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RESUMEN

Antecedentes: La microbiota intestinal es la primera linea de defensa en contra de
los efectos toxicos de metales pesados. Particularmente, existe evidencia de que las
bacterias intestinales contienen genes que pueden ayudar a su biotransformacion.
Sin embargo, las dietas altas en grasa pueden modificar la microbiota intestinal y se
piensa que esto repercute directamente en los procesos de detoxificacion de metales
pesados como arsénico, cadmio y plomo. De forma reciproca, la exposicion a metales
pesados puede causar una disbiosis en la microbiota intestinal y este podria ser uno
de los mecanismos por los cuales los efectos téxicos se presentan de una forma
exacerbada. En diversos estudios epidemiol6gicos se ha demostrado que personas
con obesidad, que en su mayoria llevaban una dieta alta en grasa, acumulan mas
metales pesados en comparacion con personas con normopeso. Por ende, se parte
de la hipétesis de que la exposicion a arsénico exacerbara la disbiosis en la microbiota
intestinal, caracteristica de una dieta alta en grasa.

Objetivo: Estudiar el efecto de una dieta alta en grasa junto con la exposicion al

arsénico como contaminante ambiental sobre la estructura de la microbiota intestinal.

Procedimiento Experimental: Este estudio fue realizado con 48 ratones macho de
la cepa C57BL/6 de 7 a 8 semanas de edad que estuvieron expuestos por 8 semanas
a una dieta alta en grasa o a una dieta control. Posteriormente, se subdividieron los
grupos de cada dieta, de manera que a uno de ellos se les agregara arsenito de sodio
en una concentracion de 100 ug/L en el agua de bebida por 8 semanas mas. En total
se trabajoé con 4 grupos de ratones (dieta control, dieta control-As, dieta alta en grasa,
dieta alta en grasa-As). Tras las 16 semanas de duraciéon del estudio se realizé la
eutanasia, obteniendo las muestras del contenido del ciego. Las muestras se
procesaron para obtener el ADN y evaluar la microbiota intestinal de los distintos
grupos a través de la secuenciacion de la region V4 del gen 16S del ARNr con ayuda
de la plataforma Illumina MiSeq. Se obtuvieron las unidades taxondmicas
operacionales (OTUs) correspondientes, se estima la diversidad alfa a través de los
indices OTUs observadas, Chaol, ACE, Shannon, Simpson y su inverso, y Fisher.
Ademas, se obtuvieron las matrices de distancia de Bray-Curtis y Jaccard para

evaluar la diversidad beta. La clasificacion taxonémica se realizé contra la base de



datos Greengenes v13-8 para generar las matrices de composicién desde filo hasta
género. El tratamiento estadistico de datos se realizd a través del programa RStudio

y la herramienta LEFsE.

Resultados: El presente proyecto identificO que la comunidad bacteriana de los
ratones alimentados con una dieta alta en grasa presentd mayor diversidad en
comparacion con aquellos alimentados con la dieta control. Ademas, el tipo de dieta
influy6 de forma significativa sobre la composicion global de la microbiota. En cuanto
a las diferencias taxondémicas, la microbiota de ratones alimentados con dieta alta en
grasa presentd un aumento significativo en la abundancia de familias como
Peptococcaceae, Erysipelotrichaceae, Lactobacillaceae, Deferribacteraceae,
Rikenellaceae y Bifidobacteriaceae y una disminucibn de Bacteroidaceae,

Staphylococcaceae, Verrucomicrobiaceae y Bacillales.

Al considerar el efecto del arsénico, se observo que, el consumo de la dieta control
en conjunto con la exposicion al metal pesado aumenté la diversidad alfa con un
efecto similar al que causaba la dieta alta en grasa. En condiciones de una dieta alta
en grasa, la presencia de arsénico causd una disminucién que fue cercana a la
significancia. Las diferencias taxonomicas observadas en las comunidades
bacterianas fueron, en primer lugar, un aumento significativo de Deferribacteres,
especificamente el género Mucispirillum bajo condiciones de dieta control con la
presencia de arsénico. En segundo lugar, una disminucion significativa de
Verrucomicrobia, particularmente el género Akkermansia bajo las mismas
condiciones y ambos comportamientos fueron similares al perfil de los ratones
alimentados con una dieta alta en grasa sin la presencia del arsénico. Por el contrario,
en presencia de una dieta alta en grasa, la adicion del arsénico, en algunos casos
revirtié los cambios en la abundancia observados con la dieta alta en grasa aunque

no todos resultaron significativos.

Conclusiones: La dieta alta en grasa indujo una mayor diversidad de la microbiota
intestinal, lo cual pudo deberse al tipo de ingredientes de la dieta. Particularmente la
presencia de componentes como la inulina que podrian modular la respuesta de las
comunidades. El perfil taxondmico similar entre el grupo control-As, y aquel con dieta

alta en grasa puede deberse a que se ha reportado que las familias diferenciadas
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contienen genes para el metabolismo del arsénico lo cual pudiese tratarse de una
respuesta adaptativa a la exposicion al metal. A su vez, la disminucién de
Akkermansia podria estar relacionada con la sensibilidad de este género a la dieta
alta en grasa y arsénico que ademas pudiera relacionarse con una menor integridad
de la barrera intestinal. Llama la atencién que al afiadir la exposicion al metal pesado
a una dieta alta en grasa no se observo un efecto significativo, lo cual podria sugerir
gue, bajo condiciones establecidas, el arsénico no parece exacerbar los efectos de

una dieta alta en grasa sobre la microbiota intestinal.
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INTRODUCCION

La obesidad es un desorden metabdlico que involucra un exceso en la cantidad de
grasa corporal. Aunque se considera que es causado por un desequilibrio en el
balance de energia producido por un bajo gasto energético y un aumento en el
consumo caldrico, existe evidencia que sugiere que la obesidad también se asocia
con alteraciones en la microbiota intestinal conocida como disbiosis (DeGruttola et al.,
2016). En México, el 70% de los adultos mexicanos padecen sobrepeso y casi una
tercera parte sufre de obesidad, lo cual se asocia con el desarrollo de diabetes y
enfermedades cardiovasculares pero también con trastornos éseos, musculares y
algunos tipos de céancer (Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los
Trabajadores del Estado, 2016).

Ademas de los habitos alimenticios poco saludables y la falta de ejercicio, existen
factores ambientales como la exposicidn a los metales pesados, que al ser disruptores
endocrinos del metabolismo, pueden influenciar el desarrollo de la obesidad y por
consecuencia, de otras enfermedades. Este tipo de disruptores endocrinos hoy en
dia se encuentran presentes a nivel global, por lo que es una realidad que podemos
estar expuestos a ellos ya sea a través del agua de bebida o inclusive a través de los

alimentos.

En diversos estudios epidemioldgicos se ha demostrado que personas con obesidad,
gue en su mayoria llevaban una dieta alta en grasa, acumulan mas metales pesados
en el cuerpo en comparacién con personas sanas (Liu et al., 2020). La microbiota
intestinal es la primera linea de defensa en contra de los efectos téxicos de los
metales pesados y, existe evidencia de que contienen genes que pueden ayudar a su
biotransformacion y con ello disminuir su toxicidad. Sin embargo, las dietas altas en
grasa pueden modificar la composicion de la microbiota intestinal y se piensa que esto
puede repercutir directamente en su respuesta y efectos de detoxificacion ante
metales pesados como arsénico, cadmio y plomo. De forma reciproca, la exposicién
a metales pesados puede contribuir a una disbiosis en la microbiota intestinal y este
podria ser uno de los mecanismos por los cuales los efectos toxicos de los metales

pesados se presentan de forma exacerbada en presencia de la obesidad.
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Debido a los habitos alimenticios adquiridos en las Ultimas décadas y a la exposicion
a metales pesados en bajas concentraciones que se presenta hoy en dia, resulta
necesario estudiar el efecto en conjunto de la dieta alta en grasa con la exposicion a
arseénico sobre la microbiota intestinal para evaluar si la disbiosis que causa este tipo

de alimentacion podria ser exacerbada al afiadir la exposicion a este metal.
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ANTECEDENTES

Dieta y salud

La dieta es el término utilizado para referirse a la suma de todos los alimentos que
son consumidos por una persona u organismo durante un periodo de 24 horas. Los
alimentos contienen distintos nutrientes que resultan necesarios para las funciones
del organismo donde se incluyen: lipidos, carbohidratos, proteinas, vitaminas,
minerales y agua. Los tres primeros (lipidos, carbohidratos y proteinas) nombrados
macronutrientes, dentro de sus diversas funciones, cumplen con proveer energia. Los
micronutrientes consideran a las vitaminas y minerales, los cuales suelen encontrarse
en pequefias cantidades y debido a que el cuerpo no puede producirlos en cantidades
suficientes también resultan indispensables en la dieta. Todos los componentes
anteriormente mencionados, dependiendo del alimento se encuentran en distintas

proporciones (Velasquez, 2006).

Por otro lado, cuando se tiene una regularidad en cuanto a la composicion, frecuencia
y cantidad de alimentos y bebidas que se consumen se denomina patron de
alimentacion. Las caracteristicas de estos patrones o de la dieta en general
dependeran de varios factores como la cultura, el ambiente, estatus econdémico,
geogréafico, disponibilidad de los alimentos, y factores del mismo individuo como sexo,
edad, estado fisiolégico y composicion corporal, entre otros (Del Razo, 2020).

A su vez, el tipo de dieta que consumimos tendra un efecto directo sobre nuestro
estado de salud, de ahi la importancia de consumir los nutrientes en cantidades y
proporciones adecuadas para satisfacer las necesidades energéticas y fisiologicas
sin llegar a una ingesta excesiva (Cena & Calder, 2020). En este sentido, se sabe que
el consumo de ciertos alimentos o patrones de alimentacion pueden influir
negativamente en la salud promoviendo el desarrollo de enfermedades cronicas no
transmisibles (ECNT) (Del Razo, 2020). Este tipo de patrones, se consideran dietas
inadecuadas y suelen caracterizarse por deficiencias o excesos en la ingesta de algin
nutrimento, causando un desbalance que puede llevar a un mal estado de nutricion
(WHO, 2020).
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Las variaciones climaticas extremas, los conflictos humanos, los costos de alimentos
saludables, los habitos alimenticios adquiridos en las Ultimas décadas, asi como los
sistemas alimenticios, han propiciado que muchas de las dietas que hoy en dia se
consumen sean inadecuadas o inclusive se encuentren expuestas a contaminantes
ambientales (FAO, 2021). Particularmente, las dietas altas en grasa pueden promover
el desarrollo de enfermedades crénicas como la obesidad, la cual es una de las

principales causas de muerte y discapacidad en todo el mundo (Cena & Calder, 2020).

Dieta alta en grasa

En las dltimas décadas, se ha encontrado que el consumo energético elevado de
forma cronica a través del consumo de dietas altas en grasa puede ser un factor de
riesgo modificable para el desarrollo de obesidad y otras enfermedades como la
diabetes, entre otras (Y. Duan et al., 2018). Este tipo de dietas estan caracterizadas
por una alta densidad energética y palatabilidad que se considera pueden incrementar

la ingesta de energia.

La primera vez que se describié que una “dieta alta en grasa” inducia obesidad fue
en un estudio de intervencion nutricional del afio 1959 realizada por Masek y Fabry.
Posteriormente, otros estudios demostraron que una dieta alta en grasa puede,
ademas, promover hiperglucemia y resistencia a la insulina (Buettner et al., 2006). No
obstante, debido a que mucha de la literatura ha resumido la composicion de los
acidos grasos al término “dieta alta en grasa”, a lo largo de los afios se han obtenido

resultados contrastantes.

Actualmente se conoce que dependiendo de la cantidad y calidad de las grasas
consumidas sera el efecto metabdlico que produzca. Un claro ejemplo, es el estudio
de Buettner y colaboradores (2006), en el que los autores describieron que ratas
alimentadas con una dieta con grasa de lardo, que usualmente se compone
mayoritariamente por acidos grasos saturados, causé un mayor aumento de peso y,
de niveles de glucosa en sangre, ademas de que indujo esteatosis hepatica, en
comparaciéon con ratas alimentadas con dietas donde se utiliz6 aceite de pescado

(compuesto principalmente por acidos grasos poliinsaturados).
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De forma consistente en estudios epidemiolégicos, el consumo de grasa insaturadas
se ha asociado con una reduccion en el riesgo cardiovascular y de la mortalidad,
mientras que el consumo de grasas trans y en menor medida las grasas saturadas,
se asocian con impactos negativos en la salud, incluyendo mayor riesgo de mortalidad
(Cena & Calder, 2020).

Los mecanismos bajo los que este tipo de dietas muestran efectos adversos en la
salud aun no son entendidos del todo. Duan y colaboradores (2018) mencionan que,
tras la ingesta de una dieta alta en grasa, en especial aquellas compuestas
mayormente por acidos grasos saturados, se desarrolla una inflamacioén en el sistema
nervioso central incluyendo al hipotalamo, asi como en tejidos periféricos como el

higado, tejido adiposo, musculo esquelético e intestino.

Tal y como se muestra en la Figura 1, esta inflamacién puede inducirse porque los
acidos grasos saturados libres activan distintos receptores de tipo Toll, que a su vez
activaran a los macréfagos o la liberaciéon de citoquinas a la circulacion sistémica. En
el cerebro, especificamente en el hipotdlamo, se activan cinasas y factores nucleares
causando mas activacion de receptores tipo Toll localizados en la superficie celular.
Ademas, se puede inducir estrés oxidativo y, ambos procesos causan la activacion
de complejos proteicos como IKKB/NF-kB interrumpiendo la sefalizacion de
hormonas como la leptina y la insulina, y asi inicia la expresion de genes de respuesta

a la inflamacién en el hipotdlamo (Y. Duan et al., 2018).

