /g pienso

3.3. Recogida de muestras de higado, heces y plasma

Concluido el periodo experimental, los ratones fueron anestesiados (isoflurano 1,5%) y se procedid
rapidamente a hacer una extraccion de sangre mediante puncion cardiaca, usando jeringas/tubos
heparinizados. Los animales se sacrificaron mediante dislocacion cervical y se extrajo inmediatamente el
higado, se lavo con 0.9% NaCl frio y se congeld en nitrogeno liquido. Las muestras de heces se recogieron
directamente de ciego y colon, inmediatamente tras el sacrificio y se congelaron en nitrégeno liquido. La
sangre heparinizada se centrifugd (3000 g, 10 min), se reservé un alicuota (200 L) para la determinacion
de pardmetros bioquimicos y el resto se conservo, lo mismo que las muestras de higado y heces, a- 80°C.
Para su uso, cada drgano se trituré por separado con nitrégeno liquido, utilizando una maja y un mortero

de porcelana, y se almaceno a -80°C hasta su uso.

3.4. Determinaciones bioquimicas en plasma

El plasma procedente de la sangre heparinizada se us6 para la determinacion de fosfatasa alcalina
(ALP-DEA), albumina (ALB), urea (UREA/BUN-UV), creatinina, glucosa, proteina total, colesterol y
triglicéridos (TAG). En todos los casos, se usaron kits comerciales de BioSystems y la determinacidn se
llevé a cabo en un analizador Atom A-15 (BioSystems), en las instalaciones del SAEX-UCO, siguiendo

procedimientos estandar para bioquimica clinica.
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3.5. Analisis taxonémico de la microbiota intestinal mediante gPCR

3.5.1.Aislamiento de DNA fecal (ciego y colon) con AllPrep PowerFecal DNA/RNA kit (Qiagen)

Las muestras de heces trituradas en N2 liquido con maja y mortero, se repartieron aleatoriamente
en 4 subgrupos por grupo experimental (n=12), cada uno con cantidades iguales de muestra de tres

ratones (Fig. 2).

= % Distribucién - - =
TN = aleatoria de las [

muestrasen =y ey / »
{Qm‘”‘ 4 subgrupos de o (
. 3 individ |38 7.8 0 \L B
- S ndividuos Va -— = T
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e et ey » =)
-c'rf'%‘rsv‘a f— / = =
) vl
Muestra de heces (ciego y Trituracién ‘ 5 h l"
colon) de los 12 por individualizada en Alicuotas )
grupo conservadas a-802C  mortero con N2 liquido Preparacién de 4 100 mg
mezclas con cantidades Congelador
iguales de muestra de -802C
los 3 individuos del
subgrupo

Figura2. Preparacion de subgrupos de muestras criohomogeneizadas dentro de cada grupo experimental.

Se utilizaron alicuotas de 50 mg de estas mezclas para la extraccion de DNA con el kit AllPrep
PowerFecal DNA/RNA kit (Qiagen), siguiendo las indicaciones del fabricante. La composicion de los
reactivos del kit es desconocida, aunque algunas de sus caracteristicas se han deducido del analisis de

sus hojas de seguridad y se recogen en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas generales del kit AllPrep PowerFecal DNA/RNA (Qiagen) utilizado para la extraccion

de DNA
Tampon de lisis Procedimiento de lisis Limpieza del DNA ‘
e Bolas de vidrio de 0,6 mm pretratadas con acido nitrico | ® Columnas
e Solucion PM11, a e TissuelLyser-LT (Qiagen)? (2 periodos de 2 min, 30 Hz | ® Solucion AW1"5
55°C con un intervalo de 5 min a RT) e Solucion AW216
e DTT40 mM e Solucion IRS!3 e Elucion en Solucion EB?
o Solucién C414

*Composicién desconocida

2Disruptor mecanico de células y tejidos

3 Composicion desconocida; segln el fabricante, contiene un reactivo para precipitar material organico e inorganico, incluyendo residuos celulares y
proteinas, sin afectar al DNA, eliminando contaminantes que pueden reducir la pureza del DNA e inhibir su uso en Biologia Molecular.

4 Solucién salina (guanidinio) de alta concentracion que favorece la unién del DNA a las columnas de silice usadas para su limpieza

5Contiene hidrocloruro de guanidinio y etanol

6 Contiene etanol

7 Solucién 10 mM Tris-Cl, pH 8,5

El flujo de trabajo seguido para la extraccion de DNA se resume en la Fig. 3. Se afiadieron 650 L
de solucion PM1 a 55°Cy 25 ul DTT 1M a cada muestra y se pasaron inmediatamente a tubos Microbial

Lysis con bolas de vidrio. Los tubos se dispusieron en un TissueLyser LT (Qiagen) y las muestras se
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procesaron en dos periodos de 2,5 min a 30 Hz separados por un periodo de descanso de 5 min a
temperatura ambiente. El sobrenadante (~ 500 L) obtenido tras centrifugar los homogenados (18000 g,
1 min, 25 °C) se transfirio a un tubo nuevo y se afiadieron 150 uL de solucién IRS por tubo, se agitd

brevemente en el vortex y se incubo la mezcla 5 min a 2-8 °C.

Alicuota

Figura3. Extraccion de DNA de las

= = = €S = muestras de heces con AllPrep PowerFecal
= = i i
»- » f, E DNA% . DNA/RNA kit (APQ, Qiagen).
S & \F— Elucion
del DNA

Se centrifugd (13000 g, 1 min, 25 °C) y se transfirié el sobrenadante a un tubo nuevo. Se afiadieron
1,4 volimenes de solucion C4 a cada tubo, se mezcld bien pipeteando, se transfirieron 700 uL a una
columna AllPrep DNA MinElute Spin Column y se centrifug6 (8000 g, 30 s, 25 °C). Se procedio igual con
el resto de la preparacion hasta tener todo el DNA retenido en la columna. Tras la ultima centrifugacion,
se afiadieron 500 uL de Buffer AW1 a la columna, se centrifugd (8000 g, 1 min), se eliminé el eluyente, y
se afiadieron 500 uL de Buffer AW2 a la columna. Se centrifugd de nuevo (18000 g, 2 min), se coloco la
columna en un nuevo tubo colector y se volvié a centrifugar (18000 g, 1 min). Se pasd entonces la columna
a un tubo limpio y se afadieron 30 pL de Buffer EB directamente sobre la membrana, se incub6 durante
1 min a 25 °C y se centrifugd (18000 g, 1 min), repitiéndose este paso para obtener un mayor rendimiento
de DNA.

3.5.1.1. Pureza y cuantificacion de las muestras de DNA

La pureza y cantidad de las muestras de DNA obtenidas se determind espectrofotométricamente
mediante un Beckman Coulter DU-800 UV Spectrophotometer, usando una cubeta Hellma®Traycell, que
permite hacer la medicion con 1 UL de muestra. Se midié la absorbancia a 230, 260, 280 y 320 nm. Para
evaluar la pureza del DNA, el valor de absorbancia a 320 nm se rest6 de las respectivas mediciones a 260
nmy 280 nm y luego se calculd la ratio Azeo/A2go. Una ratio Azso/A2so superior a 1,7 indica que el DNA es
puro y no esta contaminado con proteinas. La concentracién de DNA se calculé utilizando la ley de
Lambert-Beer, que predice un cambio lineal en la absorbancia (A) con la concentracion (c): A=g-¢ -1,
donde € es el coeficiente de extincion y I el paso de luz de la cubeta. Usando esta ecuacion, una lectura
Ao de 1,0 es equivalente a ~ 50 ug/ml de DNA bicatenario. Para la determinacion de la concentracion,
el valor de absorbancia a 320 nm se restd de la lectura a 260 nm y luego se multiplicé por el factor de
dilucién, establecido en 50 para todas las mediciones hechas con la cubeta Hellma.
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3.5.1.2. Integridad del DNA extraido

La integridad del DNA aislado se evalu6 mediante electroforesis en geles de agarosa al 1,5 % con
5 UL de DSViewTM Nucleic Acid Stain por cada 100 mL de gel, usando tampén TAE (40 mM Tris-acetato,
1 mM EDTA). Como marcador de Pm se usé FastGene® 100bp DNA Ladder (NIPPON Genetics EUROPE,
5 WL por pocillo de una solucion de 100 pg/ml en 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8) y como tampon de
carga 10x Orange DNA Loading Dye (10 mM Tris-HCI, pH 7,6; 0.15% orange-G; 0,03% xylene-cyanol FF;
60% glicerol y 60 mM EDTA). La electroforesis se desarrollé a 80 V hasta que el frente alcanz6 el final del
gel (45-50 min aprox.). Finalmente, los geles se escanearon empleando el sistema ChemicDocTM MP

System (Biorad) y el software de captura de imagen Image Lab 4.1 (Biorad).

3.5.1.3. Comprobacion de la ausencia de inhibidores de polimerasas en las muestras de DNA
fecal

La ausencia de inhibidores de polimerasas en las preparaciones de DNA se comprob6 llevando a
cabo la amplificacién por PCR del gen que codifica el rRNA-16S usando cebadores universales (directo:
5-TGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAA-3’; reverso: 5-GCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTT-
3’) y que generan un fragmento de unos 300 pb [36]. Las muestras de DNA se llevaron a una concentracion
de 10 ng/uL. Para la amplificacion se utiliz6 MyTaq™ Mix (Bioline), mezclando para cada reaccién 12,5
uL de MyTaq™ Mix 2x, 1 UL de cebadores 10 pM, 2 uL de DNA y agua de grado biolégico hasta un
volumen final de 25 L. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador GeneAMP PCR
System 97300 (Applied Bioystems). El programa utilizado fue: (1) activacién: 1 minuto a 95°C; (2) 40 ciclos
con un paso de desnaturalizacién: 95°C, 30 s; un paso de hibridacion: 65°C, 30 s; y un paso final de

elongacion: 72°C, 45 s. Las muestras se mantuvieron a -20°C hasta su analisis.

3.5.2.Material de referencia

Se utilizd una comunidad microbiana estandar, ZymoBIOMICS™ Microbial Community Standard,
Ref. D6300 (Zymo Research), de la cual se extrajo DNA de manera idéntica al resto de las muestras.
Brevemente, se mezclaron 75 pL de la solucién bacteriana con 125 L de tampdn fosfato salino (PBS) y
el tubo y su contenido se congelaron en N2 liquido. El contenido del tubo congelado se tritur luego
manualmente en N> liquido con maja y mortero y se utilizaron alicuotas de 50 mg para la extraccion de
DNA con el kit AllPrep PowerFecal DNA/RNA (Qiagen), siguiendo el protocolo descrito anteriormente. La
extraccion se hizo por duplicado y las muestras extraidas se analizaron para comprobar que cumplian

todos los requisitos de calidad exigidos al resto de las muestras.
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3.5.3.Analisis de la composicion taxonémica de la Ml de ratéon mediante secuenciacion masiva

(NGS) en plataforma lllumina

Estos analisis se hicieron en el grupo de la Dra. Collado del Instituto de Agroquimica y Tecnologia
de los Alimentos (CSIC) de Valencia, segun un protocolo previamente publicado [37]. Brevemente, las
muestras (100 mg) se trataron con lisozima (20 mg/mL) y mutanolisina (5U/mL) durante 60 min a 37 °C y
se rompieron con perlas de vidrio (3 um de diametro, 1 min, 6 m/s) en un Fast-PREP 24-5G Homogenizer
(MP biomedicals) y se extrajo DNA total con el kit DNA Master-Pure (Epicenter) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Se purific el DNA con DNA Purification Kit (Macherey-Nagel, Duren, Germany) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante y la concentracion de DNA se midi6 usando el fluorometro Qubit® (Life
Technology).

La diversidad y composicion de la microbiota intestinal se determind mediante la secuenciacion de
las regiones variables V3-V4 del gen rRNA 16S con la plataforma lllumina siguiendo los protocolos
pertinentes. Adicionalmente, se llevo a cabo un paso de multiplexing (NextEra Index Kit , lllumina) y los
amplicones se verificaron con un Bioanalyzer DNA 1000 chip (Agilent Technologies). Las genotecas se
secuenciaron segun la tecnologia de lllumina MiSeq 2x300-pb paired end (PE) reads (servicio de
secuenciacion FISABIO, Valencia, Espafia) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se incluyeron
y secuenciaron controles durante la extraccion de DNA y la amplificacion por PCR. Los adaptadores
residuales se eliminaron de las secuencias sin procesar haciendo uso del software Trimmomatic
(Usadellab.org). Se utilizé la herramienta DADA2 para el filtrado, la unién de secuencias y la eliminacién
de quimeras. La asignacion taxondmica se realizé utilizando la base de datos Silva v132. Las muestras
con menos de 1000 lecturas se eliminaron del estudio. Ademas, se filtraron los taxones presentes en una
abundancia relativa inferior al 0,01 %, los presentes en menos de 3 veces en al menos el 20 % de las
muestras y las secuencias clasificadas como Cianobacteria y Cloropasto se eliminaron del conjunto final
de datos.

