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RESUMEN 
 

El arsénico es un metaloide ampliamente distribuido en el medioambiente, del cual 

existen numerosas formas químicas con características toxicológicas muy diferentes. En 

la actualidad, las formas inorgánicas son la que mayor interés despiertan, ya que se 

consideran carcinogénicas para el hombre. Se estima que alrededor de 140 millones de 

personas están afectadas por consumo de agua contaminada con niveles de arsénico que 

superan los máximos recomendados por la Organización Mundial de la Salud (10 µg/L). 

Los problemas de salud derivados de la exposición a este contaminante alcanzan gran 

magnitud en ciertas áreas geográficas de India, Bangladesh y Argentina, donde por 

características geológicas de los terrenos el contenido de arsénico en los acuíferos 

subterráneos es elevado. La principal forma de arsénico presente en el agua de bebida es 

el As(V). 

En la presente tesis se ha corroborado que previamente a la ingesta del arsénico 

(procesado de los alimentos por remojo y cocción) y durante su paso a través del tracto 

gastrointestinal, la matriz alimentaria modifica la forma química del arsénico, dando 

lugar a otras especies de mayor toxicidad. Adicionalmente se ha evidenciado por 

primera vez la capacidad de metabolizar el arsénico inorgánico por células del epitelio 

intestinal, indicando que en los estudios sobre el metabolismo presistémico del arsénico 

inorgánico, que hasta el momento sólo consideraban el metabolismo hepático, habría 

que incluir las transformaciones asociadas al metabolismo intestinal. La presencia de 

distintos compuestos habitualmente presentes en el lumen, tales como GSH y vitamina 

B12, afectan a los patrones de metabolismo.  

Todas estas modificaciones en las formas químicas del arsénico que se ingieren con 

agua o alimentos contaminados amplían la complejidad en la evaluación del riesgo 

asociado al consumo de este metaloide. En esta tesis se ha evidenciado que las 

transformaciones presistémicas del arsénico pueden influir en su absorción por el 

epitelio intestinal, ya que las formas trivalentes se absorben con mayor facilidad que las 

pentavalentes por las células Caco-2 utilizadas como modelo in vitro. Asimismo se han 
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identificado distintas vías de asimilación, poniendo de manifiesto que la ruta paracelular 

tiene una gran participación en la absorción intestinal de la mayoría de formas 

arsenicales, con excepción del MMA(III) y DMA(III). A pesar de ello, la presencia 

combinada de transporte transcelular y paracelular parece estar presente en la mayoría 

de especies arsenicales. Por otra parte, la influencia del pH en la captación de As(V) y 

DMA(V) indica su posible absorción en las zonas proximales del intestino.  

Se han estudiado con más detalle los mecanismos de captación celular del arsénico 

inorgánico, al tratarse de la especie mayoritaria en agua de bebida, principal fuente de 

exposición a este tóxico. Se ha evidenciado la multiplicidad de transportadores 

implicados en este proceso [As(III): AQ10, OATPB, GLUT5; As(V): NaPiIIb]. Así 

mismo se han puesto de manifiesto modificaciones de los patrones de expresión génica 

de estos y otros transportadores presentes a nivel intestinal que participan en la 

absorción de sustancias esenciales y en los procesos de detoxificación celular.  

Considerando la complejidad celular existente en el intestino, en esta tesis se ha 

evaluado la influencia de modelos celulares mixtos entre células epiteliales absortivas 

(Caco-2) y células secretoras de mucus (HT29-MTX) sobre la captación y transporte de 

especies arsenicales. El cambio en la estructura de las uniones estrechas y la presencia 

de mucus en la monocapa celular mixta, influyen significativamente en el transporte de 

la mayoría de las especies arsenicales estudiadas, con excepción del As(III). La 

absorción de las especies pentavalentes se ve incrementada por la mayor apertura de las 

uniones estrechas en este modelo. Por el contrario la permeabilidad de las formas 

metiladas trivalentes se reduce debido a la presencia de mucus, aspecto que evidencia la 

importancia de este mecanismo de defensa frente a especies arsenicales altamente 

reactivas y tóxicas. Todo ello apunta a la importancia del modelo celular empleado en 

los estudios sobre la absorción in vitro de arsénico.  