Por otro lado, en el tejido adiposo se da una acumulacion de células CD8+, inducida
por la presencia de citoquinas inflamatorias, lo que contribuye aun mas al
reclutamiento de macrofagos inflamatorios activados (M1) y que pueden alcanzar
distintos tejidos. Adicionalmente, debido al estrés por la ingesta de una dieta alta en
grasa, este tejido pierde la capacidad de almacenar los lipidos en exceso y éstos
comienzan a depositarse en tejidos como el higado, pancreas, musculo y vasos
sanguineos. Esta deposicion, contribuye al reclutamiento de macrofagos y a mayor
expresion de mediadores proinflamatorios lo cual s6lo empeora la inflamacion ya

presente (Y. Duan et al., 2018).
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En el intestino, las grasas saturadas pueden inducir inflamacién y disminuir la
expresion de las uniones estrechas de manera directa o indirecta. Por ello, también
se afecta la permeabilidad de la barrera intestinal comprometiendo su integridad y con
ello los mecanismos protectores ante toxinas externas, antigenos y sustancias

potencialmente peligrosas (Rohr et al., 2020).

En consecuencia, el higado se ve expuesto a altas concentraciones de distintos
mediadores del sistema inmune que son liberados por el tracto gastrointestinal
(citoquinas proinflamatorias como IL-13, IL-6 y el factor de necrosis tumoral TNF-a),
lo cual promueve la acumulacién de células natural killer y la activacion de las células
de Kupffer contribuyendo a la inflamacién sistémica y hepatica. Ademas, el higado se
enfrenta a condiciones como hiperglicemia, hiperinsulinemia e hipertrigliceridemia
causadas también por las alteraciones metabdlicas que se presentan (Y. Duan et al.,
2018).

En otros 6érganos como el pancreas y el musculo se presenta el mismo
comportamiento, donde se sigue el reclutamiento de mas macréfagos, el aumento de
citoquinas proiinflamatorias y las fallas o disfunciones del mismo érgano. Todo esto,

en conjunto, lleva a una inflamacion sistémica de bajo grado.

De forma interesante se ha postulado que dentro de los primeros pasos para el
desarrollo de la inflamacién crénica de bajo grado podrian encontrarse alteraciones
en la microbiota intestinal (Y. Duan et al., 2018). Por ello, este mecanismo se vuelve
complejo, ya que bajo condiciones de una dieta alta en grasa, se forma una red
complicada de sefiales que promueven la inflamacion a diferentes niveles y en

diferentes tejidos.

Es importante mencionar que la exposicion a ciertos aditivos y/o contaminantes dentro
de los alimentos podria exacerbar los efectos que causa una dieta alta en grasa. Por
ejemplo, ciertos aditivos como algunos conservadores, pueden disminuir hormonas
como la leptina y ademas tienen potencial de inducir citoquinas inflamatorias
(Simmons et al., 2014). Por otro lado, contaminantes como los metales pesados
pueden alterar la integridad de la barrera intestinal ademas de propiciar una respuesta

proinflamatoria (Chiocchetti et al., 2019).
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Figura 1. Mecanismos a través de los cuales una dieta alta en grasa induce a una
inflamacién metabdlica, figura adaptada de Y. Duan et al., 2018.

Metales pesados y su impacto en la salud

La exposicion a metales pesados en concentraciones bajas es un problema de salud
global, ya que se pueden encontrar en el aire contaminado, el agua y la tierra. Esta
contaminacion puede extenderse a productos animales y vegetales de nuestra dieta,
los cuales entran y se acumulan gradualmente en el cuerpo humano (Liu et al., 2020).

En México, la contaminacién por metales pesados es un problema en aumento debido
a actividad antropicas como la mineria, la metalurgia, la agricultura, los vehiculos
automotores y el aporte natural en ciertos mantos acuiferos. Existen reportes de la
presencia de metales pesados en rios, lagos, cultivos, suelos y aires de zonas
urbanas e incluso en ambientes costeros y marinos donde se ha detectado esta
acumulacion en tejidos de peces y moluscos destinados a consumo humano
(Covarrubias & Pefia Cabriales, 2017).

Dentro de los metales contaminantes mas importantes debido a su toxicidad y
abundancia se encuentran el mercurio, el arsénico, el plomo y el cromo. Los sitios

mas afectados por las altas concentraciones en el suelo son los estados de
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Zacatecas, Querétaro, Hidalgo y San Luis Potosi (Covarrubias & Pefia Cabriales,
2017).

La manera en la que estos metales pueden reaccionar con los sistemas biolégicos
radica en la pérdida de uno o mas electrones, lo cual forma cationes metéalicos que
tienen afinidad por sitios nucleofilicos de macromoléculas vitales. Mas
especificamente, pueden unirse a grupos sulfhidrilos o generar radicales libres, lo cual
a Ssu vez causa una perturbacidbn en los procesos enzimaticos (por ejemplo,
reduciendo la actividad de enzimas antioxidantes como la glutation peroxidasa) y
genera estrés oxidativo el cual puede dafar diversas macromoléculas (figura 2). Por
ejemplo, pueden unirse a los lipidos dafiando membranas celulares, a las proteinas
(principalmente por la interaccién con grupos tiol) inhibiendo enzimas y causando
cambios conformacionales, y, en el caso de los acidos nucleicos pueden afectar la

sintesis de ADN y su reparacion (Balali-Mood et al., 2021).

Por lo anterior, la toxicidad de metales pesados, tanto de forma aguda como cronica,
afecta a diferentes 6rganos causando disfuncion gastrointestinal y hepética,
desérdenes en el sistema nervioso, lesiones de piel, dafio vascular, disfuncién del
sistema inmune, defectos de nacimiento y cancer, por mencionar algunos (Balali-
Mood et al., 2021).

Aungue la exposiciobn en muchos de los casos es baja, de forma crénica resulta ser
una amenaza escondida pues puede inducir desordenes neuropsiquiatricos
incluyendo fatiga, ansiedad e impactos perjudiciales en el coeficiente intelectual en

poblacién infantil (Balali-Mood et al, 2021).

De forma interesante, la exposicibn a metales pesados como cadmio, plomo y
arsénico también se ha asociado con la prevalencia de enfermedades metabdlicas.
El cadmio puede alterar el metabolismo de lipidos y carbohidratos en adipocitos,
mientras que los niveles de plomo se relacionan con alteraciones en el eje hipotalamo-
pituitario-adrenal que puede contribuir al desarrollo de obesidad, ademas de que
ambos generan estrés oxidativo (Ghaedrahmat et al., 2021).
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Para el caso del arsénico, se ha visto que después de exposicion a dosis altas
(mayores a 400 ug/L) los niveles de HDL en plasma disminuyen mientras que los
niveles de LDL incrementan, lo cual est4 asociado con el desarrollo de aterosclerosis.
Ademas, se ha reportado en la literatura que puede tener efectos sobre los adipocitos

y su diferenciacion (Zhao et al., 2021).
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Figura 2. Consecuencias de la exposicion a metales pesados, figura adaptada de Balali-
Mood et al. 2021.
Arsénico

El arsénico es uno de los metales pesados cuya exposicion por actividades
ocupacionales o por el agua de bebida, alimentos y ambientes contaminados presenta

riesgos para la salud publica (Balali-Mood et al., 2021).

En general, la contaminacion del agua con arsénico se da en aguas profundas, pero
en las zonas aridas y semiaridas de México, el agua subterranea resulta ser la Unica

disponible para habitantes de comunidades rurales y aunque ésta se hierva, con este
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proceso sélo se logra concentrar el contenido de arsénico (Nava, 2019). De acuerdo
con el Conacyt (Nava, 2019), se calcula que hay cerca de dos millones de personas
expuestas al consumo de agua con concentraciones de arsénico mayores a los limites
maximos permisibles en agua destinada a consumo humano (25 pg/L que debera
disminuir a 10 pg/L en 2024 en México). Para empeorar la situacion, muchos de los
habitantes suelen estar desinformados de las consecuencias de consumir este tipo

de agua.

Una de las zonas que registra una importante contaminacién por arsénico en agua
potable, es la Comarca Lagunera ubicada en Coahuila y Durango, en donde las areas
con mayor problema son San Pedro de las Colonias, Tlahualilo y Francisco I. Madero.
En 2011 se comenzaron a instalar filtros a pie de pozo que ayudaban a que las
concentraciones de arsénico cumplieran con el limite permitido que establece la
norma nacional (25 ug/L). No obstante, debido a una baja eficiencia, la mitad del agua
gue se extrae se fuga, por lo cual las comunidades rurales al no contar con agua de
las redes acuden a tomar liquido de las norias cuyas concentraciones llegan hasta los
500 ug/L (Alcala, 2021).

Este metal existe como metaloide (As®), de forma inorganica (As3* y As®*), organica y
arsino/hidruro de arsénico (ASH?®) y el orden de toxicidad se define de la siguiente
manera: arsénicos organicos<As’<especies inorganicas<arsina (Balali-Mood et al.,
2021). Su absorcion primaria se da en el intestino delgado, aunque otras rutas de
exposicidon se dan a través del contacto por piel o inhalacién. Su distribucién a lo largo
de los tejidos y 6rganos incluye a los pulmones, corazon, rifiones, higado, musculos

y tejido neural (Balali-Mood et al., 2021).

En el higado, el arsénico inorganico se biotransforma con la participacion del glutation
para su reduccion y después, con ayuda de una enzima llamada arsénico 3
metiltransferasa (AS3MT) se produce acido monometil arsénico (MMA) el cual
posteriormente es reducido a acido monometil arsenoso y finalmente puede ser
metilado por la AS3MT con ayuda del glutatiéon para generar acido dimetilarsinico
(DMA), gue es la forma organica predominante en la excrecion urinaria y es, ademas,
la forma menos citotoxica (figura 3) (D. Li et al., 2021). La toxicidad aguda y cronica,

dependiendo de la concentracién del arsénico, se relaciona con disfunciones en
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diversas enzimas vitales, ya que puede inhibir grupos sulfhidrilos y con ello su funcién.
Por otra parte, inhibe la piruvato deshidrogenasa al unirse a la fraccion lipolitica de la
enzima. Esta inhibicién puede llevar a un blogueo en el ciclo de Krebs y en la
fosforilacion oxidativa induciendo una disminucién en la produccion de ATP, que,
ademas, resulta en dafio celular. Por otro lado, el dafio del endotelio capilar aumenta
la permeabilidad vascular lo cual conduce a vasodilatacién y colapso circulatorio
(Balali-Mood et al., 2021).
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Figura 3. Metabolismo del arsénico propuesto en humanos, figura adaptada de Khairul et
al., 2017. Creado en BioRender.com

En modelos animales, la exposicion cronica a arsénico en dosis de 3 ppm de arsenito
de sodio tiene un efecto en el metabolismo de los lipidos; por un lado, incrementa los
niveles de lisofosfatidilcolina, y por otro incrementa la oxidacion de los lipidos, lo que
podria asociarse con procesos inflamatorios que lleven a enfermades cronicas. De
manera similar, la exposicién en Gtero y a temprana edad causa disrupcion en el
metabolismo y eleva el riesgo de desarrollar higado graso en ratones que, ademas,

son mantenidos con una dieta alta en grasa (Rivas-Santiago et al., 2019).
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En estudios in vitro que se han enfocado en estudiar la sensibilidad a la insulina de
los adipocitos, se ha encontrado que, a concentraciones bajas de arsenito y de formas
organicas, se inhibe la captura de glucosa estimulada por insulina y esto es
dependiente de la dosis. En el pancreas el arsénico también causa alteraciones en la
secrecion de la insulina y ademas se asocia con estrés y dafio oxidativo (Diaz-
Villasefior et al., 2008).

Por su parte, Srisuporn y colegas (2023) mencionan que la exposicion al arsénico
suprime la adipogénesis tanto en humanos como en modelos animales y este proceso
involucra cambios en la expresion de genes que regulan la diferenciacion de los
adipocitos, lo cual, a su vez, podria llevar a una inadecuada diferenciaciéon de las
células. De manera interesante, distintos estudios preclinicos y clinicos han mostrado
que la inflamacion del tejido adiposo suele ser iniciada y sostenida a lo largo del
tiempo por adipocitos disfuncionales provenientes de una inadecuada diferenciacion,
gue secretan adipocinas inflamatorias. Esto puede repercutir en un desbalance en el
perfil de adipocinas, que se presenta en una inflamacion cronica, lo cual es un
componente mayoritario de la patogénesis de enfermedades metabdlicas. Es por eso
gue el efecto que puede tener el arsénico sobre estas células resulta importante en el

desarrollo de enfermedades metabdlicas.

Para el caso de los humanos, en estudios con nifilos de Bangladesh y adolescentes
en Chile, se ha demostrado que la exposicion al arsénico en Utero o en las primeras
etapas de vida a través de agua contaminada en concentraciones de hasta 100 ug/L,
se asocia con un mayor riesgo de enfermedades cardiovasculares (Srisuporn et al.,
2023). Ademas, estudios en distintas regiones del mundo como Taiwan, México y los
Estados Unidos, han mencionado que la exposicion cronica de este metal pesado en
dosis mayores a 50 ug/L en agua de bebida altera distintos parametros
cardiometabdlicos aumentando el riesgo de desarrollar enfermedades metabdlicas en

la adultez (Srisuporn et al., 2023).

Asimismo, aunque la toxicidad es compleja y afecta a distintos 6rganos, se ha visto
gue recién nacidos y nifios que fueron continuamente expuestos a arsénico desde el

Gtero muestran un incremento en la expresion de genes inflamatorios, lo cual podria
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estar ligado a la inflamacién crénica inducida por arsénico que se presenta después
en su vida adulta (Srisuporn et al., 2023).

Es importante resaltar que, en ratones, la exposicion a largo plazo (6 meses) a
concentraciones altas de arsénico (a partir de 50 ppm), causa nhecrosis Yy
desprendimiento de la mucosa del colon y el ciego. Ademas, se da un adelgazamiento
de las capas de musculo del intestino, lo cual es critico debido a que la exposiciéon
tiene efectos negativos en la barrera intestinal llevando a una pérdida de las

microvellosidades (D. Li et al., 2021).

En los ultimos afios, el estudio de la microbiota intestinal ha cobrado interés debido a
gue se ha descubierto que esta involucrada en el metabolismo del arsénico y aunque
puede proteger al cuerpo de la toxicidad aguda, su perturbacién o ausencia puede
incrementar la bioacumulacién y toxicidad del arsénico en el hospedero (Coryell et al.,
2018).