La significacion estadistica de los resultados obtenidos se determind mediante un prueba ANOVA
unidireccional y una prueba Tukey para comparaciones mdltiples haciendo uso de Statistica 8.0 de la
empresa StatSoft. En los andlisis de microbiota se utilizd la plataforma Calypso web v. 8.5625 y se realiz6

una normalizacion de suma total para el analisis estadistico, una prueba multivariante y mineria de datos.

3.5.4.Determinacion de la composicion taxonémica de la Ml de ratén mediante gPCR

3.5.4.1. Cebadores para filotipado de la Ml de raton

Se utilizaron cebadores previamente descritos [38] cuyas caracteristicas se recogen en la Tabla 3,
para analizar especificamente la presencia de bacterias pertenecientes a los grupos (filos y clases de

Proteobacterias) mayoritarios presentes en la microbiota de raton [38, 39]. Para cada pareja de cebadores
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se comprob0 la especificidad de amplificacion mediante electroforesis en gel de agarosa (1,5% en TAE)

de los amplicones generados en la reaccion y la determinacion de la temperatura de fusion de estos.

Tabla 3. Cebadores utilizados para la cuantificacion especifica del gen rRNA 16S de cada grupo (filo/clase) de
bacterias en Ml de M.musculus

Grupo diana Cebadores? Longitud®

Secuencia5’- 3™

. Bac960F GTTTAATTCGATGATACGCGAG 0.988
Bacterodeles  BacttoR  TTAASCCGACACCTCACGG T
- Firm934F GGAGYATGTGGTTTAATTCGAAGCA 0.968
Firmicutes Fim1080R  AGCTGACGACAACCATGCAC 126 s MO
. . Act664F TGTAGCGGTGGAATGCGC 0.954
Actinobacteria  ace4tR  AATTAAGCCACATGCTCCGCT A1 gy
“Candidatus Sac1031F AAGAGAACTGTGCCTTCGG 187 0.968 -
Saccharibacteria” Sac1218R GCGTAAGGGAAATACTGACC 99.6%

. Deferi115F  CTATTTCCAGTTGCTAACGG 0.955
Deferribacteres  pefert26sR  GAGHTGCTTCCCTCTGATTATG 190 ggey L8
o Ver1165F TCAKGTCAGTATGGCCCTTAT 0.934
Verrucomicrobia  yerpg3r  GAGTTTTYAGGATTTCCTCCGCC 5 oegs
) Ten662F ATGTGTAGCGGTAAAATGCGTAA 0.965
Tenericutes Ten362R CMTACTTGCGTACGTACTACT 0 o
. Betad79F AACGCGAAAAACCTTACCTACC 94.6
Betaproteobacteria  gewatt3R  TGCCCTTTCGTAGCAACTAGTG AT
, _ Epsilon9gd0F  TAGGCTTGACATTGATAGAATC 0.935
Epsilonproteobacteria Epsilont129R  CTTACGAAGGCAGTCTCCTTA 189 97.39% [38]
Delta- and Gammag77F  GCTAACGCATTAAGTRYCCCG 189 97.1 -

Gammaproteobacteria  Gamma1066R ~ GCCATGCRGCACCTGTCT 96.6%

. 926F AAACTCAAAKGAATTGACGG 97.8

Universal 1062R CTCACRRCACGAGCTGAC 196 gg79, K]

2 Nombre de los cebadores

b Secuencia de los cebadores forward (F) y reverse (R).

¢ Tamafo del producto de PCR (pb, pares de bases).

d Eficiencia de amplificacién (E) determinada en este trabajo

Se determiné la temperatura de hibridacién que produjese la mayor especificidad probando los
cebadores con el material de referencia (ZymoBIOMICS™ Microbial Community Standard, Ref. D6300,
Zymo Research), con temperaturas desde 50°C hasta 60°C. La eficiencia y especificidad de los cebadores,
la ausencia de inhibidores que pudieran afectar a la amplificacion y la cantidad de DNA que debia ponerse
por reaccion de gPCR se determind haciendo las correspondientes rectas de eficiencia. Para ello, se
realizaron diluciones seriadas desde 2x10° hasta 2x102 pg de una mezcla de DNA total de todos los
individuos y se amplificaron por PCR en tiempo real segun se describe en el apartado 3.5.4. Se representé
el valor de Cr frente al logaritmo decimal de la concentracion inicial de RNA por pocillo, y se calculo la

eficiencia de amplificacion a partir de la pendiente de la recta obtenida segun la ecuacion:

-1
E= (1oslove> —1
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Esta eficiencia tiene un valor de 1 cuando se duplica el nimero de copias de molde tras un ciclo de
PCR. Los valores de eficiencia obtenidos se recogen en la Tabla 3. Se determiné que 20 ng de DNA inicial

era cantidad suficientes para cuantificar todos los tipos de bacterias.

3.5.4.2. Cuantificacion absoluta del nimero de copias del gen rRNA 16S de los diferentes filos
de bacterias predominantes en la Ml de ratén

La gPCR se llevo a cabo en placas de 96 pocillos, utilizando SsoAdvanced Universal SYBR Green
Supermix (Biorad) en las condiciones indicadas por el fabricante. Las reacciones se hicieron por triplicado,
con 20 ng de DNA en un volumen final de 20 pL. La amplificacién se llevé a cabo comenzando con un
paso de 2 min a 95°C (activacién de la polimerasa), seguido por 40 ciclos compuestos por un paso de
desnaturalizacién (15 s, 95°C), un paso de hibridacién (30 s, 55°C) y un paso de extension (30 s, 60°C).
Con el fin de determinar la temperatura de fusion (Tm) del amplicon generado en cada pocillo y constatar
la especificidad de la amplificacion, tras los 40 ciclos, se incluy6 un paso de desnaturalizacién (1 min a
95°C) y se realiz6 una curva de disociacion incrementando la temperatura desde 65°C hasta 95°C, a
razén de 0,5°C cada 5s. Se utilizo un termociclador CFX96 (Biorad) para el seguimiento de la emision de
fluorescencia, que se capto al final de cada paso de extension y durante la curva de desnaturalizacion. La
curva de amplificacion obtenida permite relacionar la fluorescencia registrada con los ciclos de
amplificacion realizados y proporciona los valores de Cr (ciclo umbral, punto en el cual la fluorescencia de
la reaccidn sobrepasa la fluorescencia basal, umbral o “threshold”). En el Cr, el numero de moléculas del
producto de amplificacion (Xcr) viene dado por la ecuacion:

Xep =Xo+ (1 +E)T

donde Xo representa el nimero de moléculas de transcrito iniciales, Xcr es la cantidad de moléculas
cuando se alcanza el valor de fluorescencia representado por el Cty E es la eficiencia de amplificacion.
Se usd el valor de Ct de amplificacion de los cebadores universales en una muestra de DNA obtenida
mezclando cantidades iguales de DNA de todos los individuos como calibrador interno entre placas y para

establecer la posicion de la linea umbral.

3.6. Determinacion de perfiles transcripcionales hepaticos mediante qRT-PCR en tiempo real

3.6.1.Aislamiento de RNA de muestras hepaticas y sintesis de cDNA

El RNA total se extrajo individualmente mediante el kit comercial AllPrep® DNA/RNA/Protein
(QIAGEN), siguiendo las instrucciones del fabricante, a partir de 30 mg de tejido hepatico de cada uno de
los individuos de cada grupo experimental. El tejido fue homogeneizado en un volumen de 600 pL de
tampén de lisis, y se centrifugd (8000 g, 3 min) para eliminar restos celulares. El sobrenadante se paso a
una columna AllPrep DNA spin y se centrifugd de nuevo (30 s, 8000 g). Se tratd la muestra con DNasa |
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(180 U, RNase-Free DNA Set, Qiagen) y se incubd durante 15 min a 25 °C, tras lo cual se realizaron varios
pasos de lavado con los buffers suministrados con el kit, incluyéndose un paso de centrifugacion (5 s,
8000 g) tras cada lavado. Tras una ultima centrifugacion (2 min, 8000 g), la columna fue transferida a un
tubo limpio y el RNA se eluy6 con 50 pL de agua de grado bioldgico, centrifugando durante 1 min a 8000

g. La solucion de RNA obtenida se desnaturalizé durante 10 min a 60 °C y se conservo a -80 °C.

3.6.1.1. Cuantificacion y pureza de las muestras de RNA

Se utilizo un espectrofotdmetro Beckman Coulter DU-800 UV y una cubeta Hellma®Traycell y se
procedié de forma similar a la descrita en el apartado 3.5.1.1. Para estimar la concentracion, se tuvo en
cuenta que una lectura Az = 1,0 es equivalente a = 40 pg/ml de RNA. Para comprobar la ausencia de
DNA genoémico en las muestras de RNA, se hizo una PCR usando cebadores especificos intraexénicos

del gen Gapdh sin retrotranscripcion previa.

3.6.1.2. Integridad de las muestras de RNA

La integridad de las preparaciones de RNA se determind mediante electroforesis capilar en un
equipo Agilent 2100 Bioanalyzer, en las instalaciones del Servicio Central de Apoyo a la Investigacién
(SCAI) de la UCO. Este sistema utiliza algoritmos que miden el area bajo los picos 165/18S y 23S/28S,
su altura frente a un RNA estandar y el area de la zona comprendida entre ellos, dando lugar asi a un
numero de integridad de RNA (RIN) en una escala de 1 (RNA degradado) a 10 (RNA integro). Solo se

utilizaron RNAs con ratios de absorbancia 260nm/280nm de ~2,0 y valores de RIN superior a 8.5.

3.6.1.3. Sintesis de cDNA

Antes de proceder a la retrotranscripcion, se prepararon 4 subgrupos dentro de cada grupo
experimental, mezclando cantidades iguales de RNA de tres animales. La sintesis de cDNA se llevo a
cabo a partir de 2 ug de RNA total aislado de cada subgrupo, utilizando el iScript™ cDNA Synthesis Kit
de Biorad, siguiendo las indicaciones del fabricante. Se utilizé un termociclador GeneAmp PCR System
9700 (PE Applied Biosystems) programado para incubar las muestras durante 5 min a 25 °C (hibridacién
de los cebadores, poli-A y decdmeros aleatorios), seguidos de un paso de 20 min a 46 °C (extensién) y
finalizando con un paso final de 1 min a 95°C (inactivacion de la retrotranscriptasa). Los cDNA se diluyeron

con agua de grado bioldgico para obtener una concentracién final de trabajo de 25 ng/uL.

3.6.2.Cebadores

Los cebadores empleados se recogen en la Tabla 4. Se comprob la especificidad de amplificacion

mediante electroforesis en gel de agarosa (1,5% en TAE) de los amplicones generados en la reaccion y
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la determinacidn de la temperatura de fusidn de estos. Se determing la eficiencia de amplificacion de cada
pareja de cebadores haciendo una recta de eficiencia, como se indica en el apartado 3.4.4.1.

Tabla 4. Cebadores utilizados para la cuantificacion de transcrito hepaticos en M.musculus

Condiciones PCR Referencia

Secuencia 5-3
AATGCTCCAGGGCCGCCTTTTTGCCTACC -3’

F: 5
Cas! R 5. GGTAATAGTTGGGGGCACCACCCTGGTTG -3 10s98730s70°C L]
Gox{ F° GCAGAAGCGTCTGGGACCTCGTG -3 156s95°30s70°C 3]
PXT R 5. GGGAACTCAGAATCTCCTCATTCTTGCCA -3
sogi 8 GAAGGCCAGCATGGGTTCCACGTC -3 15595°/30s70°C -
R 5 TAAGAAACATGGTGGCCCGGCGG 3
Hmox1 F: 5 CTTCCGGCATCTCTACCCCAACACTGCT -3 15895°/30s70°C (441
R: 5-  CCAACCAACATTCTTAGAGCGGGCATTCA -3
Hmaer 8 GACTGTGGTTTGTGAAGCCGTCATTCCAG -3 16595°/30s70°C 5]
9 R: 5 CAATGTTTGCTGCGTGGGCGTTGTAG -3
Gaogh 8-  GGCTGCCCAGAACATCATCCCTGCAT -3 15595°/30s70°C ”
pdh & 5. CCAATGTGTCCGTCGTGGATCTGACGT -3
F o5 GGCGGCTCCTGCACTTGCACE 3 [46]
L TGCAGACACAGCCCTGGGCACAT 3 15595°/30s70°C
F 5. CCCAACTGCTCCTGTGCCTCCGA 3
M2 p 5. CCTCTTTGCAGATGCAGCCCTGGGA -3 15596°%/30s70°C [46]
F: 5  GAGGGAAGGCCGCCTGGCTGCAGCTTAC -3 . . [47]
Pfk1 R 5 CCAGCTCCTCCAGCAAGCTGCCCCAC -3 16595%30s70°C
F: 5 CGCTCAGCTGGACTCTAAGATGCCCTG -3 . . 48]
Pk R 5. ACTGGTCATGAGGGCTATATCCGAGGAC -3 16595%30s70°C
F: 5- TCGGAACTCTCTGCTTGGTTCTCAACTGG -3 [47]
Star g 5. GTCCCCCGTTCTCCTGCTGGCTTTCC -3 10s99730s70°C
: .3
[ 5 MEOIOGITIOOUON s o
: .3
Oatpfat [ 3 ?ggg%%%i’;ﬁiﬁ%%ﬁ%ggg? & 15S95730s60°CR0STOC 4]
: .3
srebf2 |3 il v T 15595930s60°C/30570°C  [50]
- 3 48
o [ 5 SN Y e
F. 5.  AGTAACTAAACAACCTGCCAGTACTA -3 48]
Cypral g 5. GTCCGGATATTCAAGGATGCA ;g 15595%/30s60°C/30s70°C

a Simbolo segun la base de datos Gene del NCBI
b Secuencia del cebador en sentido 5'=3".