Así mismo las distintas transformaciones descritas tienen consecuencias a nivel 

toxicológico, ya que como se ha evidenciado en la presente tesis, la toxicidad de las 

formas arsenicales es variable, siendo baja para las formas pentavalentes a los niveles 

que pueden presentarse en el agua de bebida y muy superior para las formas trivalentes. 

El mecanismo por el cual las distintas formas arsenicales inducen toxicidad parece tener 



 

 

un factor común, que es la generación de especies reactivas de oxígeno, con un 

desbalance en las defensas antioxidantes celulares que depende de la especie y de la 

concentración (descenso del GSH, modificación de la actividad de enzimas catalasa y 

glutatión peroxidada, cambios en la expresión génica de metalotioneínas y proteínas de 

choque térmico). Sin embargo, los mecanismos de muerte celular varían entre especies, 

indicando diferencias en los procesos de toxicidad. Adicionalmente, se ha puesto de 

manifiesto que el arsénico inorgánico trivalente es capaz de causar una 

desestructuración del citoesqueleto celular formado por actina filamentosa.  

La estrecha relación entre los procesos derivados del estrés oxidativo y los procesos 

inflamatorios es de especial importancia a nivel entérico, donde los procesos asociados 

a la inflamación y la respuesta inmune están en continua regulación para mantener la 

homeostasis intestinal. En esta tesis se pone de manifiesto que las formas arsenicales 

trivalentes inducen la liberación de citoquinas proinflamatorias en los sistemas in vitro 

formados por monocultivos de células Caco-2 o por cocultivos de Caco-2/PBMC, 

indicando que tanto el arsénico inorgánico ingerido como las formas derivadas del 

metabolismo o transformaciones intestinales son capaces de inducir una respuesta 

proinflamatoria. La presencia adicional de un agente inmunógeno como el 

lipopolisacárido de Salmonella enterica var. typhymurium, aumenta la respuesta del 

arsénico, especialmente del As(III), indicando que en lugares donde ambos factores 

(arsénico + contaminación bacteriana) coexisten en agua de bebida, pueden generarse 

importantes respuestas inflamatorias a nivel intestinal, cuyas consecuencias deberían ser 

estudiadas en profundidad, especialmente en niños, cuyo sistema inmune está en 

desarrollo y por tanto la susceptibilidad y efectos de estos procesos inflamatorios 

intestinales pueden ser más graves.  

La inducción de estrés oxidativo, junto con los efectos proinflamatorios y los 

cambios en la estructura del citoesqueleto celular en células Caco-2 expuestas a distintas 

formas arsenicales afecta a la permeabilidad paracelular del epitelio, indicando que este 

tóxico puede alterar la funcionalidad del epitelio como barrera frente a agentes externos.
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La contaminación ambiental es un problema global que en los últimos años ha ido 

incrementando su prevalencia e importancia, con un aumento en el conocimiento y 

concienciación sobre el valor que tiene el medio ambiente en las posibilidades de 

desarrollo humano. En este ámbito, el nivel de contaminación del agua es un reflejo 

directo del grado de contaminación medioambiental. La provisión o acceso a un 

adecuado suministro de agua segura y de calidad es una condición básica para la salud 

humana y el estado de bienestar.  

Existen sin embargo múltiples áreas geográficas donde este acceso no está 

garantizado. En áreas rurales de países en desarrollo, el mayor problema de salud 

relacionado con la calidad del agua se debe a contaminaciones bacteriológicas u otros 

contaminantes biológicos como protozoos o enterovirus, sin embargo también existen 

problemas de salud por contaminación química. En el caso del arsénico, se estima que 

140 millones de personas (Ravenscroft, 2007) están afectadas por consumo de agua 

contaminada con niveles de arsénico que superan los valores máximos recomendados 

por la Organización Mundial de la Salud (10 µg/L, OMS 2001).  