Microbiota intestinal

A los microorganismos que tienen la capacidad de colonizar un ambiente o nicho
biolégico particular, incluyendo hongos, virus y bacterias se les conoce con el término
microbiota (Gil, 2017). Existe una relacién reciproca entre hospedador y la microbiota,
ya que ésta puede tener un impacto sobre el organismo gue lo aloja teniendo efectos

gue pueden ser beneficiosos o perjudiciales para la salud.

El intestino humano es el habitat natural para una comunidad bacteriana amplia y
dindmica, la cual es muy diversa comparada a la de otras partes del cuerpo (Shreiner,
2016). Desde el duodeno en adelante, la composicion es escasa y consta de
alrededor 10° UFC. Conforme se avanza a través del tracto gastrointestinal aumenta
la cantidad de microorganismos presentes y, en yeyuno e ileon se aprecia el
incremento continuo a >10%8 UFC. En la porcion distal del intestino delgado la
microbiota suele ser mas densa (>10° UFC) y se asemeja a la del ciego teniendo una

gran cantidad de bacterias anaerobias estrictas (Gil, 2017).
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En la actualidad, se conoce mas sobre la microbiota humana gracias a los enfoques
moleculares y microbiol6gicos que se utilizan para su identificacion. El mas conocido
es el uso del gen 16S del ARN ribosomal como herramienta para conocer los
diferentes tipos de bacterias, ya que el gen esta presente universalmente en todas
ellas y se puede obtener una caracterizacion taxonomica desde los niveles de dominio
y phylum hasta el de género aproximadamente (Gil, 2017). Para lograr esto, se hace
uso de la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa y mas especificamente,
se busca utilizar una region hipervariable de este gen (ejemplo: region V4) para tener
regiones con diferencias suficientes y asi distinguir las especies presentes en una

muestra.

A pesar del uso de esta herramienta, aun se desconoce la imagen completa de la
microbiota humana. No obstante, los phylum de bacterias dominantes en el intestino
son: Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria y Verrucomicrobia.
Particularmente, en el intestino delgado dominan las familias Enterobacteriaceae y
Lactobacillaceae y finalmente, en el colon sobresalen Bacteroidaceae,

Prevotellaceae, Rikenellaceae, Lachnospiraceae y Ruminococcaceae.

La abundancia de estos phylum suele estar influenciada por el lugar de origen,
residencia y tipo de alimentacién del individuo. Ademas, variaciones de pH,
secreciones (inmunoglobulinas, bilis, enzimas), la motilidad intestinal, tejido exudado,
mucinas, el uso de medicamentos como antibidticos, antiacidos y modificadores de la
motilidad intestinal, son diversos factores que pueden llegar a impactar a la microbiota
intestinal. También se dan interacciones microbianas como sinergia, cooperacion
metabdlica, antagonismo/estimulacion, presencia de acidos grasos de cadena corta
y/lo componentes antimicrobianos que afectan la composicion de la microbiota
intestinal (Gil, 2017).

Entre las funciones principales de la microbiota intestinal se distinguen:
e barrera de defensa natural frente a microorganismos patégenos
e actividad metabdlica adaptable (recuperacibn de energia y sustratos
absorbibles)

e modular el desarrollo y actividad del sistema inmune
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En condiciones normales, existe una comunicacion y regulacion entre el hospedador
y la microbiota lo cual ayuda a crear un balance homeostatico para que asi ambas
partes se beneficien y se observen efectos positivos tanto a nivel del tracto
gastrointestinal como en general en la salud del hospedador. Cuando este equilibrio
se ve afectado, se conoce como disbiosis intestinal (DeGruttola et al., 2016). Este
mismo término, ha sido definido como la perturbacién en la homeostasis de la
microbiota, que conduce a cambios en su composicion y/o actividades metabdlicas
asi como en su distribucion local que son perjudiciales para la salud del hospedador
(DeGruttola et al., 2016). Estos autores sugieren que la disbiosis puede categorizarse

en tres diferentes tipos y no son mutuamente excluyentes:

1) Pérdida de organismos beneficiosos
2) Crecimiento excesivo de organismos potencialmente dafinos

3) Pérdida general de la diversidad de la microbiota

La disbiosis ha sido relacionada con distintas enfermedades como la obesidad, las
alergias, la diabetes mellitus, la enfermedad del colon irritable, el autismo y el cancer
colorrectal (Gil, 2017).

En varios estudios, tanto en humanos como en modelos animales, la obesidad parece
estar asociada con una relacién alterada entre Bacteroidetes y Firmicutes, en donde
la abundancia de Bacteroidetes muestra una disminucion mientras que se da un
aumento en la proporcién de Firmicutes (DeGruttola et al., 2016). Ademas, se ha
planteado que no solo la microbiota sino también sus metabolitos se relacionan con
el estado de salud y la presencia de algunas enfermedades. De manera interesante,
la dieta resulta ser uno de los factores mas importantes dentro de esta causalidad, ya
que los microorganismos dependen de los recursos proporcionados por el
hospedador (Johnson et al., 2020).

Dieta y microbiota

Como se mencion6 anteriormente, uno de los factores mas importantes que pueden
afectar a la microbiota intestinal es la dieta. Cada especie microbiana tiene un medio
metabdlico 6ptimo, compatible para su crecimiento, por lo que los alimentos que se

consumen influyen en el tipo de microorganismos que colonizan el intestino. Por
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ejemplo, la alimentacion con leche materna en los lactantes, la composicion de los
alimentos, la presencia de fibras no digeribles y los compuestos no nitrogenados,
entre otros, influyen en la composicion de la microbiota intestinal. Es por eso que una
dieta rica en fibra promueve una microbiota intestinal considerablemente diferente de

aquellas que se desarrollan con una dieta rica en grasas de origen animal (Gil, 2017).

A partir de esto, se ha propuesto que la dieta puede interactuar de dos maneras con
la microbiota intestinal y con ello inducir efectos en el hospedero. La primera es a
través de dietas especificas, patrones alimenticios y/o componentes de los alimentos
que cambien la composicion de la microbiota de una manera predecible y con ello la
fisiologia del hospedador. La segunda manera es a través de metabolitos bacterianos
derivados de componentes dietarios, como los acidos grasos de cadena corta y
productos de fermentacién proteolitica que podrian influenciar la fisiologia del
hospedador (Johnson et al., 2020).

Llama la atencion que, parte de la literatura sugiere que las respuestas microbianas
a los alimentos son personalizadas. Por ejemplo, posterior a la ingesta de alimentos
ricos en fibra la persona puede presentar una respuesta o0 no y esto puede ser
derivado de los grados de fermentacion que presenta la microbiota de cada persona
(Johnson et al., 2020).

Efecto de los patrones dietarios sobre la microbiota intestinal

En los dltimos afios ha sido de interés estudiar distintos tipos de dieta y su habilidad
para modular la microbiota intestinal, enfocandose en los componentes principales

gue suelen caracterizar a cada dieta.

Dieta alta en grasa

Aungue el término dieta alta en grasa es muy amplio, en modelos animales suele
considerarse que una dieta alta en grasa es aquella donde el 40% de energia proviene
de la grasa (Schrauwen & Westerterp, 2000). Sin embargo, varios autores toman en
consideracion un rango entre 45-60%.

Los estudios en modelos animales han utilizado la dieta alta en grasa para poder

estudiar los mecanismos relacionados con distintas enfermedades, no obstante, en
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muchos de ellos se suelen utilizar distintos tipos de grasa, por lo que el efecto que
puede causar la grasa depende principalmente del tipo de &cidos grasos que la
conforman. A pesar de esto, se ha observado que el consumo excesivo de grasas
cuya composicion mayoritaria consiste en acidos grasos saturados, lardo o el aceite
de palma, afecta significativamente tanto a la microbiota intestinal como al peso
corporal (An et al., 2022). Por otro lado, a pesar de que no existe un estandar para
una dieta alta en grasa, hay efectos en la microbiota intestinal que suelen permanecer
constantes como lo es el aumento en la abundancia del filo Firmicutes y la disminucién
en las cuentas de Bacteroidetes (Singh et al., 2017). Ademas, se ha observado una

disminucion en la abundancia de Proteobacteria (B. Wang et al., 2020).

Otra observacion consistente es la disminucion significativa de la abundancia de
Akkermansia muciniphila, después de una exposicién a una dieta alta en grasa, por
lo que se considera como un taxon sensible a estas condiciones (Araujo et al., 2017).
Asimismo, la dieta alta en grasa produce un decremento de la abundancia de géneros
como Lactobacillus, Bifidobacterium y Bacteroides asi como el aumento de taxones

como Clostridiales y Enterobacteriaceae (Aradjo et al., 2017).

En contraste, en distintos estudios en ratones se ha observado un incremento de la
familia Helicobacteraceae después del consumo de dietas ricas en grasas saturadas
de origen animal (An et al., 2022). Por su parte, Walker y colaboradores reportaron
gue, en el mismo modelo animal, la familia Erysipelotrichaceae puede llegar a ser
predominante bajo una dieta alta en grasa, y también suele darse un aumento en la
abundancia de la familia Ruminococcaceae y del filo Deferribacteres (Walker et al.,
2014).

Es importante resaltar que algunos de estos comportamientos pueden variar
dependiendo de la especie bacteriana. Un claro ejemplo de esto es lo que sucede
dentro del género Lactobacillus donde, en ratas, se ha llegado a observar que tras
una alimentacion con una dieta alta en grasa se provoca una disminucion de la
abundancia de Lactobacillus intestinalis, que correlaciona negativamente con la masa
grasa y el peso corporal (Singh et al., 2017). En contraste, otros autores han
observado, en ratones, un incremento de la abundancia de este género debido a una

alimentacion alta en grasa (Xiao et al., 2017).
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Por otro lado, aunque una dieta alta en grasa suele provocar una reduccion en la
diversidad de la microbiota y en la produccion de acidos grasos de cadena corta, la
eleccion del grupo control y asi como diferencias en el consumo de otros nutrientes

son capaces de alterar lo comunmente observado (B. Wang et al., 2020).

En humanos, a través de la comparacion de la microbiota de individuos con obesidad
y delgados, se observo que aquellos con mayor riqgueza de bacterias presentaban una
menor adiposidad e inflamacion que los sujetos con poca riqueza bacteriana, lo cual
se alinea con la inflamacién y el decremento en diversidad bacteriana inducidos por

una dieta alta en grasa (Y. Duan et al., 2018).

Por lo anterior, en los ultimos afios ha habido interés por el estudio de la disrupcion
gue presenta la microbiota intestinal debido al consumo de una dieta alta en grasa,
ademas del efecto de los acidos grasos libres sobre las células intestinales, ya que
se sugiere como el primer paso para presentar una inflamacion sistémica de bajo

grado.

Dietas modernas y su influencia sobre la microbiota intestinal

La dieta Mediterranea ha sido vista como una dieta balanceada y sana que se
distingue por incluir acidos grasos beneficiosos (monoinsaturados y poliinstaturados)
asi como por contener altos niveles de polifenoles y otros antioxidantes, fibra y mayor
presencia de vegetales que de alimentos de origen animal. A este respecto, distintos
estudios han detectado que una mayor adherencia a este tipo de dieta mejora el perfil
de lipidos y se asocia con una menor inflamacion lo cual podria estar mediado por
incrementos en géneros como Lactobacillus, Bifidobacterium, Prevotella y una

disminucién de Clostridium (Singh et al., 2017).

En contraste, algunos estudios que han evaluado la influencia de dietas veganas y
vegetarianas (ricas en alimentos fermentables provenientes de plantas) sobre la
microbiota muestran discrepancias. Algunos han encontrado menores cuentas de
Bifidobacterium y Bacteroides, mientras que otros apenas y logran percibir diferencias
taxonomicas con respecto a sujetos que llevan una dieta omnivora; no obstante, son

dietas en las que hace falta ain mas investigacién al respecto (Singh et al., 2017).
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Otra de las dietas populares que ha sido ampliamente estudiada es la dieta
Occidental, la cual se caracteriza por el consumo de productos industrializados ultra-
procesados, cuyas formulaciones pueden derivar de constituyentes como grasas
hidrogenadas, almidones modificados, asi como de aditivos sintéticos (potenciadores
de sabor, colorantes, emulsificantes y otros) para mejorar las caracteristicas de los
alimentos (Zinécker & Lindseth, 2018). Esta dieta comunmente introduce una alta
cantidad de energia proveida por nutrientes acelulares. Es decir, nutrientes que ya no
estan contenidos en células de origen animal o vegetal y que por lo tanto proveen
sustratos mas faciles de metabolizar, y que pueden modificar el crecimiento
bacteriano. Para ejemplificar, posterior al procesamiento de los alimentos, puede
haber quiebre de las paredes celulares que afecta la disponibilidad de nutrientes en
el intestino delgado, lo cual puede modificar la composicién y el metabolismo de la
microbiota intestinal (Zindcker & Lindseth, 2018).

En diversos estudios, la dieta Occidental (alta en proteina animal y grasa, baja en
fibra) ha sido ligada a un decremento en la cuenta total de bacterias y sobre todo en
bacterias benéficas, como Bifidobacterium y Eubacterium, ademas de que se ha
asociado con la producciéon de nitrosaminas que podrian promover el cancer (Singh
et al., 2017).

Por otro lado, se ha reportado que la presencia de ciertos emulsificantes pueden
incrementar los factores de virulencia y por ende aumentar el potencial proinflamatorio
de la microbiota intestinal. De una forma parecida, algunos edulcorantes no caléricos
alteran la composicion del microbioma provocando un deterioro en la tolerancia a la

glucosa y un incremento en el potencial proinflamatorio (Zindcker & Lindseth, 2018).

Es importante recordar que, debido al estilo de vida y rapidez adaptadas en los ultimos
afios, hoy en dia las dietas también estan expuestas a distintos tipos de

contaminantes.