3.6.3.Amplificacion por RT-PCR en tiempo real

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo por triplicado usando 50 ng de cDNA por reaccion en un
volumen final de 20 L, utilizando SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix en las condiciones
indicadas por el fabricante. La amplificacién se llevo a cabo comenzando con un paso de 2 min a 95°C
(activacion de la polimerasa), seguido por 40 ciclos compuestos por un paso de desnaturalizacion (15 s,
95°C) y un paso de hibridacién/extension (30 s, 60 6 70°C segun se indica en la Tabla 4). Con el fin de
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determinar la Tm del fragmento amplificado en cada pocillo y constatar la especificidad de la amplificacion,
tras los 40 ciclos, se incluy6 un paso de desnaturalizacion (1 min a 95°C) y se realizd una curva de
disociacion incrementando la temperatura desde 65°C hasta 95°C, a razon de 0,5°C cada 5s. Se utiliz6
un termociclador CFX96 (Biorad) para el seguimiento de la emision de fluorescencia, que se capto al final
de cada paso de extension y durante la curva de desnaturalizacion. Como se explicé en el apartado
3.5.4.2, los valores de moléculas iniciales de transcrito en cada reaccion de PCR se obtuvieron mediante
la ecuacion X¢,. = Xo + (1 + E)‘T, donde Xo representa el nimero de moléculas de transcrito iniciales,
Xcr es la cantidad de moléculas cuando se alcanza el valor de fluorescencia representado por el Cry E

es la eficiencia de amplificacion.

3.6.4.Recta patrdn para la cuantificacion absoluta del numero de transcritos de un gen

La conversion de los valores de Cr en numero de transcritos se realizd extrapolando sobre la
ecuacion de una recta patron construida retrotranscribiendo y amplificando por gPCR diluciones seriadas
(desde 10° hasta 102 moléculas/pL) de un RNA obtenido por transcripcion in vitro de un fragmento
especifico, de secuencia y tamafio conocidos, clonado en un vector, del gen Gapdh de raton [44]. El
numero de moléculas de este RNA se estim6 a partir de los valores de concentracion y peso molecular.
La representacion del logaritmo del numero de moléculas iniciales de RNA por pocillo frente al valor de Ct
correspondiente da lugar a una recta a partir de cuya ecuacion se puede calcular el nimero de moléculas
de los transcritos cuantificados para cada gen. Esta aproximacion fue posible debido a que la eficiencia

de amplificacion de los transcritos analizados fue la misma que la obtenida en la recta patrén (E = 1).

3.7. Ensayos de actividad enzimatica

A pesar de la letalidad, conseguimos tener muestras de al menos 12 animales por grupo, que se
distribuyeron aleatoriamente en 4 subgrupos para cada condicion experimental. Para la preparacion de
extractos proteicos se establecieron los 4 subgrupos mezclando cantidades iguales de tejido triturado en
N2 de cada uno de los animales (al menos 3) dentro de cada subgrupo y condicién. Los extractos se
obtuvieron homogeneizando 100 mg de estas muestras manualmente con un pistilo de plastico (Pellet
PestleTM Cordless Motor, Sigma-Aldrich®) en 5 volimenes de tampon Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), EDTA
5mM, DTT 1 mM. Los homogeneizados resultantes se centrifugaron a 10.000 g durante 15 min a 4°C con
el fin de eliminar los restos subcelulares. El sobrenadante se separd en volumenes alicuotas y se

almacend a -80°C hasta su uso.

Pagina 26 de 57



Trabajo Fin de Master - Master Universitario en Biotecnologia — D. Bayo Garrido

3.7.1.Cuantificacion de proteinas

Las proteinas se cuantificaron mediante el método de Bradford [51] utilizando el reactivo Biorad
Protein Assay Dye Reagent Concentrate de BioRad con una recta patrén de seroalbumina bovina (BSA).
La cuantificacion se realizd de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las muestras se mezclaron
con el reactivo de Bradford en una proporcion 1:5000 y se incubaron 15 min a temperatura ambiente antes
de medir su absorbancia a 595 nm. La recta patron se construyo a partir de 8 diluciones de BSA (en un
rango comprendido entre 1y 20 g de proteina). La ecuacion de la recta patron se obtuvo en base a la
representacion grafica de la absorbancia a 595 nm (eje de ordenadas) frente a la concentracion de BSA
(eje de abscisas). La concentracion de proteinas en las muestras se calculd interpolando sus valores de
absorbancia a 595 nm sobre dicha recta patron. Todo el material de plastico y vidrio empleado estaba

limpio y libre de detergentes.

3.7.2.Actividad glutation peroxidasa (GPX)

La GPX oxida al glutatién (GSH) segun la reaccion:

R-OOH + 2GSH « R-OH + GSSG + H,0

El ensayo de actividad GPX se basa en el acoplamiento de dicha reaccion a la catalizada por la
glutatién reductasa (GR), que reduce el glutation oxidado (GSSG):

GSSG + NADPH + H* «» 2 GSH + NADP+*

La reaccion se siguié espectrofotométricamente a través de la medicion de la disminucién de
absorbancia a 340 nm (AAbsasonm/min) debido a la oxidacion del NADPH. Se sigui6 el método de Flohé y
Gunzler [52]. Los extractos de higado convenientemente diluidos se afiadieron a una mezcla de reaccion
que contenia fosfato potasico 73 mM (pH 7), EDTA 0,7 mM, BSA 0,14 mg/ml, azida sédica 1 mM (inhibe
la catalasa presente en la muestra), GSH 1 mM, GR de levadura 0,3 U y NADPH 0,15 mM. La reaccion
se inicié con la adicion de H202 (R-OOH de la reaccion de GPx) 0,16 mM. La reaccion enzimatica se midio
durante 2 min. Una unidad de actividad GPx se define como la cantidad de enzima que descompone 1
umol de NADPH en 1 min.

3.7.3.Actividad glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH)

El ensayo de la actividad G6PDH se basa en la oxidacion de la glucosa-6-fosfato y la
correspondiente reduccion del NADP+ catalizada por la GGPDH segun la reaccion:
Glucosa-6-fosfato + NADP*+ « 6-fosfogluconolactona + NADPH + H*
La reaccion se midi6 espectrofotométricamente siguiendo el incremento de absorbancia a 340 nm
(AAbszsonm/min) que se produce como consecuencia de la generacion de NADPH. Se sigui6 el método de
L6hr y Waller [53] con algunas modificaciones. Los extractos se afiadieron a una mezcla de reaccion que
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contenia TrisHCI 100 mM (pH 7,5), MgCl2 10 mM y B-NADP+* 0,45 mM. El ensayo comenz6 cuando se
afiadieron 15 pl de glucosa-6-fosfato 40 mM. La reaccion enzimatica se midio durante 2 min. Una unidad

(U) de actividad G6PDH se define como la cantidad de enzima que genera 1 ymol de NADPH en 1 min.

3.7.4.Actividad catalasa (CAT)

El ensayo de la actividad CAT se basa en la descomposicion del H202 por la catalasa segun la
siguiente reaccion:
2H,02 — 2H20 + O2
La reaccién se midi6 espectrofotométricamente siguiendo la disminucién de absorbancia a 240
nm (AAbsz40nm/min) debido a la descomposicion del H202. Se siguié el método de Beers y Sizer [54]. Los
extractos se afiadieron a una mezcla de reaccion que contenia tampdn fosfato potasico 17 mM (pH 7,0) y
H202 20 mM. La reaccién enzimatica se midié durante 1 min. Una unidad de actividad CAT se define como

la cantidad de enzima que descompone 1 umol de H202en 1 min.

3.7.5.Andlisis estadistico

La significacion estadistica de las diferencias entre las muestras experimentales se determind
mediante (i) un test de Dunnett para comparar los datos de los distintos grupos experimentales con los del
control, (ii) un test t-Student bilateral con la correccion de Bonferroni, empleando el programa InStat,
version 2.05/00 (GraphPad) para compara grupos experimentales entre siy (iii) y la herramienta Xlstat de

Microsoft para hacer analisis de correlaciones.
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4. Resultados y Discusion

La evaluacion de la toxicidad de mezclas de contaminantes es de vital importancia puesto que no
hay duda de que las exposiciones experimentadas en la "vida real" involucran multiples sustancias
quimicas. En este trabajo hemos evaluado los efectos de una mezcla de metales y farmacos (MC) sobre
los parametros bioquimicos en plasma, la composicion taxonémica de la microbiota intestinal (MI) y los
niveles transcripcionales de un grupo escogido de genes en higado de ratén, tratando de encontrar
asociaciones entre determinadas poblaciones de bacterias y la expresion génica y actividad enzimatica
en el huésped. Ademas, se ha analizado la capacidad de esta MC de generar un estado de disbiosis que
podria tener resultados adversos para la salud del huésped, incluyendo aumento de la toxicidad de

algunos xenobioticos. También hemos estudiado la modulacién por Se de todos estos parametros.

4.1. Animales, tratamientos y muestras

Los experimentos de exposicion implicaron dos etapas: (i) 6 dias de pretratamiento, donde la mitad
de los animales recibieron un céctel de antibidticos y antifingicos en el agua para deprimir la MI; y (ii) 14
dias de tratamiento durante los cuales la mitad de los ratones de cada grupo se alimenté con una dieta
enriquecida en Se y la otra mitad con pienso normal. Durante este periodo de tratamiento todos los
animales recibieron la mezcla de metales (As, Cd, Hg) en el agua y la mezcla de farmacos (diclofenaco
DCF, flumequina FLU) en el pienso. Se establecié ademés un grupo control con ratones que recibieron
agua y pienso normal durante todo el periodo experimental. La Fig. 1 muestra el disefio experimental.

Para la seleccion de las dosis de metales y farmacos nos basamos en la bibliografia y en nuestros
trabajos previos [32, 55-60]. En todos los casos se usaron dosis de contaminantes inferiores a sus LDso
(Tabla 5), puesto que sus posibles efectos sinérgicos podian potenciar su letalidad. La Tabla 5 muestra
también la ingesta estimada de cada uno de los compuestos, considerando un peso corporal medio de 24

gy una ingesta media de 5 g de pienso y 5 mL de agua al dia [35].

Tabla 5. Ingesta estimada de contaminantes durante el periodo experimental.

Forma de DLso? Ingesta diaria
Compuesto Periodo de suministro ._ mgl/kg peso estimada (mglkg
Lz corporal peso corporal y dia)
As Semanas 2y 3, tratamiento  Agua de bebida 190 3
Cd Semanas 2y 3, tratamiento  Agua de bebida 95.5¢ 0.1
Hg Semanas 2 y 3, tratamiento Agua de bebida 57.64 1
F'”E:‘I*_Ctljl;i“a Semanas 2 y 3, tratamiento Pienso 1000 625
Diclofenaco Semanas 2 y 3, tratamiento Pienso T4t 20
(DCF)

*En ratdn, via oral; ®[61]; [54]; 4[62]; ¢[63, 64]; [65].
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Para estudiar el posible efecto protector del selenio (Se) contra la toxicidad de la mezcla de
contaminantes, uno de los grupos experimentales se alimentd con pienso enriquecido en Se durante el
tratamiento. El Se se incorpora a numerosos suplementos alimenticios para humanos por sus propiedades
inmunoreguladoras y antioxidantes. Pero el Se tiene también una vertiente toxica, por lo que su ingesta
ha de ser controlada. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda una ingesta diaria para
humanos de 40-75 ug/kg y dia y establece como segura una dosis méaxima de hasta 400-500 ug/kg y dia
como segura [66, 67]. Sin embargo, la mayoria de los preparados alimenticios no suelen exceder de 200
g de (unas 3 veces la dosis minima) [68] para evitar el efecto inhibitorio o toxico ejercido por dosis altas
de este oligoelemento. La dieta regular del ratdn en nuestro estudio contiene 0,20 mg Se/kg, asi que
decidimos formular la dieta Se-enriquecida conteniendo 0,65 mg de Se/ kg , una 3 veces la dosis regular
de Se en la dieta. A partir de estos contenidos en Se en los piensos, y teniendo en cuenta el peso medio
de unraton y la cantidad de pienso ingerido, se estima que nos animales alimentados con la dieta normal
ingirieron diariamente 40 ug/kg de peso corporal y unos120 pg/kg los alimentados con la dieta enriquecida
en Se.