En el año 2000, la agencia de registro de sustancias tóxicas y enfermedades (ATDR) 

clasificó al arsénico como una de las 20 sustancias más peligrosas presentes en el medio 

ambiente (ATRSD, 2000). En la actualidad, la forma inorgánica de arsénico se 

considera un agente carcinogénico para el hombre (IARC, 2004), siendo el único 

elemento que ha sido catalogado como sustancia cancerígena por su ingesta a través del 

agua de bebida.  

En los últimos años, este metaloide y especialmente su forma inorgánica, han 

suscitado el interés de la comunidad científica y los organismos internacionales 

responsables de la seguridad alimentaria y de la salud, los cuales han emitido opiniones 

al respecto (EFSA, 2009; JEFCA, 2010; EPA, 2011). Estas opiniones han identificado 

una serie de aspectos en los que se requiere una mayor investigación. Entre ellos, y 

según lo apuntado por el comité JEFCA y por EFSA existe un interés por el estudio de 

la exposición de la población a arsénico a través del consumo de alimentos, así como de 
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los procesos que tienen lugar tras la ingesta del mismo, incluyendo su absorción y 

toxicidad. 

1.1. Características generales y antecedentes históricos 

Desde la antigüedad el arsénico ha sido utilizado tanto con fines médicos, como 

homicidas y suicidas. Hipócrates (460-377 a. J. C.) y Galeno (138-201 d. J. C.) 

prescribían una pasta con sulfato de arsénico para el tratamiento de las úlceras (Graeme 

y Pollack, 1998). La posterior introducción del arsénico como agente terapéutico en la 

medicina moderna se debe a Thomas Fowler, que en 1786 desarrolló una solución 

medicinal con 1% de trióxido de arsénico, llamada solución de Fowler, que fue 

empleada para el tratamiento de un gran número de enfermedades: cutáneas 

(particularmente eczemas y psoriasis), fiebres recurrentes, asma, cólera, malaria. Otros 

compuestos arsenicales fueron empleados, principalmente en la primera mitad del siglo 

XX, para combatir una amplia gama de infecciones microbianas (Thorburn, 1983). El 

primer fármaco organoarsenical (atoxyl) se sintetizó por Pierre Antoine Bèchamp en 

1859 tras hacer reaccionar ácido arsénico con anilina. En 1910, Paul Ehrlich desarrolló 

el compuesto Salvarsan (arsfenamina), empleado en el tratamiento de la sífilis y la 

tripanosomiasis hasta el descubrimiento de la penicilina. Durante la segunda guerra 

mundial, Ernst A.H. Fiedheim mejoró el tratamiento de la tripanosomiasis con 

derivados arsenicales, tales como el sulfato de p-metilaminofenol (Gibaud y Jaouen, 

2010). A partir de la segunda mitad del siglo XX, empieza a restringirse el uso del 

arsénico inorgánico como agente terapéutico al ampliarse los conocimientos sobre la 

toxicidad de este elemento.  

A pesar del abandono del arsénico en el tratamiento de ciertas enfermedades para 

las que en la actualidad existen fármacos más efectivos y seguros, en los últimos años se 

han desarrollado diversos estudios sobre la utilidad y aplicación del trióxido de arsénico 

(Trisenox®) para el tratamiento de determinadas leucemias, especialmente la leucemia 

promielocítica aguda o el síndrome mielodisplásico (List et al., 2003; Rousselot et al., 

2004; Mathews  et al., 2010). En el año 2000 la Agencia de Alimentos y Medicamentos 
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de Estados Unidos de América aprobó el uso trióxido de arsénico para este uso (FDA, 

2000).  