Arsénico y microbiota

Como se mencion0 anteriormente, la exposicién a metales pesados a través del agua

de bebida o de los alimentos representa un problema de salud publica.
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Ambientalmente, se ha observado que el estrés causado por metales pesados suele
disminuir la diversidad y actividad de las poblaciones microbianas en la tierra,
alterando el equilibrio de las interacciones de poblaciones dentro de la comunidad (F.
Wang et al., 2010). El efecto tdéxico de los metales pesados proviene principalmente
de la interaccion del metal con las proteinas y la inhibicion de procesos metabdlicos
(F. Wang et al., 2010).

El efecto de la exposicion a arsénico se ha estudiado mayormente en la microbiota
ambiental, sin embargo, las observaciones de estos estudios pudieran ayudar a
entender lo que esta sucediendo en el ambiente intestinal. No obstante, no debe de
perderse de vista que las condiciones fisicoquimicas del intestino son muy distintas a
las condiciones presentadas en el medio ambiente, principalmente con condiciones

anaerobicas, distintos valores de pH e interacciones complejas.

A diferencia de los animales y de las plantas presentes en un ambiente, los
microorganismos son altamente sensibles a los metales/metaloides pesados, debido
a que, en términos de biomasa, actividad y diversidad son mas vulnerables ante este
tipo de contaminacién. Es por eso que, durante los ultimos afios, también se ha
estudiado como los microorganismos han evolucionado con mecanismos de
adaptacion y resistencia como respuesta ante la toxicidad por metales pesados (Hao
et al., 2021).

Un ejemplo de esto es el operon ars que confiere propiedades para la
biotransformacién del arsénico y su transporte. Este operdn junto con sus distintas
variantes se encuentra ampliamente distribuido en casi todos los microorganismos

para hacer frente al arsénico del medio ambiente (Hao et al., 2021).

En una revision sobre la microbiota resistente y su patrén de distribucién en el medio
ambiente, se encontro que Proteobacteria, Chloroflexi, Acidobacteria, Actinobacteria,
Bacteroidetes, Gemmatimonadetes, Nitrospirae, Desulfobacterota, Myxococcota y
Firmicutes son los filos persistentes identificados en distintos estudios con una
variedad de ambientes contaminados con metales o metaloides pesados (Hao et al.,
2021).
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En especifico, Proteobacteria fue el grupo mas ampliamente distribuido en este tipo
de ambientes con una fuerte capacidad de adaptacion y tolerancia. Dentro de este filo
se ha identificado la mayor variedad y abundancia de genes que confieren resistencia
a metales/metaloides pesados, seguido por Actinobacteria y Bacteroidetes (Hao et
al., 2021). No obstante, los mismos autores resaltan que otros factores ambientales o
intrinsecos pueden tener un efecto sobre la composicion de la microbiota, mayor que
la concentracion o el tipo de metal pesado. Esto debido a las diferentes propiedades
fisicoquimicas del ambiente como el pH, materia organica y, estatus aerobio-

anaerobio, entre otros.

Por ejemplo, anteriormente se ha demostrado que en tierra con bajo pH se favorecen
genes que codifican a funciones involucradas con los sistemas de flujo de multiples
metales pesados (Hao et al., 2021). Ademas, se conoce que a nivel de intestino, tanto
el metabolismo como la competencia bacteriana depende de las condiciones de
oxigeno, pH, concentracién de ciertos metabolitos y tiempo de transito intestinal
(Louis et al., 2007).

Por otro lado, la diversidad suele ser utilizada como indice para ambientes
contaminados por metales o metaloides pesados. La manera en la que se comporta
la diversidad depende mucho de las condiciones bajo las que se realizan los estudios,
ya que en ambientes altamente contaminados o0 exposicion a corto plazo en
laboratorios se ha observado una reduccion de la diversidad, mientras que en otros
casos donde se da una exposicién a una concentracion baja (en especial a metales
esenciales como cobre 0 zinc) se ve una promocion de crecimiento de varias bacterias

lo cual lleva a un incremento en la diversidad (Hao et al, 2021).

Otro factor importante por resaltar con respecto a la resistencia a metales pesados,
es la transferencia vertical y horizontal de genes, asi como la duplicacion y la
mutacion, ya que son mecanismos primordiales involucrados en el desarrollo de
resistencia a metales pesados en ambientes contaminados. Inclusive, Hao y
colaboradores resaltan que otro aspecto que ha sido ignorado son las interacciones
entre microorganismos, en especial la competencia (Hao et al, 2021).
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Todo esto resulta importante, ya que podria ayudar a plantear hipotesis sobre lo que
podria estar sucediendo en un ambiente intestinal, cuando las comunidades
comienzan a ser expuestas a metales pesados. De hecho, a pesar de que el arsénico
puede ser biotransformado en el higado como se describié anteriormente, diversos
estudios han reportado que pueden quedar restos de este metal en el intestino o bien
pueden ser excretados a través de los acidos biliares al intestino (J. Wang et al.,
2020).

Aungque mucho de lo que se conoce de las interacciones microbiota-arsénico
provienen principalmente de la microbiologia ambiental, algunos principios pueden
ser aplicados a lo que sucede en nuestra microbiota intestinal (Coryell et al., 2019).

Por ello, las interacciones se pueden resumir en tres comportamientos:

1. Sin efecto notable
2. Alteraciones farmacoldgicas y/o toxicologicas de las propiedades de los toxicos

3. Perturbacion de la taxonomia microbiana y su funcion

La microbiota intestinal es la primera linea de defensa en contra de los efectos toxicos
de metales pesados, ya que tiene la capacidad de modificar estos contaminantes.
Particularmente se ha sugerido que la microbiota intestinal podria ser un factor
importante en la transformacién del arsénico. J. Wang y colaboradores (2020) llevaron
a cabo experimentos in vitro con heces humanas incubadas con AsY y encontraron
gue la comunidad microbiana presente en las muestras, logré metilar el As¥ a MMA!!
y MMAV. Por otro lado, Bacteroides vulgatus ATCC 8482, que es una bacteria comdn
presente en la microbiota intestinal, ha mostrado una alta resistencia al arsénico
inorganico penta y trivalente al igual que a los metilarsénicos. Esto es debido a que
presenta los genes arsR, que le permiten regular la expresion de otros genes como
ArsB/Acr3 y ArsC que constituyen la respuesta basica de resistencia al arsénico
(Rawle et al., 2021), asi como arsDABC que son genes bien caracterizados y que
cumplen con un rol de detoxificacion al reducir el metal pesado (Figura 4) (J. Li et al.,
2016).

32



Hg(O) 41 0 o MAs(ie

» g C:j’(_}- >
o\ & environmont
A\ =
—
(ArsK) (ArsP pe\nplum
C MAS(IH) cytoplasm'
CZ@ As(I) _ f; \
R+H9(n)—’H9(0)++ regulator Rox(m) <>ib(m)
= Lo ChmiD
‘o As(m)’ '_;-:) =
Hg-R Als
MHggg ? Acr2 .
e > uE As(V) (CarsD )
_MerR _J{_MerD _ Q‘«;zp SSeyst
o - ADP+Pi
\ regulator 0% NAD + h;- | 4
\ IASIPG NNADH+H® Carsa >
< > (_ArsB
N g

= =
GIP+AS(V) W 8 - 1As3PG As(m) o 7 As(m) 9y

Figura 4. Mecanismo de resistencia para arsénico (verde) presentado en bacterias, figura
tomada de Hao et al., 2021.

Como se observa en la figura 4, los mecanismos de resistencia al arsénico que
pueden presentar algunas bacterias pueden ser divididos entre sistemas de
detoxificacion de arsénico organico o inorganico. El mecanismo de detoxificacion de
arsénico inorganico incluye al operén arsRDABC y acr3. Por ejemplo, si el As (lll) se
combina con la proteina represora ArsR, se desencadena la expresion del operén ars
el cual contribuye a la resistencia bacteriana ante el arsénico como anteriormente se
describié. ElI As (V) puede ser reducido a As (lll) por la reductasa de arsenato
ArsC/Acr2 y el As (lll) resultante puede ser expulsado directamente via
ArsB/Acr3/ArsK o unirse a la chaperona ArsD que lo entrega a la bomba de flujo
dependiente de ATP ArsAB. Por su parte, ArsM y Arsl son responsables de la
metilacion de As (lll). Para el caso del arsénico organico, el sistema de detoxificacion
se compone de ArsP que es responsable del flujo de &cido monometilarsenoso (MMA
(111) y roxarsona (Rox (lIl), compuesto organoarsénico), de ArsJ que es responsable
del flujo de 1-arseno-3-fosfoglicerato (1As3PG) y enzimas responsables de
biotransformacion de arsénico organico como arsM, arsH y arsl. Finalmente, el
transportador ArsK es el responsable para resistir As (Ill), metilarsenito (MAs (I1)) y

roxarsona (Hao et al., 2021).
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Llama la atencion que en modelos murinos se ha observado que aquellos animales
con una microbiota desbalanceada excretan menos arsénico a través de las heces y
en cambio se acumula mas en sus o6rganos (J. Wang et al, 2020). De acuerdo con
Coryell y colaboradores (2019), los ratones tratados con antibidticos para disminuir la
biomasa de microorganismos presentes, y que son posteriormente expuestos a
arsénico, mostraron una reduccion de la excrecidbn de arsénico en heces y un
incremento en la acumulacién dentro del hospedador principalmente en higado y

pulmén.

Se ha propuesto que el arsénico puede ser absorbido por la microbiota a través de
canales ionicos en sus membranas celulares, lo que reduce el arsénico total
disponible. Ademas, la microbiota puede influenciar la absorcion del arsénico al
cambiar el ambiente fisico y quimico en el tracto gastrointestinal; no obstante, ain no
se dilucida por completo el mecanismo a través del cual la microbiota intestinal

disminuye la carga de arsénico (Chi et al., 2019).

En conjunto, la exposicion al arsénico puede alterar la composicion y perfil metabdlico
de la microbiota y, ésta puede proporcionar efectos beneficiosos para el hospedador
al alterar la absorcion y el metabolismo de los metales pesados. Particularmente,
puede actuar como una barrera fisica para absorberlos, alterar el pH y el balance
oxidativo del tracto gastrointestinal asi como modificar la expresion de enzimas y
proteinas de detoxificacion involucradas en la biotransformacién de los metales
pesados (H. Duan et al., 2020).

Debido a la observado a nivel ambiental y en modelos murinos, distintos autores han
investigado el efecto del arsénico sobre la microbiota intestinal. Algunos de ellos han
encontrado modificaciones de las abundancias relativas dependiendo principalmente

tanto del periodo de exposicion como de la concentracion de arsénico utilizada.

Li y colaboradores (2021), notaron que una exposicion a largo plazo en
concentraciones altas de arsénico (50 ppm) causé un incremento en la abundancia
de Firmicutes mientras que Bacteroidetes y Proteobacteria disminuyeron. Gokulan y
colaboradores en 2018 al investigar el potencial de toxicidad a corto plazo de la

exposicion a arsénico, en la microbiota intestinal de ratones, encontraron que los
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taxones pertenecientes al filo de Deferribacteres aumentaban significativamente. Este
altimo filo resulta importante ya que dentro de él se encuentran especies que son
conocidas por contar con genes de resistencia al arsénico. Ademas, encontraron que
con la exposicion a una dosis baja (0.05 mg/kg p.c.) se daba la aparicion de
Clostridium sulfatireducens la cual al ser una bacteria reductora de sulfato podria estar

involucrada en la tiolacién del arsénico.

Finalmente, en una revision llevada a cabo por H. Duan y colaboradores en 2020, los
autores resaltaron a las especies Mucispirillum schaedleri y Lactobacillus johnsonni

como taxones involucrados en la detoxificacion.

En algunos casos, estos hallazgos han sido consistentes con lo que se ha observado
en humanos. Por ejemplo, en una cohorte de nifios estadounidenses con exposicion
baja-media al arsénico, 8 géneros pertenecientes al filo de Firmicutes se asociaron
positivamente con excrecion urinaria de arsénico, mientras que 15 géneros incluidos
Bacteroides y Bifidobacterium se asociaban negativamente (Coryell et al., 2019). Por
otro lado, en nifios de Bangladesh expuestos a niveles altos de arsénico en agua de
bebida, se observé mayor abundancia de Gammaproteobacteria con miembros de la

familia Enterobacteriaceae (Coryell et al., 2019).

A pesar de que varios estudios se centran en formas de arsénico presentes en el agua
por contaminacion, las formas orgéanicas como el MMA y DMA presentes en los
alimentos como el arroz, también podrian afectar el estado de salud, ademas de que
podrian biotransformarse en mayor grado por los microorganismos. Aunado a esto,
Wang y colaboradores (2020) resaltan la importancia de tomar en cuenta también la
presencia de ciertos hongos ya que pueden tener también un rol importante en la
detoxificacion debido a que la mayoria contiene genes de resistencia al arsénico como

arsM.

De manera interesante, Coryell y colaboradores (2019) resaltan que pocos estudios
han discutido que el metabolismo del hospedador puede llegar a ser igual de
importante o quizas mas que el metabolismo del mismo microbioma con respecto a

la biotransformacion y toxicidad del arsénico, ya que las alteraciones en la estructura

35



y funcion de la microbiota intestinal son casi siempre parte de la respuesta fisioldgica

del cuerpo.

Efectos de una dieta alta en grasa y arsénico en la microbiota

Diversos estudios epidemiolégicos han demostrado que personas con obesidad, que
en su mayoria llevan una alimentacion basada en una dieta alta en grasa, acumulan
mas metales pesados en el organismo en comparacién con personas sanas (T. Liu et
al., 2020).

De forma interesante, y hasta nuestro conocimiento, el estudio realizado por T. Liu y
colaboradores (2020) es el Unico que ha investigado el efecto que tiene una dieta alta
en grasa en combinacion con la exposicion a metales pesados. Estos autores
encontraron que con una dieta alta en grasa, el contenido de arsénico, cadmio y plomo
gue se acumulaba en higado y rifiones era significativamente mayor que en ratones
alimentados con una dieta control. Ademas, la excrecion de estos metales a través
de las heces era significativamente menor que en los ratones alimentados con la dieta

control.