El estudio del papel de la microbiota intestinal (Ml) en la toxicidad de los xenobiéticos ha de hacerse
comparando ratones normales con otros en los que se ha eliminado total o parcialmente, la flora intestinal.
Los ratones libres de gérmenes (ratones gnotobidticos) son de especial utilidad, pero son un modelo
inaccesible para muchos investigadores, ya que requieren instalaciones especializadas (estos animales
se crian en aisladores para mantenerlos libres de bacterias detectables, eucariotas y virus) y son muy
costosos. Como consecuencia, el tratamiento de animales con antibiéticos de amplio espectro ha surgido
como un método alternativo facil y de bajo costo para deprimir la MI de los ratones. En la literatura se
describen varios regimenes de antibiéticos, que difieren en composicion, dosis, duracion del tratamiento
y modo de administracion [69]. En este trabajo, los antibiéticos (ampicilina (1 g/L), metronidazol, 1 g/L;
neomicina, 1 g/L; vancomicina, 0,5 g/L y el antifungico anfotericina B, 10 mg/L), se afiadieron directamente
al agua de bebida que se suministré a algunos grupos de animales (Fig. 1) durante el pretratamiento [35].
Considerando unas ingesta diaria de 5 mL de agua por raton, las dosis diarias fueron de 208 mg/kg de
peso corporal de ampicilina, metronidazol y neomicina; 104 mg/kg de peso corporal de vancomicina y 2.1
mg/kg de peso corporal de anfotericina B.

No hubo diferencias entre los animales de los distintos grupos experimentales en cuanto a consumo
de pienso. Sin embargo, los ratones Abx-PC mostraron rechazo a consumir el agua con Abx (Fig. 4A),
probablemente debido al mal sabor del metronidazol. Estos animales también mostraron pérdidas de peso
durante el pretratamiento, que se recupero rapidamente al pasar al periodo de tratamiento. El drastico
efecto del pretratamiento con Abx nos llevo, por razones éticas, a cambiar el disefio experimental, en el

que estaba previsto suministrar Abx durante las tres semanas (grupo Abx-PC), a esta variante en el que
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se suministrd la mezcla de Abx solo durante una semana, a modo de pretratamiento, de forma previa a la

exposicion a la mezcla de contaminantes (MC) y/o Se.
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Figura4. (A) Consumo diario de agua (mL/dia) y (B) peso corporal medio de los animales a lo largo del
experimento. El consumo de agua se determind pesando los bebederos cuando se ponian nuevos y retiraban los
antiguos, cada dos dias.

La Fig. 4B muestra que durante el tratamiento con MC (dias 11 en adelante) se produjo una
disminucion gradual del peso corporal de todos los animales. Entre otros efectos, metales y farmacos
alteran la composicion de la MI, lo que dificulta la digestion y la asimilacion de nutrientes [20, 21, 70], que
podria ser causa de esta disminucion de peso.

A pesar del efecto de los antibidticos no hubo decesos durante el periodo de pretratamiento. Sin
embargo, el coctel de contaminantes suministrado en agua (metales) y pienso (farmacos) durante el
tratamiento afect6 a la supervivencia de los ratones (73% de supervivencia en el grupo PC respecto al
control C), especialmente de aquéllos que habia sido pretratados con antibidticos (46% de supervivencia
en el grupo Abx respecto a C) (Fig. 5). Esta bien establecida la capacidad de la MI para metabolizar
xenobioticos, via oxidacion, reduccion, metilacion, ligacion o secuestro, modulando asi su toxicidad para
el huésped [20, 70, 71]. Por ejemplo, la MI actia sobre el arsénico Ill, transformandolo en As-V, menos
toxico [72], pero es responsable de los dafios causados por los antiinflamatorios no esteroideos como el
DCF en el intestino delgado [71].
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La letalidad fue menor cuando se suministrd a los animales pienso enriquecido en Se durante el
tratamiento con MC (Fig. 5). Dicha supervivencia se incrementd entre un 7 y un 13% en los animales
PC+Se respecto a PC. Es bien conocida la capacidad del Se de contrarrestar los efectos perjudiciales de
ciertos metales toxicos, como el Cd o Hg y metaloides como el As [31, 73]. EI Se antagoniza los efectos
del Cd por su capacidad de activar la ruta PI3K/AKT/Bcl-2, que regula el sistema de defensa celular contra
dafios oxidativos, asi como la proliferacion celular, la supervivencia y la apoptosis [74]. Esta misma
capacidad antioxidante hace que el Se mitigue los dafios causados por Hg [75] y As [76]. Ademas, el Se
se une a Hg generando complejos bioldgicamente inactivos [77] y provoca el trafico de As desde érganos
metabdlicamente poco activos (cerebro, pulmon y testiculos) a otros con mayor actividad metabdlica
(rifidn), lo que facilita su excrecion [32]. También se ha descrito la capacidad del Se de mitigar el estrés
oxidativo, la inflamacion y diversas anormalidades hematologicas en higado y el riién de ratas tratadas
con DCF [78]. Estas podrian ser causas de la reduccién de letalidad que observamos en nuestros ratones
alimentados con una dieta enriquecida en Se, como se discutira mas adelante.

A pesar de la letalidad, conseguimos tener muestras de, al menos, 12 animales por grupo, que se
distribuyeron aleatoriamente en 4 subgrupos por cada condicion experimental. Para las determinaciones
de pardmetros bioquimicos en plasma, se mezclaron cantidades iguales de plasma de cada uno de los
animales dentro de cada lote y condicion. Para la preparacion de extractos proteicos para medidas de
actividad enzimatica, se mezclaron cantidades iguales de tejido homogenizado en N2 de cada uno de los
animales dentro de cada subgrupo y condicion. En el caso de las heces y del higado, se aislo DNA y/o
RNA individualmente y, en este Ultimo caso, se sintetizo el cDNA, a partir de una mezcla de RNA de los

individuos tejido de cada uno de los subgrupos dentro de cada grupo experimental.

4.2. Determinaciones bioquimicas en plasma

El analisis de parametros bioquimicos en sangre proporciona informacion acerca del estado de salud
global del organismo. Los resultados obtenidos al hacer tales determinaciones en plasma de ratones bajo
las distintas condiciones experimentales se muestran en la Fig. 6.

No se apreciaron cambios significativos en los niveles de proteinas totales, pero todos los animales
expuestos al coctel de pesticidas mostraron una reduccion cercana al 50% en los niveles de albimina. La
albumina es sintetizada por el higado y se excreta rapidamente en el torrente sanguineo, donde es una
de las proteinas mas abundante del plasma. Desempefia importantes funciones fisioldgicas y
farmacoldgicas, incluyendo el mantenimiento de la permeabilidad vascular y el transporte de diversas
moléculas. Su alto contenido en cisteina le otorga una importante funcion antioxidante, por lo que la
reduccion de sus niveles puede actuar como factor que contribuye al desarrollo de varias enfermedades

relacionadas con estrés oxidativo, incluyendo hepatopatias, diabetes e incluso cancer [79].
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Figura6. Parametros bioquimicos en el plasma de Mus musculus. Los datos son media de tres
determinaciones para cada uno de los cuatro subgrupos dentro de cada grupo experimental. Significacion
estadistica: diferencias respecto a C: a = p<0,05 (test de Dunnett); diferencias PC vs PC+Se : b = p<0,05 (-
Student); diferencias PC vs Abx-PC: ¢ = p<0,05 (t-Student). C: control; PC: mezcla de contaminantes; PC+Se:
mezcla de contaminantes y dieta enriquecida en Se; Abx-PC: pretratamiento con Abx antes de la exposicion a la
mezcla de contaminantes para deprimir la MI.

Los cambios mostrados en la Fig 6 en marcadores de dafio hepatico como AST (aspartato
transaminasa), ALT (alanina transminasa) y ALP (fosfatasa alcalina) refuerzan la hipétesis de que la
mezcla de contaminantes esta causando hepatotoxicidad. La elevacidn de los niveles en sangre de estas
enzimas se atribuye a dafio celular y disrupcion de las membranas plasmaticas, que favorecen su
liberacidn [80]. La actividad de ambas aminotransferasas se elevd en los animales del grupo PC y, en el
caso de AST, disminuy6 significativamente tras el pretratamiento con Abx (Abx-PC vs C), lo que parece
sugerir la intervencion de este “organo” en la activacion de la hepatotoxicidad de MC [81]. EI consumo de
una dieta enriquecida en Se disminuyé ligeramente los niveles de ALT y AST [82] sugiriendo un papel
protector de este oligoelemento en la toxicidad de la mezcla de contaminantes.

Los niveles de ALP [83] también disminuyeron mas de un 50% en los animales PC,
independientemente de que hubiesen sido pretatrados con Abx (Abx-PC), lo que es indicativo de

alteraciones hepaticas que afectan a la sintesis de acidos biliares (AB) [84]. Se ha descrito que metales
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como As, Cd 0 Hg [85] o farmacos como DCF [86] o FLU [87] disminuyen la actividad de esta enzima por
su capacidad de inhibir FXR (nuclear fRNAesoid X receptor), el receptor nuclear que actua como sensor
de los AB y regula negativamente sus niveles intrahepaticos [88]. La inhibicion de FXR incrementa la
sintesis de AB, lo que explicaria los altos niveles plasmaticos de estos metabolitos detectados en plasma
de ratones PC. La presencia de Se en la dieta de los ratones PC+Se evito parcialmente el efecto de la
mezcla de contaminantes sobre los niveles de ALP y BA, lo que estaria de acuerdo con trabajos que
demuestran la capacidad del Se de elevar los niveles de esta enzima [89], de regular los niveles
plasmaticos de BA [90] y de reparar dafios hepaticos causados por contaminantes [32, 82, 91].

La exposicion a contaminantes no produjo cambios significativos en los niveles de colesterol total
(CHO) y triglicéridos (TGA) en plasma (C vs PC). FXR controla negativamente la sintesis de colesterol y
acidos grasos en el higado [92], por lo que cabria esperar que su inhibicion potenciara la sintesis de estos
lipidos. Sin embargo, se ha descrito que FLU reduce el CHO sérico [87] y que DCF, aunque en menor
medida que otros antinflamatorios no esteroideos, reduce las concentraciones de CHO y TGA en plasma
de ratas hiperlipidémicas al reducir su exportacion al mismo [93], lo que explicaria la disminucion de los
niveles de estos metabolitos en el plasma de los ratones expuestos a la mezcla de metales y farmacos.
Si hubo diferencias significativas con el grupo control en los niveles de TGA de los ratones que fueron
tratados con Abx antes de la exposicion a la mezcla de contaminantes (Abx-PC). Varios trabajos con
animales naturalmente carentes de microbiota o tras deprimir ésta con antibiéticos demuestran que la Ml
desempefia un papel clave en la regulacién del metabolismo de los lipidos a través de la ruta de
sefalizacion de los AB [94]. Estos estudios ponen de manifiesto una correlacion entre el cambio en la
poblacion microbiana intestinal, la disminucidn de la sefializacidn intestinal por FXR y la variacion de la
composicion del pool de &cidos biliares inducidos por el tratamiento con antibiéticos [94].

Todos los ratones expuestos a la mezcla de contaminantes mostraron niveles reducidos de glucosa
en sangre, acompafiados por altos niveles de lactato. Los niveles de estos dos metabolitos sugieren que
la mezcla de contaminantes esta dafiando las membranas bioldgicas, incluyendo las mitocondriales,
haciendo que el metabolismo de las células deba pasar a estar basado en una alta tasa de glucolisis
acoplada a la fermentacion lactica (efecto Warburg) a fin de proveerse de ATP en unas circunstancias en
las que la cadena respiratoria no es completamente funcional [95] [96]. La induccién de esta
reprogramacion metabdlica ha sido descrita para metales como el As [97]. El Se contrarresté parcialmente
el efecto de la mezcla de contaminantes sobre estos parametros, lo que esta de acuerdo con la capacidad
de este oligoelemento de regular el metabolismo[98]

Todos los componentes de la mezcla de contaminantes usada en este estudio se han relacionado
con daros renales [99-102]. Los datos de Fig. 6 muestran que la exposicién a MC produjo elevados nieles

plasmaticos de creatinina y urea, dos marcadores ampliamente usados en clinica para la determinacién
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de dafo renal. La presencia de Se en la dieta de los ratones durante la exposicion a la mezcla de

contaminantes evit parcialmente los dafios [103].