 

1.2. Formas químicas del arsénico 

El arsénico está presente en la naturaleza en numerosas formas químicas. En 1973 

el uso de la técnica de generación de hidruros por Braman y Foreback permitió por 

primera vez la diferenciación entre especies inorgánicas y especies metiladas. Desde ese 

año, los avances en química analítica han incrementado notablemente el número de 

especies arsenicales identificadas en la naturaleza. En la tabla 1 se detallan las formas 

arsenicales más comunes en alimentos y algunos de los metabolitos humanos más 

relevantes (EFSA 2009; JEFCA, 2011). Actualmente, el mayor interés se centra en la 

identificación de nuevos arsenoazúcares en los alimentos, de los cuales hay descritas 

más de 20 estructuras que varían en el grupo R unido al aglicón (Francesconi y 

Kuehnelt, 2004). También es creciente el interés por los arsenolípidos, de los que se han 

descritas diez estructuras diferentes (Sele et al., 2012). Todos ellos contienen el grupo 

[(CH3)2As(O)-] unido a una o varias cadenas de ácidos grasos o a una larga cadena de 

hidrocarburos (EFSA, 2009). 
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Tabla 1. Formas arsenicales más frecuentes en alimentos y algunos de los metabolitos humanos 
más relevantes.  

 Especie Fórmula 

Inorgánicas Arsenito [As(III)] As(O-)3 

Arseniato [As(V)]  O=As(O-)3 

 

Orgánicas 
Ácido monometilarsónico, MMA(V) CH3AsO(O-)2 

Ácido monometilarsonioso, MMA(III) CH3As(O-)2 

Ácido dimetilarsínico, DMA(V) (CH3)2AsO(O-) 

Ácido dimetilarsinioso, DMA(III) (CH3)2AsO- 

Óxido de trimetilarsina, TMAO (CH3)3AsO 

Ion tetrametilarsonio, TMA+ (CH3)4As+ 

Arsenobetaina, AB (CH3)3As+CH2COO− 

 Trimetilarsoniopropionato, TMAP (CH3)3As+CH2CH2COO- 

Arsenocolina, AC (CH3)3As+CH2CH2OH 

Ácido monomethilmonotioarsónico 
MMMTA(V) o MMAS 

[CH3As(O)S] 

Ácido dimetiltioarsínico, DMMTA(V) o 
DMAS 

[(CH3)2As(O)S] 

Ácido dimetilditioarsínico, DMDTA(V)  [(CH3)2AsS2] 

Ácido dimetilditioarsínico, DMDTA(V)  [(CH3)2AsS2] 

 Arsenoazúcares dimetilados 
        Y=  -OH 
               -OPO3HCH2CH(OH)CH2OH  
               -SO3H 
               -OSO3H 

 
O O C H 2 ( C H 3 ) 2 A s 

O 

O H O H 

C H 2 C H C H 2 Y 
O H 

   

Arsenoazúcares trimetilados 
Y= -OSO3- O OCH2(CH3)3As

O

OH OH

CH2CHCH2Y
OH

 

Arsenolipídos. AsFA-B 
 

(CH3)2AsO(CH2)14OCOH] 
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1.3. Arsénico en el medio ambiente y vías de exposición para la población 

El arsénico es un elemento ampliamente distribuido en la naturaleza. Los 

fenómenos naturales (emisiones volcánicas, erosión de las rocas y actividad geotermal) 

y la actividad humana causan la dispersión de arsénico en el medioambiente. Las vías 

de exposición humana a arsénico se describen en la figura adjunta. Aire, agua, suelo y 

alimentos contribuyen a los niveles de arsénico en el organismo humano.  
 

 

 

 
Figura 1. Vías de exposición a arsénico en humanos. 