Dentro del estudio anterior ademas se expone que la microbiota intestinal asociada a
la dieta control vs la alta en grasa, presenta caracteristicas y efectos de detoxificaciéon
distintos ante los metales pesados. Particularmente, proponen que la microbiota
perteneciente a una dieta alta en grasa puede presentar debilidades al momento de
eliminar o detoxificar metales pesados en comparacién con la microbiota de una dieta
control. Por ello, los autores sugieren que una dieta alta en grasa puede incrementar

el riesgo de enfermedad por exposicion a metales pesados.

Es de importancia resaltar que una dieta alta en grasa suele aumentar la presencia
de Firmicutes, que es un filo donde se pueden encontrar distintos microorganismos
asociados a la inflamacién como Clostridium, Lachnospiraceae y Erysipelotrichaceae,
gue pueden causar un desbalance inicial. Si a esta disbiosis, ademas se le afiade la
exposicion al arsénico, el dafio a la barrera intestinal podria exacerbarse y a su vez
incrementar los riesgos a la salud por la exposicion a metales pesados (Wang et al,
2020).
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En cuanto a los cambios en los taxones, Liu y colaboradores (2020) encontraron que
la combinacién de dieta alta en grasa y exposicidn a arsénico provoco una
disminucién significativa de las abundancias del filo Actinobacteria especificamente
la familia Coriobacteriaceae y del filo Verrucomicrobia el género Akkermansia, aunque

no se observaron aumentos que alcanzaran la significancia (T. Liu et al., 2020).

Por lo anterior es claro que la relacion entre la exposicion al arsénico y la microbiota
intestinal es bidireccional. Sin embargo, hasta nuestro conocimiento, no se ha
estudiado si los efectos que causa una dieta alta en grasa sobre la comunidad
bacteriana a la que posteriormente se afiade el arsénico tendréa un efecto similar a lo
gue en su momento reportaron T. Liu y colaboradores en 2020. Esto resulta
interesante ya que una disbiosis antes de la exposicion podria representar un factor

de riesgo hacia los efectos toxicos del metal pesado (H. Duan et al., 2020).

Por ello, resulta de interés estudiar como la combinacion de una dieta alta en grasa
junto con exposicion al arsénico influye en la composicion de la microbiota intestinal.
Esto nos permitird entender si los cambios de la microbiota intestinal, asociados con
este tipo de dieta, podrian ser uno de los mecanismos involucrados en el efecto toxico
de metales pesados como el arsénico, ademas de que se contaria con mas resultados

para este tipo de condiciones (dieta alta en grasa en conjunto con arsénico).
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HIPOTESIS

La exposicion a arsénico exacerbard la disbiosis en la microbiota intestinal,

caracteristica de una dieta alta en grasa.
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OBJETIVOS

General

Estudiar el efecto de una dieta alta en grasa junto con la exposicion al arsénico como

contaminante ambiental sobre la estructura de la microbiota intestinal.

Particulares

e Caracterizar la microbiota intestinal de ratones que estuvieron expuestos a una
dieta alta en grasa en comparacién con una dieta control.
e Comparar la microbiota intestinal en presencia o ausencia de arsénico bajo los

diferentes tipos de dieta.
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Ratones y recoleccion de muestras

El estudio incluyé 48 ratones macho de la cepa C57BL/6 de 7 a 8 semanas de edad
y se realiz6 en el Bioterio de la UAM Xochimilco. Este tipo de cepa es una de las mas
utilizadas en investigacion, la cual al ser isogénica permite reducir la variabilidad entre
individuos, ademas una de sus caracteristicas por la cual suele ser elegida para este
tipo de estudio es que es susceptible a desarrollar obesidad inducida por dieta, asi

como a presentar resistencia a la insulina (Charles River, 2023).

Los animales fueron alimentados por un periodo de 8 semanas con dietas
comerciales; la dieta control (low fat diet, Test Diet #5TJS) (n=18) en la que la energia
estuvo compuesta de 12% de grasa, 72.2% de carbohidratos y 16% de proteina o con
dieta alta en grasa (Western diet, Test Diet #5TJN) cuya distribucion energética fue
39.9 % de grasa, 44.1% de carbohidratos y 16.3% de proteina en Kcal, (n=18) y de
beber se les dio agua acidificada del bioterio de la UAM. A partir de la octava semana
del estudio, los animales de los grupos dieta Control y dieta Alta en Grasa se
dividieron para afiadir 100 ug/L de arsenito de sodio en el agua, quedando cuatro
grupos que fueron denominados: dieta Control-As y dieta Alta en Grasa-As y se
continu6 el estudio por 8 semanas mas. Los ratones fueron colocados en 16 cajas,
cada una con 3 ratones con un promedio de peso similar entre ratones, dependiendo

de la dieta bajo la cual estarian expuestos.

Para el presente estudio se decidio utilizar una dosis de 100 ug/L de arsenito de sodio
por un lado porque investigaciones anteriores han llegado a utilizar dosis muy altas
(25-50 mg/L) que a pesar de que los modelos murinos pueden biotransformar el
arsénico de manera mas rapida y eficiente que un ser humano, resultan ser
desproporcionadas de los niveles actuales de exposicion. Por otro lado, este estudio
forma parte de un proyecto de investigacion mas amplio cuyo objetivo incluye evaluar
si los efectos del arsénico sobre el metabolismo del tejido adiposo blanco estan
asociados con una disbiosis de la microbiota intestinal (Calderén-DuPont et al., 2023).

En ese estudio se ha trabajado previamente con la dosis mencionada que ademas
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buscé asemejar un grado de exposicion similar a lo que las poblaciones hoy en dia
pueden estar expuestas a nivel ambiental (Calderon-DuPont et al., 2023).

Una vez que se comenzod con la exposicion a arsénico en el agua, el cambio de
botellas se realiz6 dos dias por semana para evitar la oxidacion del arsenito de sodio.
Ademas, en estos dias se realiz6 la cuantificacion de agua restante para estimar la
cantidad ingerida por raton con una prueba de Wilcox, con la cual se determiné que
no hubo diferencia en la cantidad de agua consumida lo cual sugiere que todos los
ratones estuvieron expuestos a la misma concentracion de arsénico (Anexo Tabla
A3).

Durante la eutanasia se realizo la coleccion del intestino y se extrajo el contenido del
ciego y del colon. Todas las muestras obtenidas se colocaron en nitrégeno liquido y

posteriormente se almacenaron a -70°C hasta su analisis.

Para el presente estudio se decidio utilizar las muestras del contenido del ciego debido

a que en esta zona ocurre la mayor actividad biolégica (Anders et al., 2021).
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Figura 5. Diagrama del disefio del estudio, creado en BioRender.com
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Extraccion del ADN

La extraccion del ADN del contenido intestinal, se hizo a través del kit QIAamp
PowerFecal Pro DNA el cual permite obtener el ADN a partir de muestras que suelen
contener distintas substancias que pueden ser inhibidores durante una PCR, como
polisacaridos, componentes hemo y sales biliares. Este kit permitié dispersar la
muestra, homogeneizarla, provocar lisis celular por medio de métodos tanto quimicos
como mecanicos para asi poder obtener el material genético, el cual posteriormente
se lavo y se eluyd en columna (QIAGEN, 2020). Se continué con la medicién de
concentracion del ADN (ng/uL), al igual que la determinacion de las relaciones
260/280 y 260/230, a través del espectrofotbmetro Thermo Scientific NanoDrop
2000c, con las cuales se pudo evaluar la pureza del ADN y asi determinar si no habia
presencia tanto de proteinas y/o residuos del proceso de extraccion restantes en
cantidades significativas en las muestras aisladas (Desjardins, 2010). Este
espectrofotometro tiene la ventaja de que permite realizar mediciones a partir de micro

volumenes de las muestras (Thermo Scientific, 2020).

Con estas mediciones se pudo conocer qué muestras necesitarian de una dilucion
antes de realizar la reaccion en cadena de la polimerasa, debido a que se necesita

una concentracion de 50 ng/uL.

Preparacion de librerias y secuenciaciéon

La PCR se realizé en una placa de 96 pozos acomodando las muestras de manera
tal que se evitara un sesgo en las muestras, es decir, evitar que la mayoria de las
muestras de cierta condicién quedaran ubicadas en una misma parte de la placa
(Anexo Figura A4). En la realizacion de la PCR la estrategia radicé en amplificar la
region V4 del gen 16 S del ARN ribosomal, haciendo uso de los primers 515f y 806r,
basando el disefio en el utilizado por el Earth Microbiome Project (Thompson, 2018).
Ademas, se trabajo en total con 24 primers reverse, de manera tal que se tuviera un
“codigo de barras” distinto para cada muestra por bloque (cada bloque constaba de
24 pozos) y a su vez poder delimitar la secuencia de interés a amplificar, también se

agrego la mezcla maestra conformada de la enzima Taq Polimerasa y el forward.
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Posterior a la PCR, se realiz6 una electroforesis (65 V por 45 minutos) para comprobar
la amplificacion de las muestras. Se continué con la purificacién de los amplicones
resultantes haciendo uso de perlas AMpure XP con ayuda del robot Agilent Bravo
Automated Liquid Handling Platform para asegurarse de eliminar cualquier
contaminante restante, nucleétidos y fragmentos muy pequefios. Después de la
purificacion del material genético, se realizo su cuantificacion a través del fluorémetro
Qubit para calcular el volumen necesario de cada muestra para contar con 25 ng de
cada una. Posterior a esto se realizo la preparacion de pools para continuar con la
segunda PCR, la cual tiene como objetivo afiadir una segunda secuencia de cédigos
de barras asi como las secuencias que se uniran a los adaptadores de llumina
necesarios para el proceso de secuenciacion. Por ello, se obtuvieron cuatro conjuntos
(24 muestras por cada uno) a los que se les adicion6 la mezcla de la enzima Taq
polimerasa, el forward y los 4 primers reverse con diferentes codigos de barras. De
nuevo, tras la obtencion de los amplicones se realiz6 una purificacion con ayuda de

las perlas AMpure XP y se determinaron las nuevas concentraciones a través de Qubit
(ng/uL).

Se continué con la realizacion de la mezcla final en un tubo (los 4 conjuntos en un
solo tubo) para llevarla a la Unidad de Secuenciacion del Instituto Nacional de
Medicina Gendmica en donde se utilizé la plataforma de llumina Miseq. La
secuenciacion a través de esta plataforma se basa en que utiliza nucleétidos que
emiten una fluorescencia especifica al formar los enlaces con las bases
complementarias, esta iluminacion caracteristica de cada base es identificada y asi
se genera un archivo con las secuencias encontradas. Este proceso es aleatorio y
exponencial por lo cual también registra el nimero de lecturas que se tuvo para cada

muestra y qué tantas especies se encontraron (llumina, 2016).
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Figura 6. Pasos de la estrategia experimental de la caracterizacion de la microbiota
intestinal, creado en BioRender.com

Procesamiento de datos

Al obtener las secuencias se realizo el procesamiento de los datos con ayuda del
algoritmo QIIMEL1.9. Brevemente, se aplicaron filtros de calidad, se realizd la
demultiplexacion (para asi reconocer de qué muestra provenian) y se detectaron
posibles quimeras con USearch61 para ser excluidas del andlisis. Posteriormente, se
agruparon las secuencias que tuvieran un 97% de similitud y se generaron las

unidades taxondmicas operacionales (OTUs) correspondientes.

Ademas, se llevo a cabo un submuestreo a una profundidad determinada conocido
como rarefaccion, el cual consiste en un paso importante debido a que ayuda a
homogeneizar el nUmero de lecturas y asi llevar a cabo un corte en donde se asegure
gue se visualicen todas las muestras y no se dé preferencia a aquellas con mayor
numero de lecturas o lleguen a eclipsar aquellas que tuvieron un namero de lecturas

menor en la secuenciacion, para este caso se realizé un corte en las 50,000 lecturas.
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Para poder determinar la diversidad alfa que incluye tanto riqueza (el nUmero de OTUs
presentes dentro de las muestras) como diversidad la cual toma en cuenta su equidad,
se hizo uso de los indices: OTUs observadas, Chaol, ACE, Shannon, Simpson y su

inverso, y Fisher.

En cuanto a la medida de las diferencias entre las comunidades con respecto a otras,
se hizo uso de la diversidad beta. Se obtuvieron las matrices de distancia de Bray-
Curtis para conocer qué tan diferentes eran las comunidades entre si tomando en
cuenta las OTUs presentes y su abundancia, y también la distancia de Jaccard para
visualizar la diferencia considerando presencia o ausencia de las OTUs sin importar
su abundancia. Los comportamientos se ordenaron a través de analisis de

coordenadas principales.

La clasificacion taxonémica se realizé contra la base de datos Greengenes v13-8 para
generar las matrices de composicion desde filo hasta género. Aquellos géneros que
no coincidieran con la base de datos fueron nhombrados como: no asignados, pero

incluyendo el nivel anterior clasificado.

Finalmente, se aplico un filtro, de manera tal que los taxones analizados estuvieran

presentes por lo menos en un 5% de las muestras.

Analisis estadistico

Para llevar a cabo el tratamiento estadistico de los datos se trabaj6 con el programa
RStudio version 2022.07.2+576.

Se evalué la normalidad de los datos a través de la prueba de Shapiro-Wilk. Para los
datos con distribucion normal, se obtuvieron las medias y las desviaciones estandar,

y las medianas y los rangos intercuartiles cuando no se presentaba la normalidad.

Para la comparacion de los distintos indices de diversidad alfa obtenidos, se hizo uso
de una prueba ANOVA, en el caso de que se siguiera la normalidad; y para los datos
no paramétricos se hizo uso de una prueba de Kruskal-Wallis. Como tratamiento post

hoc, se utilizé la prueba de Dunn con significancia estadistica con p<0.05.
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Para la diversidad beta, se hizo uso del analisis de PERMANOVA para realizar las
comparaciones correspondientes y conocer la influencia de las dietas sobre las

comunidades bacterianas.