4.3. Andlisis de la composicion taxonémica de la Ml de raton mediante cuantificacion
absoluta por gPCR en tiempo real

El estudio de la microbiota ha ido avanzando conforme lo han hecho las metodologias que permiten
la realizacion de analisis no basados en el cultivo de los microorganismos. En la mayoria de los estudios,
los componentes bacterianos de una poblacion microbiana se identifican mediante la secuenciacién NGS
(Next Generation Sequencing) del gen codificante de rRNA 16S seguido de la comparacidn con las bases
de datos de secuencias bacterianas conocidas. Esta metodologia proporciona informaciéon de la
abundancia relativa de los distintos componentes de la microbiota lo que puede conducir a interpretaciones
erroneas de las estructuras de la comunidad microbiana desde el momento en que el aumento de un taxén
conduce inevitablemente a la disminucion concurrente de los otros [104]. Dado que los cambios de
composicion son mutuamente dependientes, esta metodologia proporciona una alta tasa de FDR (False
Discovery Rate, probabilidad de que la hipotesis nula sea cierta a pesar de haber sido rechazada) cuando
se analizan los datos utilizando métodos estadisticos tradicionales [105, 106]. La interpretacion de los
cambios de composicion de la microbiota se hace particularmente dificil en estudios longitudinales, tales
como exposiciones o tratamientos, que necesitan determinar qué taxon se vio realmente afectado.
Ademas, cuando la carga microbiana varia sustancialmente entre las muestras, el trabajar con perfiles
relativos dificulta la posibilidad de vincular las caracteristicas de la comunidad microbiana con datos
cuantitativos como parametros fisiolégicos o concentraciones de metabolitos [107].

Se han propuesto sofisticados métodos estadisticos para soslayar o mitigar este efecto de mutua
dependencia de los cambios de los componentes de la microbiota [106, 108, 109]. Pero al final, se siguen
teniendo datos relativos, que tienden a sobredimensionar los cambios de abundancia de los elementos
menos frecuentes y en ningun caso dan verdadero valor biolégico a los cambios [107, 109, 110]. Se han
propuesto diversas alternativas para transformar los datos obtenidos por NGS en cuantificacién absoluta
de la abundancia de los componentes de una microbiota, que van desde la citometria de flujo [107, 111]
al uso de DNA sintético [112], pasando por el rendimiento de DNA [110]. Varios autores [112, 113] han
propuesto la PCR cuantitativa (qPCR) como un método simple y econémico para estimar la carga
bacteriana y estimar la abundancia absoluta de los diversos taxones. En este trabajo hemos utilizado una
coleccion de cebadores que permiten la cuantificacion absoluta de los grupos bacterianos (filos) mas
abundantes en la MI de raton [38, 39], a fin de determinar como se ven afectados por la contaminacion
ambiental. La puesta a punto de nuestro sistema implico la optimizacion de un protocolo para el

aislamiento de DNA de microbiota y la validacién de los cebadores para su uso en gPCR.
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4.3.1.Calidad de las muestras de DNA

La extraccion de DNA es un paso critico en los estudios de microbiota, ya que los sesgos
introducidos durante este proceso pueden dar lugar a una representacion inexacta de los distintos tipos
bacterianos en la poblacién en estudio. Sin embargo, obtener buenas preparaciones de DNA a partir de
heces no es facil, ya que son muestras complejas por la presencia de fibras, microbios con diferente
resistencia a la lisis, particulas no digeridas, nucleasas y células del huésped. La presencia de estas
impurezas puede causar una rotura desigual de los microorganismos, lo que puede dar lugar a una
representacion inexacta de los distintos tipos bacterianos en la poblacion en estudio [114]. La eliminacién
de fibras y particulas no digeridas es dificil y suele afectar a la calidad general y a la cantidad de DNA que
se aisla. El kit AllPrep PowerFecal DNA/RNA ( Qiagen) se eligid por su adecuacion al tipo de muestra en
estudio, de acuerdo con estudios anteriores de nuestro grupo. Este kit incluye pasos que permiten eliminar
posibles inhibidores que comprometan las etapas subsiguientes del estudio que implican el uso de
polimerasas de DNA. EI DNA se aisl6 a partir de 50 mg de heces crio-homogeneizadas. Esta cantidad fue
elegida tras varios experimentos preliminares que mostraron una relacion negativa entre la cantidad de
material fecal y el rendimiento y calidad del DNA extraido. La concentracion y calidad de las muestras de
DNA se determin6 espectrofotométricamente. No hubo diferencias significativas entre las muestras para
ninguno de estos parametros. La integridad de las preparaciones se evalu6 en términos de fragmentacién
del DNA mediante electroforesis en gel de agarosa. En todas las muestras se observé una banda estrecha
de mas de 3 Kb cercana al pocillo de carga, que indica que la extraccidon no alteré la integridad del DNA
(Mat. Supl. 1). Se comprob0 la ausencia de inhibidores de polimerasas en las muestras extraidas llevando
a cabo una PCR con cebadores universales especificos para el gen rRNA-16S (Mat. Supl. 2). Todas las
muestras amplificaron, dando lugar a un tnico amplicén de unos 300 pb, como se esperaba. La intensidad
de las distintas bandas fue generalmente homogénea y superior a la obtenida en condiciones similares
con un DNA control aislado a partir de un cultivo puro de Pseudomonas, usado como control, indicando

ausencia de inhibidores en las preparaciones.

4.3.2.Validacion del lote de cebadores para identificar filos en Mi

Se probaron distintas condiciones de amplificacion a fin de determinar las méas especificas y
eficientes, estableciéndose la temperatura de 55° como la mas adecuada para la hibridacién de este lote
de cebadores. Las reacciones de PCR contaron, pues con un paso de desnaturalizacion inicial (5 min
95°C), 40 ciclos con los siguientes pasos: 15s a 95°C; 30s a 55°C y 30s 60°C) y una curva de fusién. En
estas condiciones, todas las parejas de cebadores generaron productos unicos del tamafio esperado con
una unica Tm (Fig. 7) y una eficiencia de amplificacién préxima al 100% (Tabla 3).
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Para comprobar que el protocolo de extraccion de DNA permitia la lisis por igual de bacterias Gram+
y Gram-, se amplifico, con todas las parejas de cebadores, DNA extraido a partir de una muestra de
referencia en idénticas condiciones al resto de las muestras. Esta muestra de referencia es una poblacién
estandar (ZymoBIOMICS™ Microbial Community Standard, Ref 6306) constituida por cantidades
conocidas de distintos tipos de bacterias pertenecientes a los filos Firmicutes (= 75%, Gram+) y

Proteobacteria (= 25%, Gram-).
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Figura 7. Especificidad de amplificacion. - \
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Solo amplificaron los cebadores especificos de Firmicutes y Proteobacterias y determinaron
proporciones de ambos filos en la poblacién estandar similares a las tedricas. La Fig. 8 compara los
porcentajes y muestra que el protocolo de extraccidn permitio aislar

. . . . 100
con igual eficacia DNA de bacterias Gram+ y Gram-. DTesrica (%)

EqPCR (%) l
1

~
o
L

Figura 8. Comparacion de la composicion tedrica de la muestra de referencia
con la obtenida por qPCR utilizando los cebadores de la Tabla 3. La
muestra de referencia ZymoBIOMICS™ Microbial Community Standard, Ref
6306 se compone de bacterias y—Proteobacterias y Firmicutes.
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4.3.3. Efectos de la exposicion a un coéctel de contaminantes sobre la Ml de raton
mediante cuantificacion absoluta por qPCR en tiempo real. Posible efecto protector
de una dieta enriquecida en Se.

Para evaluar el efecto de la exposicién a la mezcla de contaminantes (metales y farmacos) sobre la
composicion taxondmica de la Ml de ratdn, a fin de establecer posibles correlaciones con los cambios
detectados en plasma e higado, se llevo a cabo una gPCR con muestras de DNA extraidas de ratones en
las distintas condiciones experimentales empleando la coleccion de cebadores de la Tabla 3.

La carga bacteriana total de las muestras se determind utilizando cebadores universales que
amplifican rRNA 16S sin distinguir tipos de bacterias. A partir de los valores de Ct y extrapolando sobre la
recta patron, se estimo en los animales del grupo control (C) una media de 2,9 x101% copias de rRNA 16S
por cada pg de DNA, equivalente a 2,9x10'2 copias de rRNA 16S por gramo de MI. Estos datos de carga
bacteriana total en la Ml de raton concuerdan con los descritos por otros autores [115]. La Fig.9 muestra

la abundancia relativa de las poblaciones evaluadas mediante gqPCR en los ratones del grupo control.

Abundancia relativa (%) a nivel de filo
0 25 50 75 100

Figura 9. Abundancia relativa de los distintos filos
predominantes en la MI de los ratones control.  gpo .
Se muestra la abundancia media (%) determinada control
por qPCR empleando tres réplicas técnicas en cada
uno de los 4 subgrupos en que se dividieron los 12
ratones del grupo control.

1| OFirmicutes O Bacteroidetes O Proteobacteria @ Actinob

@ Verrucomicrobia M Teneri L 1; ib ia W Deferribacteres

De acuerdo con la literatura [38, 39], encontramos que los Firmicutes suponen mas del 50% de las
bacterias en la Ml de raton (carga total de 1,6 x10'0 copias/g de heces) seguidos de los Bacteroidetes,
cuya abundancia media es de un 11,7 %. Los filos Firmicutes y Bacteroidetes son generalmente
dominantes en todos los vertebrados sanos, en los que desempefian diversas funciones, incluyendo la
produccion de metabolitos, la maduracion del sistema inmune o el almacenaje de grasa. Actinobacteria
(6,5%), Deferribacteres (3,9%) y Proteobacteria (2,3%) son los grupos que siguen en abundancia. Todos
estos géneros se han relacionado con la produccién de acidos grasos de cadena corta (SGFA, butirato,
acetato, propionato, etc.) que previenen y reducen la obesidad y diversas enfermedades metabdlica
relacionadas [116]. La abundancia de Deferribacteres es caracteristica de la microbiota murina, siendo un
género muy poco abundante en humanos. Los restantes filos estudiados (Verrucomicrobia, Tenericutes'y

Candidatus Sacch.) no alcanzan en conjunto ni el 0,2%, aunque se detectaron en todos los animales.
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La capacidad de nuestro lote de cebadores para perfilar una microbiota a nivel de filo se evalu6
comparando los resultados obtenidos en el grupo control mediante gPCR con los obtenidos mediante
secuenciacion de la region variable V3-V4 del gen rRNA 16S (lllumina) de la MI. La Figura 10 compara los
valores de abundancia determinados con ambas aproximaciones metodoldgicas. Se encontrd una alta
correspondencia cualitativa (R2 = 99%) entre ambas metodologias, aunque las abundancias de los
taxones detectadas no fue la misma en todos los casos. Por ejemplo, encontramos que la proporcién de
Candidatus Saccharibacteria fue mayor con NGS mientras que el porcentaje de Deferribacteres fue mayor,

con qPCR, resultados que estan de acuerdo con los de otros autores [38].

Abundancia (%)

Secuenciacion Regresiél(‘leﬁg;gUF)l por NGS
Firmicutes 56.473 + 0.262 55154 + 3.064 60 1+ 7,
Bacteroidetes 10.570 + 0.554 11.767 + 0.750
Proteobacteria 0.391 + 0.028 2272 + 0.185 o
Actinobacteria 1.164 + 0.052 6.450 + 1.208 g 304 o
Verrucomicrobia 0.009 = 0.003 0001 = 0000 e interv. de conf.
Tenericutes 0.003 + 0.003 0189 + 0.041 [Media 95%)
Patescibacteria (Obs 95%)
(Candidatus 0.149 + 0.055 0.039 + 0.007 ’ !
Saccharibacteria) 40 70
Deferribacteres 0.531 + 0.294 3.870 + 0.694 NGS

Figura 10. Analisis de regresion comparando la abundancia de los distintos filos en la Ml de ratones del grupo
control determinada mediante secuenciacion de la regién variable V3-V4 del gen rRNA 16S con la
plataforma lllumina y mediante qPCR. En ambos casos se utilizaron las mismas preparaciones de DNA,
obtenidas a partir de 12 ratones distribuidos en cuatro subgrupos. Se muestra la abundancia media (%) £ SEM
de las 4 determinaciones en cada caso. La correlaciéon se determind mediante la herramienta XLSTAT de
Microsoftt).

Estas diferencias eran de esperar, ya que las determinaciones mediante la plataforma Illumina
dependen de multiples factores que pueden introducir sesgos en la cuantificacion. Uno de estos factores
es que se basan en la amplificacion de la regién V3-V4, lo que lleva a la subestimacion de la abundancia
de algunos importantes grupos taxondomicos como Actinobacterias [117]. De hecho, nuestros resultados
indican que la abundancia real de este taxén en la MI de ratén determinada por gqPCR es 5 veces superior
a la estimada por NGS (Fig. 10). Ademas, la cuantificacion mediante NGS proporciona datos de
abundancia que dependen de la cantidad total de bacterias y de la abundancia relativa de los distintos
taxones presentes en la microbiota analizada [104], y los taxones escasamente representados tienden a
ser minusvalorados por los métodos estadisticos utilizados para normalizar los datos [113]. Aunque
restringida a un numero limitado de dianas, la PCR cuantitativa (qPCR) supone un enfoque factible para
estimar las abundancias absolutas y proporcionar perfiles cuantitativos de la microbiota. Esta metodologia

es perfectamente adecuada para la estimacion de la abundancia microbiana, ya que permite el calculo del
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numero de copias de un gen especifico por cantidad de DNA total. La especificidad de los cebadores
utilizados hace que esta metodologia sea aplicable también a muestras donde haya sustanciales
cantidades de DNA no bacteriano [113].