 

1.3.1. Arsénico en aire 

Los valores medios de arsénico total en la atmósfera varían en un intervalo amplio, 

entre 0.02 a 4 ng/m3 en áreas rurales, entre 3-200 ng/m3 en áreas urbanas y en niveles 

que pueden superar 1000 ng/m3 en áreas con actividad industrial (OMS, 2001). La 

inhalación de arsénico es una vía de exposición puntual, restringida a exposiciones 

ocupacionales o a individuos que viven próximas a zonas industriales donde la 

concentración de arsénico en la atmósfera es elevada. Se ha estimado que los niveles de 
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exposición habitual en áreas urbanas se encuentran entre 0.02-0.2 µg/día en zonas 

rurales y entre 0.4-0.6 µg/día en zonas urbanas (ATSDR, 1991).  

 

1.3.2. Arsénico en suelos 

En la corteza terrestre el arsénico es el vigésimo elemento por orden de abundancia 

(Cullen y Reimer, 1989), con una concentración media que oscila entre 1.5 y 2 mg/Kg 

(Matschullat, 2000). Está presente en más de 200 minerales, de los cuales el más común 

es la arsenopirita (FeSAs). El suelo también presenta este metaloide en su composición, 

pudiendo variar el contenido entre 0.1 y 40 mg/Kg, con una media de 5-6 mg/Kg. Se 

han hallado elevadas concentraciones en suelos cercanos a zonas mineras o en áreas 

donde se han aplicado pesticidas arsenicales, con intervalos que varían desde 10 a más 

de 1000 mg/Kg (Williams et al., 1998). La irrigación con agua contaminada aumenta 

los niveles de este metaloide en suelos y consecuentemente en cereales y vegetales 

cultivados sobre ellos (Williams et al., 2005). En ambientes aeróbicos la forma 

predominante en suelos es el As(V), pudiendo existir también MMA derivado de la 

metilación por parte de microorganismos (Mandal y Suzuki, 2002). 

 

1.3.3. Arsénico en agua 

Los valores medios de arsénico en agua marina se encuentran entre 1-2 µg/L 

(OMS, 2001). Existen zonas con rocas volcánicas, depósitos minerales o actividad 

geotermal donde excepcionalmente se pueden alcanzar valores de hasta 6400 μg/L 

(Nakahara et al., 1978). Las distintas especies arsenicales encontradas en agua incluyen 

As(III), As(V), MMA(V), MMA(III), DMA(V), DMA(III) y TMAO (IARC, 2004). En 

aguas subterráneas no es habitual la presencia de MMA y DMA, sin embargo estas 

formas pueden encontrarse en aguas de lagos y estanques (Hasegawa et al., 1994). La 

principal forma arsenical encontrada en agua subterránea es el As(V), existiendo 

mayores niveles en pozos profundos (> 15 m) que superficiales (Harvey et al., 2002; 

Polya et al., 2005; Agusa et al., 2009). La concentración del arsénico presente en aguas 

subterráneas varía en función de la geología y climatología de cada zona, pudiendo 
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existir variaciones considerables en un mismo pozo según la estación anual y los niveles 

de precipitaciones.  

La exposición humana a arsénico a través del agua de bebida es la principal vía de 

exposición a este metaloide. En determinadas zonas del planeta, las concentraciones de 

arsénico en el agua pueden alcanzar concentraciones del orden de mg/L, valores que 

exceden considerablemente los niveles máximos recomendados por la Organización 

Mundial de la Salud (10 µg/L, OMS, 2001). Los elevados contenidos son debidos a la 

presencia de rocas y minerales ricos en arsénico en los acuíferos (Taiwán, Bengal, 

México, Chile, Argentina, Mongolia, Finlandia, Hungría y oeste de Estados Unidos) o 

bien a la contaminación antropogénica (Reino Unido, Grecia, Tailandia y Ghana) 

(Buchet y Lison, 2000). La exposición crónica a arsénico inorgánico a través del 

consumo de agua contaminada constituye en la actualidad un problema grave de salud, 

con una estimación que supone más de 140 millones de personas afectadas (Bagchi, 

2007). 