La herramienta LEFSE (Linear discriminant analysis effect size) se utilizd6 para
comparar los dos tipos de dieta (control y alta en grasa) bajo las que estuvieron
expuestas los ratones y asi encontrar taxones con diferencias significativas en cuanto
a su abundancia de acuerdo con la condiciéon. Este método lleva a cabo un analisis
discriminante lineal que toma en cuenta el efecto del tamafio de muestra y es utilizado
para descubrir biomarcadores enfatizando la diferencia significativa y la relevancia
biologica (Segata et al., 2011). A partir del analisis realizado en LEFsE, se obtuvieron
las puntuaciones LDA (andlisis discriminante lineal) y cladogramas. Se consider6 una
p<0.05 dentro de la prueba de Kruskal-Wallis (no paramétrica) entre clases realizada
por LEFSE y una puntuacion LDA mayor a 2 como el umbral en la escala logaritmica

para caracteristicas discriminantes.

Para la comparacion de los cuatro grupos se hizo uso de la prueba Kruskal-Wallis.
Ademas, se aplico la correccion por tasa de descubrimiento falso (FDR) para asi
descartar el nUmero esperado de falsos positivos considerando una p<0.05, y para
conocer entre qué grupos de dietas existian diferencias se realiz6 la prueba post hoc
de Dunn considerando diferencia estadistica con una p<0.05.
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RESULTADOS

Diferencias en diversidad alfa y beta de la microbiota de ratones

alimentados con una dieta alta en grasa

Con el propdsito de identificar si el tipo de dieta modificaba la diversidad de la
microbiota, se realizaron comparaciones de los distintos indices de diversidad alfa
entre los ratones alimentados con la dieta control y la dieta alta en grasa (Tabla 1).
Se observo que la microbiota de los ratones alimentados con la dieta alta en grasa
presentdé mayor diversidad al ser evaluada por el indice de Shannon, Simpson, asi
como por InvSimpson. Sin embargo, para los indices de riqueza (Observadas, Chaol,

ACE vy Fisher) no se encontraron diferencias significativas.

Tabla 1. indices de diversidad alfa de las muestras de ciego, de los dos grupos de estudio;
dieta control y dieta alta en grasa.

Control Alta en Grasa

(n=10) (n=12) P
Observadas 656.4 +31.28 681.17 £ 50.50 0.18
Chaol 852.83£52.90 864.29 +100.86 0.74
ACE 847.98 £45.40 873.77 £90.06 0.40
Shannon 3.80+0.23 4.03+0.27 0.04
Simpson 0.93 (0.03) 0.96 (0.02) 0.02
InvSimpson  15.25 +5.99 23.35+7.58 0.01
Fisher 106.73 £ 6.08 111.60 £ 9.85 0.17

Posteriormente, para evaluar el efecto de la dieta alta en grasa sobre la composicién
global de la microbiota se analiz6 la diversidad beta a través de los indices: Bray-
Curtis y Jaccard. Como se puede visualizar en la Figura 7, las muestras de los ratones
alimentados con la dieta alta en grasa se segregan de aquellas con la dieta control
pero no del todo. Para ambos indices, el analisis de PERMANOVA arrojo un valor de
p=5x10 lo cual indica que el tipo de dieta explica una proporcion significativa de la
composicién global de la microbiota donde los porcentajes de variacion que son
explicados por la dieta son del 16% para el caso del indice de Bray-Curtis y de un

12% para el indice de Jaccard.
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Figura 7. Diagrama de coordenadas principales conforme a los indices de diversidad beta
Bray Curtis (A) y Jaccard (B) para las muestras de ciego de los grupos de estudio; dieta
Control (n=10) y dieta Alta en Grasa (n=12).

Diferencias taxondmicas en la microbiota de ratones alimentados con

dieta alta en grasa

Para identificar los taxones diferenciados debido al tipo de dieta se hizo uso de la
herramienta LEFSE (Figura 8).

A nivel de filo, los animales que siguieron una dieta alta en grasa durante 16 semanas,
mostraron una menor abundancia de Bacteroidetes (Mediana dieta control: 32.796%
(RIQ: 15.122) vs dieta alta en grasa: 20.773% (RIQ: 6.551)) y Verrucomicrobia
(Mediana dieta control: 0.004% (RIQ: 0.029) vs dieta alta en grasa: 0.000% (RIQ:
0.001)). En contraste la microbiota de estos animales mostr6 mayor abundancia de
Actinobacteria (Mediana dieta control: 0.053% (RIQ: 0.037) vs dieta alta en grasa:
0.224% (RIQ: 0.198)) y Deferribacteres (Mediana dieta control: 0.002% (RI1Q: 0.004)
vs dieta alta en grasa: 0.060% (RIQ: 0.125)) (Figura 11).

A niveles mas especificos, la microbiota intestinal de los animales con dieta alta en
grasa presentdé mayor abundancia de varias familias pertenecientes al filo Firmicutes
de las cuales las que resultaron ser significativas fueron: Peptococcaceae,
Erysipelotrichaceae y Lactobacillaceae. De igual forma aumentaron las abundancias
de Mucispirilum perteneciente a Deferribacteres, la familia Rikenellaceae,
perteneciente al filo Bacteroidetes y finalmente la familia Bifidobacteriaceae del filo

Actinobacteria.
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Por otro lado, aquellos taxones que se vieron disminuidos posterior al consumo de
una dieta alta en grasa, fueron el filo de Bacteroidetes y especificamente la familia
Bacteroidaceae. Ademas, ciertas familias de Firmicutes, como Staphylococcaceae y
Bacillales, algunos integrantes del filo de Proteobacteria como Alphaproteobacteria,
Betaproteobacteria, Alcaligenaceae, Burkholderiales y Suterella, asi como el filo

Verrucomicrobia y su género Akkermansia disminuyeron en la microbiota de los

ratones alimentados con dieta alta en grasa.
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Figura 8. Puntuaciones LDA para las diferencias observadas en la microbiota del ciego de

ratones alimentados con dieta Control (n=10) y dieta Alta en Grasa (n=12).
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Efecto de la presencia de arsénico sobre la diversidad alfa y beta de la
microbiota de ratones alimentados con una dieta control (baja en grasa)

y dieta alta en grasa

Conforme al segundo objetivo, se estudio si la adicion del arsénico a las dietas

modificaba la riqueza y diversidad presente en las muestras.

Los indices de diversidad en los que se encontré una diferencia significativa fueron:
el indice de Shannon, el indice de Simpson y el indice InvSimpson. Para el caso de
la dieta control, se observé que la presencia del arsénico aumento la diversidad alfa,
con un efecto similar al de solo la dieta alta en grasa que tendia a la significancia
(p<0.1, Figura 9).

En contraste, bajo condiciones de una dieta alta en grasa, la adicion de este metal
pesado en el agua de bebida causé una disminucién en los tres indices de diversidad
bacteriana (Shannon, Simpson e InvSimpson) pero que result6 ser sélo cercana a la
significancia (p<0.1). Para el resto de los indices de diversidad alfa (OTUs
Observadas, Chaol, ACE y Fisher) no se observaron diferencias significativas
(Anexo Tabla 1).

Shannon Simpson InvSimpson

a
- .

40~
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Control Arsenico
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Shannor =impson nvsimpson

Dieta

Figura 9. Gréfica de cajas y bigotes de los indices de diversidad alfa significativamente
diferentes entre los grupos de estudio (dieta control n=10, dieta control y arsénico n=12, dieta
alta en grasa n=12, dieta alta en grasa y arsénico n=11).
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Para el caso de la diversidad beta, al llevar a cabo el andlisis de coordenadas
principales para los indices de Bray Curtis y Jaccard (Figura 10), se observo que en
el contexto de una dieta alta en grasa, la adicion de arsénico parece no segregar las
comunidades, mientras que para la dieta control (baja en grasa) la segregacion es

mas notoria pero no es completa del todo.

A pesar de que las dietas parecen traslaparse, el andlisis de PERMANOVA mostro
gue la presencia de arsénico en combinacion con la dieta influyé en la composicién
global de la microbiota con un efecto del 3.6% para el indice de Bray-Curtis (p= 0.062)
y del 3.37% para el indice de Jaccard (p=0.056), aunque los valores de p quedaron

solo cercanos a la significancia.
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Figura 10. Diagrama de coordenadas principales conforme a los indices de diversidad beta;
Bray-Curtis (A) y Jaccard (B) de las muestras de ciego de los grupos de estudio (dieta control
n=10, dieta control y arsénico n=12, dieta alta en grasa n=12, dieta alta en grasa y arsénico
n=11).

Diferencias taxondmicas entre las comunidades bacterianas de ratones

expuestos a distintos tipos de dieta

Después de conocer tanto las diferencias en los indicadores de diversidad alfa y beta
entre las distintas dietas (control, control + arsénico, alta en grasa, alta en grasa +
arsénico), se trabajé a distintos niveles taxonomicos (filo, familia y género) para

determinar qué taxones resultaron significativamente diferentes entre las dietas.
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De forma consistente con los analisis previos, la mayoria de los taxones que
resultaron ser significativos para este analisis, estuvieron determinados por el tipo de

dieta mas que por la exposicidn a arsénico.

Es decir, a nivel de phylum de los cuatro filos diferenciados so6lo dos de ellos
presentaron diferencias significativas por la adicion de arsénico: Deferribacteres y
Verrucomicrobia. Para el caso de Deferribacteres se observd que la presencia de
arsénico en el agua de bebida bajo la dieta control, indujo un aumento de su
abundancia relativa (p<0.05), el cual fue similar al aumento que se presentd bajo
condiciones de una dieta alta en grasa. En contraste, la exposicion al metal durante
un régimen de dieta alta en grasa, provoc6 una disminucion de este filo, provocando
gue la abundancia fuera similar a la que se presentaba en la dieta control. El
comportamiento descrito anteriormente, pareciera observarse para el filo

Actinobacteria pero no resulta significativo.

En contraste, para Verrucomicrobia la adicion de arsénico a una dieta control indujo
una disminucién en su abundancia, igualando la abundancia a aquella presentada en
los ratones alimentados con una dieta alta en grasa. No obstante, en presencia de
una dieta alta en grasa, la exposicion al arsénico parece inducir un aumento en su

abundancia relativa, sin embargo, este no fue significativo.

De este primer acercamiento a través del filo, comienza a observarse que en ciertos
casos la adicion de arsénico a una dieta control asemeja el efecto de la exposicion a
una dieta alta en grasa. En contraste, la presencia del metal en conjunto con una dieta
alta en grasa pareciera en algunos casos revertir este efecto, mientras que en otros

no hay un cambio significativo.
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Figura 11. Gréfica de cajas y bigotes de abundancias relativas para filos que presentaron
diferencias significativas (dieta control n=10, dieta control y arsénico n=12, dieta alta en grasa
n=12, dieta alta en grasa y arsénico n=11).

A nivel de familia, a pesar de que once familias resultaron ser significativamente
distintas entre los cuatro grupos, soélo tres de ellas: Rikenellaceae,
Deferribacteriaceae y Verrucomicrobiaceae presentaron diferencias significativas por
la adicion del arsénico. Particularmente presentaron un comportamiento donde la
exposicidn al arsénico en una dieta control provocé un perfil similar al que se adquiere

por a una dieta alta en grasa (Figura 12).

De manera similar se observdO este comportamiento para el caso de
Bifidobacteriaceae, Lactobacillaceae, Erysipelotrichaceae y Peptococcaceae pero el

aumento en la abundancia es ligero y resultoé ser no significativo (Figura 12).

Cuando se observan las familias desde el punto de vista de la dieta alta en grasa,
pareciera que la adicién del arsénico a esta dieta revierte el aumento en la abundancia
gue se habia presentado, pero este comportamiento no alcanza significancia para la
mayoria de las familias, con excepcion de Deferribacteraceae, donde esta
disminucién si es significativa e iguala a la que se tenia bajo condiciones de una dieta

control (Figura 12).

53



1_Rikenellaceae _Verrucomicrobiaceae _Deferribacteraceae

. .
0.15-
6 04
.
.
03-
14 0.10-
2 a Grupo
By .
® - Control
©
° BE Control Arsenico
.f.::’ 02~ - Alta en grasa
a
S Alta A
2 . B Ats en grass Asenico
005~
2-
0.1-
.
ab
H = :
0.00- ey 0.0- —
0-
f_Rikenellaceae f_Verrucomicrobiaceae f_Deferribacteraceae
Dieta
{_Bifidobacteriaceae f_Lactobacillaceae
. .
09~ * 3
. 15-
- ab
0.6 . 10-
.
a a o
03
ab s b b
2 E H * G
: ruj
Boo- — ) —— po
[ ' . B3 control
© f_Bifidobacteriaceae f_Lactobacillaceae
2 - Control Arsenico
§ _Enysipelotrichaceae {_Peptococcaceae * alta engrasa
. .
é 15- 020- - Alta en grasa.Arsenico
0.15- =
10-
0.10- —
5- & .
0.05-
0- —* 000+ ;
{_Erysipelotrichaceae f_Peptococcaceae
Dieta
f_Mogibacteriaceae {_Bacteroidaceae
020- -
40~
0.15- 5 a
a 30~ ab
abc
0.10 .
be . 20- b ab
@ -
% 10 Grupo
©0.00- ' v - Control
© I_Mogibacteriaceae 1_Bacteroidaceae
E - Control Arsenico
& {_Staphylococcaceae o_Badieroidales_{_Unassigned BS Ataengrasa
c 4- .
2004 ES Alta en grasa.Arsenico
<
ab
. 3-
0.03- 2 a a
0.02- 2- ah
ac
b e be
0.01- | 19 (] .
0.00- i 0-
{_Staphylococcaceae o_Bacleroidales_{_Unassigned
Dieta
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A nivel de género, se muestra que para Bacteroides, Mucispirillum, Lactobacillus,
Staphylococcus, Akkermansia y los géneros no asignados de la familia
Peptococcacae, de la familia Rikenellaceae, del orden Bacteroidales y la familia
Mogibacteriaceae, los comportamientos resaltados con anterioridad persisten (Figura
13). Sin embargo, las diferencias por la adicion de arsénico solo fueron significativas
para géneros de baja abundancia como Mucispirillum, Akkermansia y la familia no

asignada de Rikenellaceae.