Una vez validada, se utilizo la bateria de cebadores para cuantificar de manera absoluta por gPCR
del numero de copias de rRNA 16S de los 10 filos predominantes en la Ml de raton, en cada uno de los
grupos experimentales. Asi puede estudiarse el efecto sobre la composicion de la Ml de la exposicion a la
mezcla de contaminantes (grupo PC vs C), la capacidad del Se de paliar estos efectos (PC+Se vs PC) y
el posible papel de la microbiota (grupo Abx-PC vs PC) en la activacién/destoxificacién del céctel. Los
valores medios de copias de rRNA 16S de cada uno de los filos por gramo de MI obtenidos para cada
subgrupo (n=4) dentro de cada grupo experimental se recogen en la Tabla Mat. Supl. 3.

La exposicion a la mezcla de contaminantes disminuyé de modo desigual (0-30%) la carga
bacteriana total de los ratones del grupo PC (Fig. 11). Este efecto de la mezcla de contaminantes es de
esperar dado que uno de sus componentes es la FLU, un antibiotico con capacidad de inhibir enzimas
clave (DNA girasa y topoisomerasa |V) de bacterias Gram- y algunas Gram+. Ademas, tanto los metales
como el DCF presentes en el coctel tienen probados efectos toxicos sobre las bacterias por su capacidad,
entre otras, de producir estrés oxidativo [118] [119, 120]. Por esta razon, la disminucion del 40% del
contenido en bacterias en animales que ingirieron una dieta enriquecida en Se durante el tratamiento fue
inesperado, dado el conocido papel del Se en potenciar la respuesta antioxidante en ratones [121]. Existe
un numero limitado de trabajos que investiguen en detalle el efecto de una dieta enriquecida en Se sobre
la MI [39, 122] y, en general, el anlisis de la composicion de la microbiota se expresa en términos de
abundancia relativa, haciendo que se pierda la perspectiva de como se afecta la carga bacteriana total.
Solo el uso de gPCR permite la cuantificacion absoluta de esta carga bacteriana total. Nuestros resultados
sugieren que el Se puede ser toxico para determinados grupos bacterianos y favorecer la proliferacion de

otros, lo que llevaria a un cambio en la diversidad poblacional asociado al Se [39, 122-124].

Figura 11.Carga bacteriana total. Nimero absoluto  gopias rRNA 168 totalig MI

(media £ SEM) de copias/g de MI del gen rRNA 0 1.6E+12 3.2E+12
16S.  Significacion  estadistica:  diferencias - -
respecto a C: a = p<0,05 (test de Dunnett); c +
diferencias PC vs PC+Se : b = p<0,05 (t-Student); T

diferencias PC vs Abx-PC: ¢ = p<0,05 (t-Student). PC e

C: control; PC: mezcla de contaminantes; PC+Se:  peage B a,b g gc
mezcla de contaminantes y dieta enriquecida en B PG+ Se
Se; Abx-PC: pretratamiento con Abx antes de la  Abx-PC a,c B Abx-PC
exposicion a la mezcla de contaminantes para

deprimir la MI.
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La Fig. 12 muestra los cambios inducidos por los distintos tratamientos sobre la composicién de la
MI a nivel de filo obtenida mediante gPCR. Se observaron marcadas diferencias entre los grupos C y PC
en todos los filos estudiados con la excepcion de Firmicutes, que solo se vio afectado negativamente en

presencia de Se o en los animales pretratados con Abx.
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Figura12. Abundancia (%) de los filos mayoritarios en Ml de ratones de los distintos grupos experimentales.
Se calculd el numero de copias/g de Ml del gen rRNA 16 especifico de cada filo mediante los cebadores adecuados
y su porcentaje respecto al nimero de copias/g totales determinado usando cebadores universales. Se representa
la media £ SEM de los 4 subgrupos en que se dividieron los 12 animales dentro de cada grupo experimental.
Significacion estadistica: diferencias respecto a C: a = p<0,05 (test de Dunnett); diferencias PC vs PC+Se : b =
p<0,05 (t-Student); diferencias PC vs Abx-PC: ¢ = p<0,05 (t-Student). C: control; PC: mezcla de contaminantes;
PC+Se: mezcla de contaminantes y dieta enriquecida en Se; Abx-PC: pretratamiento con Abx antes de la
exposicion a la mezcla de contaminantes para deprimir la MI.

La exposicién al cictel de contaminantes (PC vs C) elevé la abundancia de Bacteroidetes (Gram-,
x2,4), Tenericutes (Gram-, x13,2) y Verrucomicrobia (Gram-, x1,24) y disminuy6 la de Actinobacteria
(Gram+, +2,6), Deferribacteres (Gram-, +2,7), todas las Proteobacteria (Gram-, +2,3) y Candidatus
Saccharibacteria (+1,8). La exposicidn en presencia de una dieta enriquecida en Se (PC+Se vs C)
disminuy6 el efecto de la mezcla de contaminantes sobre todos los filos, excepto en los casos de
Actinobacteria y Candidatus Saccharibacteria. E| tratamiento con Abx antes de la exposicion al coctel
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también impidio6 el incremento en el nimero de Bacteroidetes, el decremento de Proteobacterias y palié el
efectos sobre Actinobacteria 'y Tenericutes. Por el contrario, tuvo un gran efecto negativo sobre Candidatus
Saccharibacteria y, sobre todo, Deferribacteres.

Elfilo Bacteroidetes se compone de bacterias Gram-, muchas de ellas anaerobias, e incluye géneros
como Bacteroides, Alistipes, Parabacteroides y Prevotella, considerados beneficiosos por su capacidad
de degradar y sintetizar carbohidratos complejos y por su posible relacion con el metabolismo de
carbohidratos y lipidos [125]. Junto con los Firmicutes, los Bacteroidetes son importantes productores de
acetato y propionato, acidos grasos de cadena corta (SCFA) generados como productos finales de la
fermentacion de la fibra de la dieta por la Ml anaerobia. El acetato, SCFA mayoritario, es captado por el
higado, donde se convierte en acetil-CoA y se usa como fuente de energia (ciclo de Krebs, CK) y/o sustrato
para la sintesis de colesterol y acidos grasos. El propionato también es captado por el higado, donde se
transforma en succinil-CoA que entra en el CK y puede usarse como generador de energia o precursor
gluconeogénico [126]. El incremento (x2,4) en la abundancia de Bacteroidetes, productores de estos
SCFA, en principio, contradiria los resultados mostrados en la Fig. 7 donde se ve que el coctel de
contaminantes causa un ligero descenso en los niveles plasmaticos de CHO y TGA. Sin embargo, y a
pesar de los multiples estudios existentes, definir inequivocamente el papel de estos SCFA en la
regulacién metabolica es imposible, ya que en muchas ocasiones los resultados son contradictorios. Por
ejemplo, se ha comprobado que el acetato activa también la ruta AMPK [127], favoreciendo la entrada de
glucosa en las células y reduciendo los niveles de triglicéridos y acidos grasos libres al inhibir a SREBP-
1¢, el principal regulador de la expresidn de genes adipogénicos en el higado [128], lo que si explicaria
nuestros resultados de la Fig.6.

La exposicion a MC causé una bajada superior al 50% en la abundancia del filo Actinobacteria en la
MI de los ratones PC e incrementd (x13,2) la abundancia de Tenericutes. El filo Actinobacteria esta
formado por bacterias Gram+ agrupadas en tres familias de anaerobios (Bifidobacteria, Propionibacteria
y Corynebacteria) y una de aerobios (Streptomyces). La mas representada en humanos es la familia de
Bifidobacteria, ampliamente usada como probidtico. Estas bacterias desempefian un importante papel en
el mantenimiento de la integridad de la barrera intestinal evitando el paso de bacterias a la sangre. Son
también grandes productoras de acetato y su disminucion en la Ml se ha asociado con depresion, ansiedad
y angustia [129]. Los Tenericutes presentan una unica clase: los Mollicutes. Estudios recientes asocian el
incremento de Tenericutes con alteraciones de la barrera intestinal [130] y comportamiento disfuncional
(depresion, sociopatia) [131]. Por tanto, nuestros resultados sugieren que la exposicion a MC podria estar
causando un dafio funcional en la barrera intestinal de los ratones PC, probablemente favoreciendo la
entrada de bacterias y metabolitos en la sangre y causando dafios neurodegenerativos a través del eje

microbiota/cerebro.
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La abundancia del filo Deferribacteres disminuyé en mas de un 50% en los ratones PC. Esta bajada,
en combinacion con el incremento en los niveles de Bacteroidetes y Tenericutes, se ha asociado
recientemente con una reduccidn en la biosintesis de acidos grasos pero también en el metabolismo de
xenobioticos [132], lo que supondria una alteracion en los mecanismos de defensa de estos animales
frente a la contaminacion.

Tres clases de Proteobacterias, gamma- (la mayoritaria), beta- y épsilon-, se detectaron en todos
los grupos de ratones analizados y los tres se vieron afectados de igual manera por MC (ratones PC) o la
presencia de Se en la dieta (ratones PC+Se), aunque con distinta intensidad. Este filo es esta formado
por bacterias Gram- e incluye géneros como Bordetella y Neisseria (Betaproteobacteria), Escherichi,
Shigella, Salmonella 'y Yersinia (Gammaproteobacteria) y Helicobacter (Epsilobacteria). Muchas de estas
Proteobacterias son patogénicas y otros géneros se han relacionado con induccion de resistencia a
insulina y sindrome metabdlico [133]. La exposicién a MC hizo que la proporcidén de estas bacterias
disminuyera méas de un 50%, aunque tal efecto se redujo en ratones que tomaron el suplemento de Se. Al
igual que otros procariotas, algunas Proteobacterias son capaces de usar Se (y As) [134] en su
metabolismo energético. Ademas, estudios previos de nuestro grupo han demostrado que la presencia de
Se en la dieta incrementa la abundancia de Proteobacterias [37].

En conjunto, y teniendo en cuenta la gran cantidad de estudios, no siempre concordantes, que
existen acerca de la compleja relacion entre la composicidn de la Ml y el metabolismo, se puede concluir
que la exposicion de los ratones a MC produce cambios en la composicion de la Ml y en la integridad de
la barrera intestinal, que podrian estar relacionados con alteraciones en el metabolismo hepatico de lipidos
y carbohidratos, posiblemente a través de los subsecuentes cambios en los niveles y proporciones de
SCFA. Esto se traduciria en cambios en los parametros bioquimicos en plasma como los mostrados en la
Fig.7. El consumo de una dieta enriquecida en Se durante la exposicién a MC redujo significativamente
los efectos de ésta sobre la abundancia de las poblaciones de Bacteroidetes, Tenericutes, Deferribacteres
y Proteobacteria (Figura 12). Estos resultados indican que el Se modula la MI [37, 123], modulando los
mecanismos de defensa frente a la accion de los contaminantes [32, 82, 91]. Por otra parte, aunque las
variaciones que produjp MC en la abundancia de Actinobacteria, Betaproteobacteria,
Epsilonproteobacteria y Tericutes no se afectaron por el pretratamiento con Abx (Abx-PC vs PC), la
recuperacion de la Ml tras éste pretratamiento determind que los niveles de Firmicutes, Bacteroidetes o
Verrucomicrobia no se viera alterada por la presencia de contaminantes, pero si inhibi6 el crecimiento de
otros filos bacterias, especialmente Deferribacteres, o potencié su capacidad de ocupar el ecosistema,

especialmente Gammaproteobacteria.
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4.4. Efectos de la exposicion al MC sobre los perfiles transcripcionales hepaticos de genes
relacionados con estrés oxidativo y metabolismo.