 

1.3.4. Arsénico en alimentos 

Los alimentos también son una importante fuente de arsénico (JEFCA, 2011). Los 

mayores contenidos de arsénico aparecen en los alimentos de origen marino, los cuales 

presentan concentraciones muy variables del metaloide entre 0.9 y 68 µg/g (peso seco) 

(Muñoz et al., 2000). Recientemente, la Autoridad Europea para la Seguridad 

Alimentaria (EFSA), ha recomendado que la evaluación de riesgo asociada al consumo 

de arsénico en alimentos debe establecerse en base a los niveles de arsénico inorgánico 

y no a los contenidos totales (EFSA, 2009), ya que la toxicidad de las distintas especies 

arsenicales es muy variable. Así, la especiación de arsénico en pescados y mariscos ha 

puesto de manifiesto que la mayoría está en forma orgánica, especialmente como AB y 

en menor medida como AC, TMAO, TMA+, arsenoazúcares y arsenolípidos, siendo 

minoritaria la presencia de formas inorgánicas (Suñer et al., 2002). En general estos 

alimentos no se consideran un riesgo para el consumidor en lo que a los contenidos de 

arsénico se refiere, si bien en algunos bivalvos, mejillones y almejas principalmente, se 
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han cuantificado altas concentraciones de arsénico inorgánico (1.2 µg/g peso húmedo) 

(Muñoz et al., 2000).  

Otros productos alimentarios presentan sin embargo, contenidos importantes de 

arsénico inorgánico, tal y como se muestra en la tabla adjunta (tabla 2). Es reseñable el 

contenido de arsénico inorgánico encontrado en algas, especialmente en el alga parda 

Hizikia fusiforme, que actualmente es el alimento donde sistemáticamente se ha 

encontrado los mayores contenidos de arsénico inorgánico, pudiéndose alcanzar valores 

de 140 µg/g (Almela et al., 2002). Otros productos con contenidos considerables de 

arsénico inorgánico son los cereales, especialmente el arroz (Torres-Escribano et al., 

2008).  

Debido a que el arroz es el cereal más consumido a nivel mundial y que en muchos 

países la mayoría de la ingesta calórica diaria está aportada por este alimento, es una 

matriz que ha captado el interés de la comunidad científica, existiendo numerosos 

trabajos que evalúan sus contenidos. Las concentraciones de arsénico total pueden 

variar en un amplio intervalo (30-2050 µg/kg) (Xie y Huang, 1998; Heitkemper et al., 

2001; Williams et al., 2005; Mihucz et al., 2007; Rahman et al., 2009). Las especies 

detectadas son [As(III), As(V), DMA y MMA] (Mandal y Suzuki, 2002, Williams et al., 

2005) con variaciones en los ratios de formas orgánicas/inorgánicas según el origen de 

la muestra. Algunos estudios han descrito la existencia puntual de otras formas 

arsenicales como ión tetrametilarsonio y arsenobetaína (Mandal et al., 2007; Hansen et 

al., 2011). Adicionalmente, en los productos procesados del arroz tales como el miso, 

amasake, leche de arroz y alimentos infantiles se ha cuantificado concentraciones 

elevadas de arsénico (Signes-Pastor et al., 2009; Sun et al., 2009).  
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Tabla 2. Contenidos de arsénico inorgánico en alimentos (JEFCA, 2011). 

Productos alimenticios n n < LOD* 
Intervalo de 

concentraciones 
(mg/kg) 

Algas marinas secas 539 4 0.1–130 

Arroz 837 0 0.01–0.51 

Pescado y productos pesqueros 325 1 0.001–1.2 

Vegetales 36 1 0.008–0.61 
 

*Número de muestras en las que la concentración de arsénico inorgánico fue inferior al 
límite de detección de la metodología analítica utilizada. 