Ademas, aparecen dos géneros no descritos anteriormente los cuales son
Sporosarcina y un género no asignado de la familia Clostridiaceae (Figura 13). Para
Sporosarcina, las abundancias son muy pequefias y aunque no alcanzaron
significancia se visualiza una disminucion tanto con la dieta alta en grasa como al
incluir arsénico en ambas dietas. Para el género no asignado de la familia
Clostridiaceae se indujo un aumento no significativo con la adicion de arsénico en la
dieta control, mientras que en comparacion con los otros grupos no se observo un

efecto claro.
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DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente estudio tras caracterizar la microbiota intestinal, se encontr6 mayor
diversidad en las comunidades de los ratones alimentados con una dieta alta en
grasa, ademas se observo que el tipo de dieta influye de manera significativa sobre
la composicion global de la microbiota. Al analizar los efectos del arsénico en conjunto
con el tipo de dieta, se identifico que al agregar el metal pesado a una dieta control el
perfil resultante se asemeja al que se adquiere debido a una dieta alta en grasa. En
contra parte, en el contexto de una dieta alta en grasa, la adicién de arsénico en el
agua de bebida parece revertir en algunos casos los cambios en la abundancia

relativa inducidos por este tipo de dieta.

Anteriormente, se ha reportado que una dieta alta en grasa reduce la diversidad de la
microbiota intestinal y esto a su vez se relaciona con el desarrollo de distintas
enfermedades crénicas no transmisibles, como la obesidad. No obstante, en este
estudio se visualizé un aumento en los indicadores de diversidad alfa de la microbiota
intestinal de los ratones que estuvieron alimentados bajo una dieta alta en grasa
(39.9% grasa). A pesar de que la literatura menciona que los acidos grasos saturados
suelen provocar una disminucion en la diversidad de las comunidades bacterianas, el
comportamiento percibido en este estudio pudo deberse principalmente a otros
componentes presentes en las dietas (Anexo Tabla 2). Especificamente, otros
autores han encontrado que las diferencias en el consumo de nutrientes o incluso el

tipo de ingredientes son capaces de alterar el comportamiento (B. Wang et al., 2020).

De acuerdo con B. Wang y colaboradores (2020), si el consumo de fibra en ratones
alimentados con una dieta alta en grasa es significativo, se puede llegar a visualizar
un aumento en la diversidad alfa. En el presente estudio, ambas dietas estaban
formuladas con cantidades similares de fibra. Ademas, se utilizaron como fuente de
fibra ingredientes como celulosa e inulina las cuales, al ser carbohidratos no
digeribles, pueden ser utilizados por la microbiota intestinal y con ello pueden
incrementar la diversidad y riqueza de una comunidad (B. Wang et al., 2020).
Inclusive, algunos autores, sugieren que las alteraciones que pueden darse en la

composicion de la microbiota intestinal de ratones alimentados con dietas altas en
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grasa, son mayormente impulsadas por la falta de fibra soluble en las tipicas dietas
refinadas, que por la proporcion de grasa (Morrison et al., 2020).

En este sentido, en ratas Wistar alimentadas con dietas altas en grasa pero a su vez
incluyendo cebada o malta de cebada, se observé una mayor diversidad alfa en
comparacién con un grupo control. Los autores de este estudio mencionan que
prebidticos de bajo peso molecular como la inulina (la cual es parte de las dietas
utilizadas en el estudio) contribuyen al efecto sobre la microbiota intestinal (Zhong et
al., 2015).

De forma interesante, con la exposicion al arsénico en una dieta control, se observo
un aumento significativo en la diversidad alfa de las comunidades, el cual asemeja al
perfil que se adquiere bajo una dieta alta en grasa. Este resultado coincide con lo
reportado por J. Wang y colaboradores (2020) quienes notaron un incremento en la
diversidad de la microbiota de ratones después de 60 dias de exposiciéon al arsénico,
en una dosis de 30 ppm. Sin embargo, al parecer este comportamiento depende del
tiempo de exposicion y de la dosis utilizada, ya que hay estudios como el de Chiy
colaboradores (2017) donde se observé que, tras 13 semanas de exposicion al
arsénico con una concentracion de 100 ppb, la diversidad alfa fue menor en

comparacién con el control.

En contraste, el comportamiento de la diversidad alfa de las comunidades expuestas
a una dieta alta en grasa, en conjunto con la exposicién al metal pesado mostré una
disminucién que no resulté ser significativa. Esta aparente disminucién ya ha sido
vista por otros investigadores; Liu y otros (2020) indicaron que la microbiota intestinal
de ratones alimentados con una dieta alta en grasa (45%) sufre mas perturbaciones
bajo una exposicion al arsénico que la de ratones tratados con una dieta control. En
este caso, puede ser posible que la disminucién apenas percibida no haya resultado
significativa debido al tiempo de exposicion, ya que en el estudio de Liu y
colaboradores (2020) los ratones se mantuvieron expuestos a las condiciones de

estudio durante 10 semanas, mientras que en el presente estudio sélo fueron 8.

En conjunto, estos cambios en las comunidades reflejan que tanto la dosis como el

tiempo de exposicion son factores importantes. Es posible que a bajas
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concentraciones o periodos cortos de exposicion la magnitud del efecto no sea
suficiente para identificar diferencias significativas en la abundancia y riqueza de la

microbiota intestinal.

A nivel taxonémico, diversos estudios han encontrado un incremento de Firmicutes
sobre Bacteroidetes debido al consumo de dietas altas en grasa. EI comportamiento
observado en este proyecto coincide con estudios previos (Murphy et al., 2015).
Ademas, en un estudio realizado por Turnbaugh y colaboradores (2009) con ratones
colonizados con una comunidad microbiana de un humano saludable y expuestos a
una dieta Occidental, se observd un incremento en la abundancia relativa de
Erysipelotrichi y Bacilli, mientras que el filo de Bacteroidetes presentd una disminucion
significativa. De forma similar, en el presente estudio, las familias que se vieron
enriquecidas con la dieta alta en grasa fueron Erysipelotrichaceae, Peptococcaceae,
Lactobacillaceae, Deferribacteraceae, ademas de Rikenellaceae y
Bifidobacteriaceae. Llama la atencién que algunas de estas familias han sido
relacionadas con enfermedades, asi como con la inflamacién del tracto
gastrointestinal (Kaakoush, 2015; Villasefior-Aranguren et al., 2022; Walker et al.,
2014; Daniel et al., 2014).

Erysipelotrichaceae ha sido asociada al fenotipo de obesidad y se ha encontrado
enriquecida en ratones alimentados con dietas occidentales (Kaakoush, 2015). Por
otro lado, varios miembros de la familia Peptococcaceae se encontraron mas
prevalentes en nifios chinos con diagnostico de obesidad (Villasefior-Aranguren et al.,
2022). De manera similar, Deferribacteres y en especifico el género Mucispirillum, son
taxones que, en modelos animales, se han visto enriquecidos en obesidad inducida
por dieta alta en grasa, incluso se ha reportado que la especie Mucispirillum
schaedleri, bajo estas condiciones es capaz de colonizar la capa de moco del ileon,
colon y tejido hepatico por lo cual es capaz de movilizarse del tracto gastrointestinal
hasta el sistema hepatobiliar (Walker et al., 2014). Asimismo, la presencia de ciertos
miembros de la familia Rikenellaceae como Alistipes han llegado a ser

correlacionados con la presencia de diabetes tipo 2 en humanos (Daniel et al., 2014).

Llama la atencion el enriguecimiento de la familia Lactobacillaceae vy

Bifidobacteriaceae tras una alimentacion con dieta alta en grasa, ya que en ambas
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familias muchos de sus miembros han sido considerados como probi6ticos como es
el caso de Lactobacillus rhamnosus y Bifidobacterium. Ademas, para el caso de
Lactobacillus, se ha estudiado ampliamente cémo la administracion de ciertas
especies puede atenuar el incremento de peso debido a una dieta alta en grasa y
también modular la composicion de la microbiota intestinal (Nagano & Yano, 2020).
Por su parte Bifidobacterium, se ha relacionado positivamente con mejoras en la
tolerancia a glucosa, con la secrecion de insulina inducida por glucosa y un mejor tono
inflamatorio (Murphy et al., 2015). Sin embargo, asi como se ha estudiado el papel
benéfico de miembros de ambas familias, otros autores han notado el incremento de
ciertas especies de Lactobacillus debido a una alimentacion alta en grasa (Xiao et al.,
2017). Ademas, debido a que dentro de esta familia hay distintos taxones
involucrados en la biotransformacion de acidos biliares secundarios, se ha llegado a
observar que una dieta alta en grasa no sélo incrementa estos acidos biliares
secundarios, sino que también promueve a las bacterias productoras de los mismos
(Zeng et al., 2020). Por otro lado, en un estudio en humanos se encontré que
Bifidobacterium longum mostré una correlacion positiva con la grasa visceral (Yan et
al., 2022). Por lo anterior seria interesante analizar si, en el presente estudio, la
abundancia de estas familias en efecto se asocia con el fenotipo metabdlico.

Es importante mencionar que en el presente proyecto, a través de la secuenciacion
del gen 16S, no se logré obtener la resolucion hasta nivel de especie. Por ello, es
posible que los resultados contrastantes puedan deberse a diferencias en las
especies que representan a cada familia y que se han identificado para ciertas

patologias.

En contraparte, aquellas familias cuya abundancia fue menor en presencia de una
dieta alta en grasa pertenecen principalmente al filo de Bacteroidetes, lo cual coincide
con lo reportado por la literatura para este taxon (Singh et al., 2017), asi como para
el filo Verrucomicrobia (Araujo et al., 2017). No obstante, resalta la disminucion de
miembros del filo Proteobacteria, ademas de la disminucion de algunos taxones

pertenecientes a Firmicutes como Bacillales.

Para el caso de Verrucomicrobia y Bacillales, estos han sido estudiados con

anterioridad por sus efectos benéficos. Especificamente el género Akkermansia es
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una de las bacterias mas frecuentemente descritas en la literatura como parte de
aquellas que tienen propiedades antiinflamatorias y que, ademas, puede mejorar la
integridad de la barrera intestinal al promover la produccién de moco de las células
caliciformes (Malesza et al., 2021). De manera parecida, algunos Bacillales son
considerados probioticos ya que pueden atenuar la ganancia de peso, al igual que la
intolerancia a la glucosa en ratones con obesidad (Xu et al., 2020). Por ello, su
reduccion con una dieta alta en grasa podria indicar que la integridad de la barrera
intestinal podria verse afectada al igual que el estado de salud del hospedador, no

obstante, se necesitan de mas analisis para corroborarlo.

Como parte del segundo objetivo, tras caracterizar las comunidades de los ratones
alimentados con una dieta alta en grasa y con la dieta control, se buscé conocer el

efecto de la adicion del arsénico a las dietas.

Como primer comportamiento, se visualizé un aumento de la abundancia relativa de
ciertos taxones, cuando se adicionaba el metal pesado a una dieta control, que
asemejaba al perfil que genera la alimentacion con dieta alta en grasa. Como sugieren
Coryell y colaboradores (2019), esta perturbacion de la taxonomia microbiana podria

estar relacionada también con su funcion.

A nivel de filo, Deferribacteres presentd un aumento significativo y de acuerdo con lo
gue Gokulan y colaboradores (2018) reportaron, hay distintos miembros de este filo
gue son conocidos por contar con genes de resistencia ante el arsénico. De hecho,
en su estudio también observaron un incremento de la abundancia, por lo que
especulan que podria considerarse como un mecanismo adoptado por las
comunidades de los animales expuestos al arsenito para poder sobrevivir a los
efectos toxicos. En nuestro caso, se vio este comportamiento de forma particular para
la familia Deferribacteraceae y el género Mucispirilum dentro del cual se ha
identificado a Mucispirillum schaedleri como un taxén involucrado en la detoxificacion

ante la exposicion al arsénico (H. Duan et al., 2020).

De acuerdo con Hao y colaboradores (2021), lo que se ha visto a nivel ambiental, es
gue uno de los determinantes que mantiene la homeostasis ante metales pesados es

la reduccion de éstos. Para el caso de Deferribacteraceae se ha reportado que
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distintos miembros son capaces de conservar la energia de la reduccion del AsY a
As''" (Mumford et al., 2013), ya que cuentan con el gen arrA que codifica para una
reductasa (Malasarn et al., 2004). Ademas, para Mucispirillum schaedleri, se han
encontrado diversos genes para lidiar con el estrés oxidativo que generan los metales

pesados (Loy et al., 2017).

En este caso, el aumento de este género puede deberse tanto a su resistencia al
arsénico, como a los mecanismos con los que cuenta para soportar las condiciones
gue genera el metal pesado dentro del organismo. Seria de interés conocer si esto se
trata de una respuesta protectora por parte de la comunidad o si se esta presentando
una respuesta competitiva por parte de este miembro que esté siendo perjudicial tanto
para la comunidad como para el hospedador, ya que, a nivel ambiental, se ha
reportado con anterioridad que la contaminacion por metales pesados puede alterar
las interacciones entre distintos miembros (Hao et al., 2021).

Dentro de la familia Rikenellaceae se observé un aumento significativo para un género
no identificado. Alistipes, otro miembro de esta familia es reconocida como una
bacteria ubicua que tiene un potencial antitumoral y muestra proteccién ante la colitis
(J. Wang et al., 2020). Ademas, en un estudio in vitro usando el simulador del
ecosistema humano intestinal microbiano (SHIME por sus siglas en inglés), se
demostrd que es resistente a ciertas especies del arsénico, ademas de que tiene una
relacion positiva con los niveles de metilacion del arsénico (J. Wang et al., 2020).
Aungue en nuestro estudio, no se observaron diferencias en la abundancia de
Alistipes, seria interesante revisar si el aumento en la abundancia del género no
identificado de Rikenellaceae, en nuestro estudio, responde a una respuesta
adaptativa que pudiera tener efectos benéficos.