A pesar de los numerosos estudios existentes, los mecanismos de toxicidad de los componentes de
la MC usada en este estudio son complejos y no se conocen completamente. Algunos actian
reemplazando al fosfato en determinadas reacciones (As) [97], reaccionan con los grupos tiélicos de las
proteinas, inactivandolas (As, Hg)[97, 135] y causan estrés oxidativo (metales, DCF, FLU) [56, 135, 136],
inflamacion y alteraciones epigénéticas. Los resultados mostrados en apartados anteriores sugieren dafios
en los hepatocitos de los ratones expuestos a MC que implican alteraciones en las membranas y en el
metabolismo de la glucosa, asi como en el de los lipidos y acidos biliares. Para verificar estas hipdtesis,
se llevo a cabo un andlisis mediante gRT-PCR cuantitativa absoluta de algunos de los transcritos
implicados en las distintas rutas mencionada. La qRT-PCR cuantitativa absoluta exime del uso de genes
de referencia, pero implica exigencias extremas en cuanto a la calidad del RNA empleado. En este trabajo
solo empleamos RNAs hepaticos con valores de RIN superiores a 8,5, con ratios Azso/A2g0 de alrededor
de 2y libres de DNA gendmico. Todos los cebadores (Tabla 4) amplificaron con eficiencias préximas al
100% dentro de un rango de 5-7 6rdenes de magnitud, lo que demuestra ademas la ausencia de
inhibidores de la polimerasa en las muestras. Todos los cebadores empleados generaron un unico

amplicon del tamafio esperado con eficiencias proximas al 100%.

4.4.1.La exposicion a MC modula la respuesta antioxidante mediada por NRF2

Dado que los dafios oxidativos y/o la interaccién con grupos tidlicos estan implicados en los
mecanismos de toxicidad de todos los componentes de MC, analizamos la induccién de la respuesta
celular antioxidante mediada por NRF2 cuantificando los niveles de algunos de los genes que estan bajo
su control transcripcional. El factor de transcripcion NRF2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2) es
conocido como uno de los reguladores mas importantes tanto en la respuesta celular frente a estrés
oxidativo como por exposicién a xenobioticos, y estudios recientes han identificado nuevas funciones de
NRF2 que incluyen la regulacién de la inflamacion, autofagia, el metabolismo o la proteostasis [137]. El
funcionamiento de NFR2 esta estrechamente regulado, como lo estan los genes bajo su control y entre
los que estan algunos que codifican para enzimas de Fase | (aldo-ceto reductasas, AKRs; aldehido
deshidrogenasa 1, ALDH1; ciertos citocromo P450 oxidorreductasas, CYPs); de Fase Il como algunas
glutatién S-transferasas (GST); antioxidantes generales como la hemoxigenasa (HO-1), las enzimas que
participan en la biosintesis de glutation, y enzimas y proteinas implicadas en reacciones redox como
tiorredoxina, tiorredoxina reductasa, sulfirredoxina, peroxirredoxina, glutation peroxidasa (GPX),

superoxido dismutasa 1 (SOD1) y catalasa (CAT). La Fig. 13A muestra los niveles de expresién de algunos
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genes regulados por NRF2 en ratones expuestos a MC bajo las distintas condiciones experimentales, en

comparacion con los ratones del grupo control.
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Figura 13. (A) Niveles de transcritos/pg de RNA total de genes de defensa antioxidante y (B) Medida de
actividad enzimatica (U/mg) en higado. Se representa la media £ SEM de los 4 subgrupos en que se dividieron
los 12 animales dentro de cada grupo experimental. Significacion estadistica: diferencias respecto a C: a = p<0,05
(test de Dunnett); diferencias PC vs PC+Se : b = p<0,05 (t-Student); diferencias PC vs Abx-PC: ¢ = p<0,05 (+
Student). C: control; PC: mezcla de contaminantes; PC+Se: mezcla de contaminantes y dieta enriquecida en Se;
Abx-PC: pretratamiento con Abx antes de la exposicién a la mezcla de contaminantes para deprimir la MI.

Mt1y Mt2 codifican para las metalotioneinas 1y 2, respectivamente y sus niveles de transcritos se
elevaron considerablemente (x 8-9 veces) en los animales expuestos a MC. Las metalotiononeinas (MT)
son proteinas pequefas y ubicuas con un alto contenido en cisteina, transcripcionalmente reguladas por
NRF2 y con un importante papel en la regulacion de la homeostasis metales esenciales como Zny Cu'y
en la defensa frente a metales pesados y frente a estrés oxidativo. Se han descrito incrementos en sus
niveles de expresion en animales expuestos a metales [138] y DCF [57, 139]. También se encontraron
niveles elevados de transcritos del gen Hmox1 que codifica la hemoxigenasa-1 (HO-1), otra importante
diana de NRF2. HO-1 cataliza la degradacién del grupo hemo en biliverdina, monéxido de carbono (CO)
y hierro libre, cada uno de los cuales de alguna manera ejercen un potente estrés antioxidante y funciones

antiinflamatorias [140]. Estos datos concuerdan con los obtenidos para MT, asi como con trabajos previos
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de otros autores demostrando que los componentes de MC inducen la expresion de HO-1 [141, 142]. Los
ratones expuestos a MC bajo una dieta enriquecida en Se mostraron respuestas algo mayores para estos
tres genes (Fig. 13A), probablemente por el caracter oxidante del Se y la presencia de éste en cantidades
no toxicas. Estos resultados sugieren un efecto beneficioso de suplementos de Se en la dieta para reforzar
las defensas antioxidantes. Por el contrario, el pretratamiento de los animales con la mezcla de Abx para
deprimir la MI antes de la exposicién a MC hizo que la respuesta de los genes Mt1y Mt2 fuera menor que
en los ratones control y que la de Hmox1 no variara. Este resultado podria interpretarse asumiendo un
papel activo de la Ml en la potenciacién de la toxicidad de MC y refleja una respuesta transcripcional en
respuesta de NRF2 caracteristica de cada uno de los genes del regulon.

El sistema de defensa antioxidante endégeno desempefia un papel importante en la proteccion de
las células frente a dafios oxidativos. La enzimas superoxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT) inactivan
el anién superdxido (O2~.) y los radicales perdxido, transformandolos en agua y oxigeno. Las glutation
peroxidasas (GPX) son también enzimas antioxidantes que utilizan GSH para destoxificar H20, y
peroxidos lipidicos. Nuestros resultados indicaron una disminucién de los transcritos que codifican GPX1,
SOD1 y CAT (Fig. 13A) en higado de ratones expuestos a MC. Estos resultados parecen inesperados,
dado que los componentes de MC generan ROS [56, 135, 136]. Por ello, comprobamos si la exposicién a
MC causaba disminucidn de la actividad de estas enzimas, ademas de disminuir su expresion (Fig. 13B).
La Fig. 13 Ay B muestran patrones de respuesta parecidos tanto para GPX como para CAT. Resultados
similares a los encontrados aqui se han descrito para Hg, Cd y DFC [143-145], y se atribuyen a su
capacidad de interaccionar con grupos tiélicos de las propias enzimas y de privar a la célula de GSH. El
mantenimiento de los niveles de GSH depende de la presencia de NADPH. Por ello, comprobamos el
efecto de la exposicion a MC sobre la actividad de otra enzima, la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa
(G6PDH), subsidiaria de la defensa antioxidante en tanto que suministra poder reductor a muchas
enzimas. La G6PDH es la primera enzima de la ruta de las pentosas fosfato (PPP) que deriva la glucosa
hacia la generacion de NADPH. La Fig. 13B demuestra que todos los ratones expuestos a MC presentaron
altos niveles de esta enzima.

La reduccién de la actividad de las enzimas antioxidantes puede deberse a la reactividad de los
componentes de MC con las propias proteinas o a la acumulacién de metabolitos citotoxicos en el tejido
hepatico de los ratones expuestos a MC, lo que también explicaria los dafios hepaticos que implican la
liberacion de transaminasas mostradas en la Fig. 6. Si bien esto justifica la reduccion de estas actividades
pese a la induccién de NRF2, el factor de transcripcion que controla su expresion, la explicacion de la
disminucion de los niveles de sus transcritos puede deberse a un efecto inactivante de MC sobre el propio
NFR2 o sobre alguno(s) de los factores implicados en su cascada de sefializacién. Asi, se sabe que NRF2

interacciona con distintas quinasas para regular diferentes genes [146].
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La presencia de Se en la dieta o el pretratamiento con Abx no tuvo efecto sobre la expresion de los

genes Gpx1, Sod1y Cas1 inducida por el tratamiento con MC.

4.4.2.La exposicion a MC reduce la via glucolitica y potencia la ruta de las pentosas fosfato

En el apartado 4.2 se discutieron los altos niveles plasmaticos de lactato (Fig. 6) atribuyéndolos a
un cambio metabolico hacia el efecto Warburg, una alta utilizacién de glucosa en el proceso de glucolisis
aerobia como fuente mayoritaria de ATP causado por dafios en las membranas mitocondriales que
impedirian el funcionamiento normal de la cadena de transporte electronico. Para estudiar el efecto de la
exposicion a MC sobre la ruta glucolitica analizamos la expresion de los genes Pfk1 (fosfofructoquinasa
1, que convierte fructosa 6-fosfato en fructosa 1,6-bisfosfato), Gapdh (gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa, cataliza la fosforilacion y oxidacion de gliceraldehido 3-fosfato a 1,3-bis-fosfoglicetato) y
Pk (piruvato quinasa, enzima que cataliza el Ultimo paso irreversible de la glucolisis, convirtiendo
fosfoenolpiruvato en piruvato). Los datos en la Fig. 14 muestra que la exposicién a MC causo un efecto
desigual sobre la expresion de los tres genes analizados. Los transcritos de Pfk1 se incrementaron
significativamente en los ratones PC, mientras que disminuyeron los niveles de Gapdh y Pk. El incremento

en la expresion de Pfk1 esta ligado a la glucolisis aerobia y viene controlado por la induccién de HIF-1q,

que también causa una disminucion en el uso de piruvato por la piruvato deshidrogenasa (PDH) y reduce
la respiracion oxidativa [147]. PK' y GAPDH constituyen importantes puntos de control del flujo de G6P
entre PPP y glucdlisis. Se ha descrito que el estrés oxidativo induce, tanto a nivel génico como metabdlico,
la desviacion de la G6P hacia la PPP [148]. En un principio, la transicién ocurre por inactivacion de las
enzimas GAPDH y PK, pero el bloqueo de la glucolisis pone en marcha sistemas reguladores que, entre
otros, conllevan la represion de los genes que las codifican y la induccidn de genes que codifican enzimas
de la PPP, ademas de modificaciones post-traduccionales, incluidas las que aumentan la actividad de
G6PDH [148] (Fig. 13), bajo control de NRF2. Se ha descrito que parte de la potente accién antioxidante
de NRF2 se realiza a expensas del metabolismo central [149]. La induccion de NRF2 ocasiona la salida
de alfa-cetoglutarato del ciclo de Krebs que se destina a la sintesis de glutamato y de GSH. Esto limita la
actividad del CK y de la mitocondria y favorece una reprogramacion metabdlica basada en la glucolisis

aerobia generadora de lactato y la potenciacion de la PPP [149].
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Figura 14. Niveles de transcritos en higado de ratones expuestos a MC bajo distintas condiciones
experimentales. Se representa la media £ SEM del nimero de transcritos/pg de RNA total de los 4 subgrupos en
que se dividieron los 12 animales dentro de cada grupo experimental. Significacion estadistica: diferencias
respecto a C: @ = p<0,05 (test de Dunnett); diferencias PC vs PC+Se : b = p<0,05 ({-Student); diferencias PC vs
Abx-PC: ¢ = p<0,05 (t-Student). C: control; PC: mezcla de contaminantes; PC+Se: mezcla de contaminantes y
dieta enriquecida en Se; Abx-PC: pretratamiento con Abx antes de la exposicién a la mezcla de contaminantes
para deprimir la MI.

La presencia de Se en la dieta de los ratones durante la exposicién a MC alterd la expresion de los
genes que codifican la tres enzimas analizadas (Fig. 14), haciendo que Pfk1 recuperara valores préximos
a los del control, pero potenciando el efecto de MC sobre Gapdh y Pk. Un efecto similar se descrito en
macrdgagos murinos [150] lo que contribuiria a reducir la respiracion oxidativa y la generacion de especies
reactivas de oxigeno al potenciar la ruta PPP y la glucolisis aerobia generadora de lactato (Fig. 7).

La alteracion de la MI por el tratamiento con Abx previo a la exposicion a MC solo afectd a la
expresion de Gapdh (Fig. 14). Como se comento6 en el apartado 3.4.3, la exposicion a MC causo un
importante cambio en la composicion de la Ml de los ratones, lo que posiblemente afectd a su capacidad
de producir SCFA. Algunos SCFA producidos por la Ml son consumidos directamente por los colonocitos,
pero una buena parte de ellos llegan al higado y participan activamente en el metabolismo de
carbohidratos y lipidos, probablemente a través de las rutas AMPK y mTOR, aunque se desconoce la
manera exacta en que lo hacen [126, 128].