 

Por otro lado, para llevar a cabo una evaluación más adecuada de la exposición al 

metaloide a través de la dieta es importante considerar el producto tal y como se 

consume, ya que se ha puesto de manifiesto que los contenidos y formas arsenicales 

presentes inicialmente en los alimentos pueden cambiar como consecuencia de los 

tratamientos previos a su consumo (cocinado, lavado y pelado) (Devesa et al., 2001). 

Los cambios más estudiados han sido los relacionados con los procesos de cocinado, 

donde se ha evidenciado que dependiendo del tipo de tratamiento culinario, los 

contenidos de arsénico pueden aumentar o diminuir respecto al producto crudo. Las 

pérdidas se producen por la solubilización del arsénico y los aumentos se deben a una 

pérdida de peso del producto, principalmente por deshidratación (Dabeka et al., 1993; 

Devesa et al., 2001a). Además de los contenidos totales, las formas arsenicales también 

pueden modificarse como consecuencia del proceso culinario, si bien en este sentido, 

los estudios son escasos. En productos pesqueros se ha puesto de manifiesto una 

descarboxilación de la AB, dando lugar a otra forma orgánica, TMA+, de mayor grado 

de toxicidad (Devesa et al., 2001b; Hanaoka et al., 2001). Por otro lado, hay que 

destacar que en países con problemas de contaminación por arsénico, el uso de agua 

contaminada con As(V) para el cocinado de los alimentos incrementa de forma 

considerable el arsénico inorgánico en el producto que finalmente se ingiere (Bae et al., 

2002; Ackerman et al., 2005; Torres-Escribano et al., 2008). 



Introducción 
 

 

14 

Estudios de dieta total realizados en diferentes países, sin contaminación de 

arsénico en agua muestran una amplia variabilidad existente en la ingesta de arsénico, 

con valores que oscilan desde trazas hasta 345 µg/día de la población japonesa (Ikebe et 

al., 1992). Por otro lado, se sabe que en países con problemas de contaminación, la 

mayor parte del arsénico dietario es inorgánico (Signes et al., 2008), a diferencia de lo 

que ocurre en los países sin contaminación ambiental por este elemento, donde las 

formas orgánicas son las mayoritarias en la dieta (Devesa et al., 2001c). Sin embargo, 

tal y como indicó la EFSA en 2009, existen grupos en Europa con mayor riesgo de 

exposición a arsénico (niños, celiacos y diversos grupos étnicos), debido al consumo de 

alimentos, especialmente arroz, con elevados contenidos de este metaloide. 

 

1.4. Toxicidad del arsénico 

La toxicidad del arsénico depende de la especie arsenical en la que se encuentre. En 

la tabla adjunta (tabla 3) se muestran los valores de la dosis letal 50 (LD50) tras 

administraciones orales en roedores.  

 

Tabla 3. Valores de LD50 en roedores dosificados oralmente (Heedegard y Sloth, 2011). 
 

Especie arsenical LD50 (mg/kg peso corporal) 

AB > 10100 

TMAO 10600 

AC >6500 

DMA 1200-2600 

MMA 700-1800 

TMA+ 890 

As(V) 20-800 

As(III) 15-42 
 

 

El arsénico inorgánico [As(III) y As(V)] es la forma tóxica más abundante 

encontrada en agua y alimentos. En la actualidad, se sabe que hay formas más tóxicas 
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que las inorgánicas, como son el ácido monometilarsonioso [MMA(III)] y el ácido 

dimetilarsinioso [DMA(III)]. Su presencia en alimentos, se limita a la identificación de 

la forma monometilada en zanahorias cultivadas en un área altamente contaminada 

(Yathavakilla et al., 2008), sin embargo, son especies habituales en la orina de humanos 

expuestos a arsénico inorgánico (Valenzuela et al., 2006), lo que indica que se trata de 

metabolitos intermediarios formados durante su metabolismo. Estudios en distintos 

tipos celulares, han puesto de manifiesto que son especies con un alto grado de 

toxicidad (tabla 4) y con carácter genotóxico (Kligerman et al., 2003; Wnek et al., 

2011). Estudios in vivo también han demostrado la mayor toxicidad del MMA(III), con 

una LD50 en hamsters, tras administración intraperitoneal, de 29.3 µmol/kg de peso 

corporal, frente a 112 µmol/kg del As(III) (Petrick et al., 2001).  
 