Llama la atencion que el incremento similar a lo observado con una dieta alta en grasa
también se vio reflejado parcialmente para las familias: Lactobacillaceae,
Bifidobacteriaceae y Erysipelotrichaceae pero no resultd ser significativo. Dentro de
la familia Lactobacillaceae, Lactobacillus ha sido reconocido por varios autores como
un taxon con habilidades para transformar el arsénico (X. Liu et al., 2020; T. Liu et al.,
2020). Este género ademas de actuar como probidtico promoviendo una comunidad

estable, también ha sido identificado como un taxon que es caracteristico después de
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la recuperacion a la exposicion a arsénico. De acuerdo con Du y sus colaboradores
(2021), en estudios in vitro se ha observado que puede revertir parcialmente el estrés
oxidativo, la respuesta ante citoquinas proinflamatorias y el aumento de la
permeabilidad de las células causada por arsénico inorganico. Asimismo, X. Liu y
colaboradores (2022) demostraron que puede absorber y acumular el arsenito,
aunque no necesariamente se visualice un aumento significativo de su abundancia
frente a la exposicion. En ratones, inclusive se ha correlacionado positivamente la
abundancia de Lactobacillus con la excrecién de arsénico en heces (T. Liu et al.,
2020). Méas concretamente, H. Duan y colegas (2020) identificaron a Lactobacillus
johnsonni como un miembro involucrado en la detoxificacion debido a la exposicion al

arsénico.

Bifidobacterium, también ha sido reconocido como un taxén que puede ayudar ante
la toxicidad del arsénico debido a que es el principal género productor de vitaminas.
Algunos autores han mencionado que tras una exposicion al arsénico hay un
incremento en los genes de biosintesis de vitaminas lo cual se ha llegado a considerar
como un mecanismo de proteccion de la microbiota intestinal ante la toxicidad
inducida, debido al efecto protector que pueden presentar estas vitaminas ante el
estrés oxidativo causado por el arsénico (H. Duan et al., 2020). Por ello, y aunque no
se identificaron cambios significativos para algan género de Bifidobacteriaceae, seria
de interés evaluar en nuestro estudio si esta familia pudiera tener un papel protector

contra los efectos toxicos del arsénico.

En conjunto, de acuerdo con las habilidades de ciertas familias descritas con
anterioridad, el perfil observado en las comunidades bacterianas de los ratones
alimentados bajo una dieta control pero que fueron expuestos al arsénico, pudiera
representar un mecanismo de defensa para proteger y/o reaccionar ante la toxicidad
del arsénico. Sin embargo, su influencia sobre la fisiologia del hospedero adn requiere

mas estudios.

Llama la atencion que, de manera inversa, se visualizé una disminucion significativa
de ciertos miembros que asemeja también al perfil que se tiene dentro de una dieta
alta en grasa como lo es el caso de la familia Verrucomicrobiaceae y su género

Akkermansia. Lo reportado por la literatura resulta contrastante ya que algunos
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autores han observado que Verrucomicrobia aumenta ante una exposicion al arsénico
(Wu et al.,, 2022; Chi et al.,, 2017; Chiocchetti et al., 2019). No obstante, su
comportamiento puede llegar a fluctuar dependiendo de la concentracion y del tiempo
de exposicion. T. Liu y colegas (2020), mencionan que la disminucién del género
Akkermansia se ha visualizado en varias enfermedades como la obesidad y la
enfermedad de colon irritable. De esta manera, la disminucion en la abundancia
observada por la exposicion al arsénico, también podria estar relacionada con el

desarrollo de las enfermedades resultantes de la exposicion a este metal.

Como se presentd anteriormente, esta bacteria contribuye al mantenimiento de la
capa de mucosa en el intestino y puede proveer proteccion a la barrera intestinal,
reduciendo su permeabilidad (H. Duan et al., 2020). Por ello, su decremento podria
significar alteraciones en la integridad de la barrera intestinal, vulnerando al intestino
ante los efectos toxicos del arsénico. De hecho, en estudios anteriores se ha
observado que el arsénico afecta la permeabilidad del intestino en dosis a partir de
50 ppm (Chiocchetti et al., 2019). Dado que en el presente estudio se utilizé una dosis
de 100 ppb con el fin de que representara una concentracion similar a la que esta
expuesta el ser humano, seria interesante estudiar si la disminucion observada de

Akkermansia esta relacionada con darfios a la barrera intestinal.

Finalmente, como tercer comportamiento se encontrdé que, al afiadir el metal pesado
en el agua de bebida a ratones que habian sido alimentados con dieta alta en grasa,
no se indujo un efecto significativo sobre la mayoria de las abundancias de los

taxones.

Esto es contrario a lo que se esperaba en un principio, ademas de que no es
congruente con el estudio de T. Liu y colaboradores (2020) donde se observé que,
después de una exposicion a metales pesados como arsénico, cadmio y plomo, la
microbiota intestinal de ratones alimentados con dieta alta en grasa cambiaba mas
gue la de aquellos que siguieron una dieta control, lo cual se proponia como un
indicador de que la microbiota de ratones alimentados con dieta alta en grasa sufria
mayores perturbaciones ante la exposicion de los metales pesados. Sin embargo es

importante considerar que, en este estudio el disefio experimental fue distinto ya que

64



los animales fueron expuestos a la dieta alta en grasa 8 semanas antes de que se

afadiera la exposicion al arsénico.

Cabe resaltar que para la familia Deferribacteraceae se encontro que la exposicion al
arsénico parecia revertir el aumento significativo que se habia presentado debido a la
dieta alta en grasa. Esto resulta sumamente interesante ya que, como se ha tratado
anteriormente, dentro de esta familia hay distintos miembros que cuentan con genes
de resistencia hacia el arsénico, por lo que su disminucion podria vulnerar la barrera

intestinal ante este metal.

Debido a esto, se puede tener como primera suposiciéon que el perfil que tomo la
comunidad bacteriana de los ratones alimentados bajo una dieta control al estar
expuesta al arsenito de sodio pudiera tratarse de una respuesta adaptativa por parte
de la comunidad, y aunque esta respuesta asemeje a lo que se visualiz6 para aquellos
animales que consumieron la dieta alta en grasa, seria interesante investigar si la
funcionalidad de éstos es la misma bajo distintas dietas (dieta control vs dieta alta en
grasa) (Zinocker & Lindseth, 2018).

Para otro tipo de metales pesados, se han encontrado comportamientos similares con
respecto al aumento de familias como Rikenellaceae debido a exposicion al plomo,
de Erysipelotrichaceae tanto para presencia de plomo como de cadmio y de
Bifidobacteriaceae en presencia de cadmio. Mientras que Verrucomicrobia, de forma
similar a lo que se percibio en el presente estudio, se ha visto disminuida también por
exposicién a cadmio y plomo (H. Duan et al., 2020). Por lo anterior, es posible que
esto sea parte de una respuesta de las comunidades bacterianas, en donde aumentan
aquellos miembros que son mas resistentes y/o que pueden transformar el metal,
mientras que se da una disminucion de aquellos que son sensibles. Esta observacion
ha sido reportada anteriormente para estudios de exposicién continua o repetida al

arsenito, pero sin la presencia de una dieta alta en grasa (Gokulan et al., 2023).
Es importante mencionar que tanto la dieta alta en grasa como la exposicion al metal

pesado podrian estar condicionando comunidades muy similares debido al efecto que

tienen sobre la fisiologia y funcionalidad de la barrera intestinal (H. Duan et al., 2020).
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Con anterioridad se ha investigado si los cambios sobre la composicién de la
microbiota intestinal que se producen por una dieta alta en grasa pueden
acomparfarse de cambios en los péptidos antimicrobianos producidos por las células
de Paneth (Guo et al.,, 2017). En especifico, en el estudio realizado por Guo y
colaboradores en 2017, los autores encontraron que la expresion de TNF-a, IL-18 y
IL-6 son potenciadas significativamente en ratones alimentados con una dieta alta en
grasa. Estas citoquinas proinflamatorias se suelen ver incrementadas tanto en
animales como en humanos con un estado de inflamacion sistémica cronica de bajo
grado (Coppack, 2001). De forma interesante, Calatayud y colaboradores en 2014,
reportaron que, en modelos murinos, las formas trivalentes del arsénico como As'",
MMA!"y DMA!", junto con el tiempo de exposicién, aumentan de manera importante
la expresion y secrecion de citoquinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1B y IL-6.
Estos mismos autores resaltan que, humanos expuestos de manera crénica al
arsénico inorganico, presentan una sobre expresion de TNF-a y IL-6 en muestras de

linfocitos y plasma.

En conjunto, tanto el arsénico como la dieta alta en grasa saturada pueden provocar
respuestas proinflamatorias similares en la barrera intestinal. Es posible que esto
condicione a que la comunidad bacteriana de aquellos ratones alimentados con dieta
control, pero expuestos a arsénico haya adquirido un perfil similar al que se visualizé
para los ratones alimentados con dieta alta en grasa. Sin embargo, debido a que la
exposicion a estos dos componentes ha sido poco estudiada y podrian estarse
llevando a cabo muchas interacciones, es necesario indagar mas acerca de los

efectos que se observan sobre la fisiologia del hospedero.

CONCLUSIONES

La comunidad bacteriana de ratones alimentados con una dieta alta en grasa mostro
una mayor diversidad la cual pudo deberse principalmente a la composicion de las
dietas utilizadas, ya que tanto la dieta control como la dieta alta en grasa contaron
con cantidades similares de fibra, ademas de que se incluyeron componentes como
la inulina que son capaces de modular la respuesta de la microbiota intestinal como

Bifidobacterium.
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La adicion del arsénico a la dieta control indujo un perfil de microbiota intestinal similar
al que provoco la dieta alta en grasa promoviendo familias como Rikenellaceae y
Deferribacteraceae. Esto puede representar una respuesta adaptativa de la
comunidad, ya que algunos miembros de estas familias cuentan con genes de
resistencia o genes que les permiten biotransformar al arsénico a formas menos
toxicas. Ademas, la disminucion de la familia Verrucomicrobiaceae, similar al efecto
de una dieta alta en grasa, podria estar relacionada con una vulneracién de la

integridad de la barrera intestinal debido a la presencia del arsénico.

Finalmente, al analizar la adiciébn de arsénico a la dieta alta en grasa, se refuto la
hipotesis planteada, ya que las diferencias observadas no sugieren una exacerbacion

de los efectos de una dieta alta en grasa sobre la microbiota intestinal.

PERSPECTIVAS

Seria relevante evaluar la excrecion del arsénico en heces; es decir, si se presentan
las mismas formas de arsénico en las excreciones de los ratones alimentados con
distintas dietas, y sobre todo conocer qué nivel de acumulacion del metal pesado
presentaron en sus tejidos. Esto con el objetivo de entender si las comunidades
bacterianas presentadas tuvieron un efecto protector para el hospedero al metabolizar
el arsénico a formas menos téxicas o si solamente se acumul6 dentro del cuerpo de

los ratones.

De igual modo, seria enriquecedor llevar a cabo estudios para explorar la fisiologia
de la barrera intestinal y conocer si tanto la grasa como el arsénico alteraron la
fisiologia de la barrera lo cual podria tener un efecto en la proliferacion de ciertos

taxones.
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APENDICES

Tabla A1. indices de diversidad alfa para muestras de ciego, diferencias entre dieta control,
dieta control con arsénico, dieta alta en grasa y dieta alta en grasa con arsénico.

Control Control. Arsénico  Alta en Grasa Grasgljc:r(:gnico o

(n=10) (n=12) (n=12) (n=11)
Observadas 656.40 + 31.28 684.75 + 48 681.17 £ 50.50 645 + 33.75 0.09
Chaol 852.83 £52.90 867.24+67.19 864.29+100.86 813.46+67.92 0.32
ACE 847.98 £ 45.40 867.07 £62.52 873.77 £90.06  803.51 + 53.55 0.07
Shannon 3.80+0.23° 4.09 +0.22° 4.03+0.27%° 3.85+0.24% 0.02
Simpson 0.93 (0.03)° 0.95 (0.02)? 0.96 (0.02)? 0.94 (0.02)* 0.03
InvSimpson  14.93 (7.06)° 20.93 (9.86)° 23.71(11.97)* 16.05 (7.61)® 0.03
Fisher 106.73 £ 6.08 112.30+9.53 111.60 +9.85 104.53 £ 6.50 0.09

Tabla A2. Ingredientes y composicion de dietas utilizadas en el estudio.

Dieta Dieta Alta
Control en Grasa
5TJS 5TJN
Ingredientes Almidon de maiz 43.5091 31.2634
(%) Caseina 16.8093 19.7495
Maltodextrina 14.4482
Dextrina 10.3819
Sacarosa 10.9456 7.8651
AIN-93G Premix de minerales con 3.4045 4.0000
fibra
Inulina 2.1117 2.4811
Celulosa en polvo 21117 2.4811
Manteca vegetal 1.5536
Grasa de leche 1.5536 6.0539
Lardo 1.5536 6.0539
Crisco* 6.0539
AIN-93 Premix de vitaminas con fibra 0.9788 1.1500
Aceite de soya 0.3263 1.2713
L-cisteina 0.2521 0.2962
Bitartrato de colina 0.1689 0.1985
Aceite de maiz 0.1398 0.5448
Colesterol 0.1267 0.1489
Colorantes 0.0050 0.0050
t-Butilhidroquinona 0.0015 0.0015
Composicion Proteina 15.9 16.3
(kcal%) Carbohidratos 72.2 44 1
Grasa 11.9 39.9

*grasa saturada de origen vegetal generada por hidrogenacion.
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Figura A4. Acomodo de placa de PCR.
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Por este conducto se le informa que de acuerdo con el “Manual de Organizacién y Procedimientos del
Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio”.

El CICUAL-UAM-X en su reunion del dia 26 de octubre del presente afio decidié aprobar su protocolo de
INVESTIGACION No. 162.

“EFECTO DE LA EXPOSICION AL ARSENICO EN RATONES OBESOS; IMPLICACIONES
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Este protocolo tendra una vigencia de un ano a partir de la fecha.
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Uso de Animales de Laboratorio de la UAM Xochimilco.

Figura A5. Carta de aceptacion del estudio por parte del Comité Interno para el Cuidado y
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