4.4.3.La exposicion a MC afecta al metabolismo del colesterol y de los acidos biliares

Los animales expuestos a MC mostraron niveles hepaticos de &cidos biliares (AB) muy elevados en
comparacion con los ratones control (Fig. 6), lo que atribuimos al efecto de los metales As, Cd o Hg [85]
o farmacos, DCF [86] o FLU [87], sobre FXR, el receptor nuclear que actia como sensor de los AB y
reprime su sintesis [88]. La sintesis de AB se lleva a cabo en el higado a partir de colesterol principalmente
mediante dos vias. La via clasica depende de la actividad de CYP7A1 (colesterol 7a-hidroxilasa) y
CYP8B1 (esterol 12a-hidroxilasa), cuya transcripcion se inhibe por SHP (small heterodimer partner) bajo
el control de FXR. La via alternativa, mitocondrial, estd mediada por CYP27A1 (sterol 27-hydroxylase) y
depende de la entrada de colesterol a través de la membrana interna de la mitocondria mediada por StaR

(steroidogenic acute regulator) [151]. EI 95% de los AB que se excretan por la bilis son reabsorbidos por
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el higado mediante transportadores como OATP (organic anion transporter), mientras que BSEP (bile salts
export pump) se encarga de su secrecion [151]. La Fig. 15 muestra los niveles de expresion de varios
genes implicados en el metabolismo de AB en los ratones control y sus cambios a consecuencia de los

tratamientos.
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Figura 15. Niveles de transcritos en higado de ratones expuestos a MC bajo distintas condiciones
experimentales. Se representa la media £ SEM del numero de transcritos/pg de RNA total de los 4 subgrupos en
que se dividieron los 12 animales dentro de cada grupo experimental. Significacion estadistica: diferencias
respecto a C: a = p<0,05 (test de Dunnett); diferencias PC vs PC+Se : b = p<0,05 (t-Student); diferencias PC vs
Abx-PC: ¢ = p<0,05 (t-Student). C: control; PC: mezcla de contaminantes; PC+Se: mezcla de contaminantes y
dieta enriquecida en Se; Abx-PC: pretratamiento con Abx antes de la exposicién a la mezcla de contaminantes
para deprimir la MI.

Es evidente que la exposicién a MC reduce la sintesis de AB en hepatocitos, ya que disminuyen
considerablemente los niveles de transcrito de los genes Cyp7a1y Cyp27a1. La disminucion de la sintesis
de AB no parece estar ligada a una disminucion en la sintesis de su precursor, el colesterol, ya que se
aprecio6 induccion de la expresion de HMGCR (HMG-CoA reductasa), la enzima clave de su sintesis, asi
como de su regulador Srebf2. Se observé también una acusada disminucion en los niveles de expresion
de los genes que codifican para los transportadores OATP y BSEP. OATP se encarga de la reentrada de
AB al hepatocito desde la circulacién portal, mientras que BSEP controla la salida de sales biliares desde
los hepatocitos a la luz del canaliculo biliar. Por tanto, la responsable de los altos niveles de AB en el
plasma de estos ratones mostrado en la Fig. 6 seria la disminucion de la expresion de ambos
transportadores, y no un incremento en la sintesis de AB. Esto podria originar una situacion de colestasis,
con acumulacién de AB primarios (sintetizados en higado) pero no AB secundarios (sintetizados por la Ml)

[88], dando lugar a la regulacion diferencial de los distintos factores que interviene en la sintesis de estos
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metabolitos. La presencia de Se en la dieta redujo algo la sintesis de colesterol, pero potencio el efecto
de MC sobre el transporte de AB.

La regulacion de la sintesis y circulacion de AB es compleja y no se conoce completamente, aunque
cada vez hay mas pruebas de su interconexion con la regulacion del metabolismo de lipidos y
carbohidratos [128, 152]. Como se comentd anteriormente, es muy posible que el exceso de metabolitos
toxicos causado por exposicion a MC, tanto en el higado como en el intestino, esté ocasionando la
inactivacion de algunas proteinas, de modo que, aunque presentes, no sean funcionales. Estos
metabolitos también pueden modificarlas impidiendo su degradacién, lo que prolongaria su vida media y
su actividad incluso aunque se detuviera su sintesis. El acetato y el propionato generado por la MI participa
en estos procesos de varias maneras. Una de ellas es mediante la acetilacion de enzimas metabolicas
promoviendo cambios en la vida media de las mismas, asi como la acetilacion de las histonas que
determina la accesibilidad del DNA a la maquinaria transcripcional y de la expresion génica. Los cambios
ocasionados en la Ml por la exposicién a MC y la modulacién de dichos cambios por la presencia de Se
en la dieta, podria explicar muchos de los aspectos que se discuten en este trabajo y que se estudiaran

en el futuro.
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5. Conclusiones

El trabajo presentado aqui nos permite a concluir que

e Laexposicion a la mezcla de metales pesados (As, Cd y Hg) y farmacos (diclofenaco y flumequina),
MC, causa un impacto negativo sobre la salud de los ratones, que se traduce en dafios hepaticos y
renales, evidenciados por la subida de los niveles plasmaticos de transaminasas, urea y creatinina.

Estos dafios parecen estar causados por la generacién de una situacion de estrés oxidativo que sobrepasa

los sistemas de defensa antioxidante de la célula.

e Los dafios oxidativos en las membranas causan disfuncion mitocondrial y un cambio metabdlico
basado en el efecto Warburg (glucolisis aerobia), lo que se traduce en elevados niveles de lactato
en plasma. La represion de enzimas claves de la oxidacion de la glucosa a través del ciclo de Krebs impulsa

el desvio de esta hexosa hacia la ruta de las pentosas fosfato, a fin de fabricar NADPH destinado a
contrarrestar la accion oxidante de los componentes de la MC.

e Laexposicion a MC también causa la desregulacion de la sintesis y transporte de AB, contribuyendo
ala acumulacion de éstos en el plasma. En consecuencia, también se desregula la sefializacion mediada
por AB, lo que se traduce en alteraciones del metabolismo de glucidos y de lipidos

e Laexposicidon a MC causa un gran impacto sobre la MI, cuya composicion cambia drasticamente y
se ve enriquecida en bacterias productoras de acetato y butirato, que reabsorbidos por el higado,
pueden ser responsables de los cambios observados en el metabolismo de los ratones expuestos a MC,
bien directamente, ya que son precursores de acetil Co-A y succinato, o indirectamente, a través de la
acetilacion de enzimas metabdlicas alterando la velocidad de recambio de las mismas, o de la acetilacion de

las histonas, lo que modifica la expresion de los genes.

e La presencia de un suplemento de selenio en la dieta de los ratones durante la exposicion a MC
aumenta la supervivencia de los ratones, paliando, al menos en parte, el efecto téxico de los
componentes de la mezcla.

e LaMIldesempefia un papel activo en la toxicidad de MC, ya que su modificaciéon altera parcialmente

los patrones de respuesta del raton tanto a nivel sérico como hepatico.
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7. Material suplementario

Mat. Supl. 1. Perfiles electroforéticos de los DNA de MI de raton obtenidos. Se utilizaron geles de agarosa al 1.5% en

TAE, tefiidos con DSView™ Nucleic Acid Stain (5 uL/100 mL). Las muestras se ajustaron para cargar iguales
cantidades (1ug de DNA por pocillo).
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Mat. Supl. 2. Electroforesis para visualizar los amplicones obtenidos mediante PCR de los DNA de MI. Las PCR se
realizaron a partir de 50 ng de DNA inicial y se cargaron 30 pL de mezcla de reaccion por pocillo. Se utilizaron
geles de agarosa al 1% en TAE, tefiidos con DSView™ Nucleic Acid Stain (5 pL/100 mL). Se puso un control
negativo sin DNA molde y se utilizd como control positivo 50 ng/pocillo de DNA extraido de un cultivo bacteriano
puro.
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Mat. Supl. 3. Valores medios de copias de rRNA 16S de cada uno de los filos por gramo de Ml obtenidos mediante cuantificacion absoluta por qPCR para cada grupo experimental.
Se representa la media + SEM de las 3 réplicas técnicas obtenidas para cada uno de los 4 subgrupos en que se dividieron los 12 animales dentro de cada grupo experimental. C:
control; PC: mezcla de contaminantes; PC+Se: mezcla de contaminantes y dieta enriquecida en Se; Abx-PC: pretratamiento con Abx antes de la exposicion a la mezcla de
contaminantes para deprimir la MI.0

Universal  Bacteroidetes Firmicutes  Actinobacteria Sag:lr:riiﬂztcutzria Deferribacteres  Verrucomicrobia  Tenericutes proteBoTJt:;:teria prolt?:lial.':\):t-eria pro?eacrg?ci;ria

C-01 3.0E+12 2.6E+11 1.2E+12 1.6E+11 1.2E+09 8.5E+10 2.2E+07 1.0E+10 2.7E+07 3.2E+06 5.4E+10
C-02 3.1E+12 3.3E+11 2.0E+12 3.7E+11 4. TE+08 1.2E+11 5.3E+07 2.4E+09 5.8E+07 3.0E+07 1.1E+11
C-03 2.8E+12 4.2E+11 1.6E+12 2.3E+11 1.1E+09 7.0E+10 1.4E+07 8.0E+09 1.5E+08 2.3E+06 5.2E+10
C-04 2.8E+12 3.5E+11 1.4E+12 4.0E+10 2.1E+09 2.2E+11 2.3E+07 5.4E+08 6.6E+07 0.0E+00 0.0E+00
media 2.9E+12 3.4E+11 1.5E+12 2.0E+11 1.2E+09 1.2E+11 2.8E+07 5.2E+09 7.5E+07 9.0E+06 5.4E+10
SEM 6.6E+10 3.4E+10 1.6E+11 6.9E+10 3.3E+08 3.3E+10 8.5E+06 2.3E+09 2.6E+07 7.2E+06 2.3E+10
PC-01 3.3E+12 7.6E+10 2.9E+12 8.1E+10 4 5E+08 5.2E+09 2.9E+07 5.5E+10 1.1E+07 1.8E+06 3.6E+10
PC-02 1.6E+12 25E+11 8.5E+11 9.4E+10 8.0E+08 5.3E+10 2.1E+07 9.0E+10 1.0E+07 2.3E+06 3.3E+10
PC-03 2.0E+12 1.4E+12 1.5E+12 3.0E+10 2.0E+08 1.7E+09 4.1E+07 1.9E+09 9.5E+06 1.9E+06 2.5E+09
PC-04 3.2E+12 3.3E+11 4 4E+11 4.9E+10 6.1E+08 3.2E+10 8.2E+06 6.1E+10 1.2E+07 4.5E+06 5.2E+10
media 2.5E+12 5.0E+11 1.4E+12 6.3E+10 5.2E+08 2.3E+10 2.5E+07 5.2E+10 1.1E+07 2.6E+06 3.1E+10
SEM 4.3E+11 2.9E+11 5.3E+11 1.5E+10 1.3E+08 1.2E+10 7.0E+06 1.8E+10 6.0E+05 6.4E+05 1.0E+10
PC+Se-01 1.3E+12 2.0E+11 TAE+11 3.5E+10 3.4E+08 7.6E+10 3.2E+07 3.5E+10 3.0E+07 4 1E+06 4.0E+10
PC+Se-02 1.9E+12 2.2E+10 1.4E+11 2.6E+09 2.6E+08 1.7E+10 3.4E+06 2.5E+09 1.3E+07 2.6E+06 8.3E+09
PC+Se-03 1.7E+12 9.4E+10 1.1E+12 3.5E+10 2.4E+08 6.8E+10 2.8E+07 2.9E+10 1.2E+07 2.3E+07 4.3E+10
PC+Se-04 1.9E+12 2.4E+11 7.1E+11 1.0E+11 3.7E+08 2.4E+10 4.3E+05 1.6E+10 1.1E+07 1.9E+06 4.1E+10
media 1.7E+12 1.4E+11 6.5E+11 4.4E+10 3.0E+08 4.6E+10 1.6E+07 21E+10 1.6E+07 7.9E+06 3.3E+10
SEM 1.4E+11 5.0E+10 1.9E+11 2.1E+10 3.2E+07 1.5E+10 8.1E+06 7.3E+09 4.6E+06 5.1E+06 8.2E+09
Abx-PC-01 1.9E+12 1.0E+11 5.4E+11 2.2E+11 2.5E+07 2.1E+07 4 8E+07 1.3E+09 1.4E+07 2.0E+06 21E+11
Abx-PC-02 1.9E+12 1.2E+11 9.1E+11 2.3E+10 2.6E+07 3.6E+10 6.5E+06 3.0E+10 1.2E+07 1.8E+06 4.8E+10
Abx-PC-03 1.6E+12 4.2E+11 7.3E+11 8.1E+09 3.9E+08 4 8E+06 9.5E+06 5.2E+10 1.0E+07 2.3E+06 5.1E+09
Abx-PC-04 1.6E+12 1.7E+11 1.0E+12 3.3E+09 6.4E+07 6.2E+07 4 4E+07 4.7TE+10 1.3E+07 2.4E+06 1.3E+10
media 1.8E+12 2.0E+11 8.1E+11 6.4E+10 1.3E+08 9.0E+09 2.TE+07 3.2E+10 1.2E+07 2.1E+06 6.8E+10

SEM 8.2E+10 7.5E+10 1.1E+11 5.2E+10 8.8E+07 9.0E+09 1.1E+07 1.1E+10 7.5E+05 1.5E+05 4.7E+10