Tabla 4. Valores de IC50 de especies arsenicales trivalentes en cultivos celulares humanos (Styblo 
et al., 2000). 
 

 
Tipo celular 

IC50 (µM) 

As(III) MMA(III) DMA(III)GSH 

Hepatocitos >20 5.5 >20 

Queratinocitos >20 2.6 8.5 

Células bronquiales 3.2 2.7 6.8 

Células vejiga urinaria 17.8 0.8 14.2 
 

 

La exposición crónica a arsénico inorgánico aumenta la prevalencia de distintos 

tipos de cánceres (apartado 1.4.2), así como otras patologías: diabetes tipo II, problemas 

cardiovasculares (hipertensión) y cerebrovasculares (infartos), enfermedades 

respiratorias obstructivas crónicas y manifestaciones dérmicas no carcinogénicas (hipo e 

hiperpigmentaciones, queratosis palmar) (figura 2) (Saha et al., 1999; Yoshida et al., 

2004; Kapaj et al., 2006). En niños, las poblaciones más susceptibles a estas 

exposiciones crónicas, los efectos más reportados son los relacionados con la reducción 

de las capacidades cognitivas (Wasserman et al., 2007; Parvez et al., 2011).  
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Figura 2. Manifestación de arsenicosis: queratodermia plantar y palmar. Fotografías 
proporcionadas por Marcelo Biaggini.  
 

1.4.1. Mecanismos de toxicidad del arsénico 

Los mecanismos celulares y moleculares implicados en la toxicidad del arsénico 

inorgánico y de las formas arsenicales metiladas son un tema en continuo debate. La 

evaluación de estos mecanismos está parcialmente dificultada por la multitud de vías de 

señalización que se ven afectadas y por el hecho de que los efectos observados varíen en 

función del tiempo, la dosis, la especie arsenical y la susceptibilidad individual. A pesar 

de ello, en la actualidad se acepta que el estrés oxidativo es el principal mecanismo de 

acción del arsénico (Flora, 2011).  

La toxicidad del As(V) se produce bien por la reducción a As(III) (Bertolero et al., 

1987; Ferrario et al., 2008) o por interferencia directa del As(V) en distintos procesos 

celulares. En general, una vez se absorbe, el As(V) se reduce a As(III) principalmente 

en sangre e hígado, si bien parte de esta reducción también pude llevarse a cabo en el 

tracto gastrointestinal (Herbel et al., 2002; N´emeti y Gregus, 2005). El As(V) tiene una 

gran similitud química con el fosfato inorgánico (Villa Bellosta y Sorribas, 2008) y es 

capaz de sustituirlo en las vías de glicólisis y respiración celular (Dixon, 1997). Este 

desacoplamiento de la fosforilación oxidativa provoca la formación de ADP-arsenato en 

vez de ATP, reduciendo los niveles energéticos celulares y dañando la mitocondria 

(Carter et al., 2003).  
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Se ha demostrado que la exposición a As(III) induce la formación de especies 

reactivas de oxígeno en una amplia variedad de células incluyendo células humanas de 

pulmón, vejiga, hígado o colon (Li et al., 2002; Nakagawa et al., 2002; Eblin et al., 

2006; Laparra et al., 2008). Los mecanismos exactos a través de los cuales se generan 

distintas especies reactivas de oxígeno aún no están completamente dilucidados 

(Jomova y Valko, 2011). No obstante se han descrito distintas fuentes en la producción 

e incremento de ROS ocasionados por exposición a arsénico: 

- cambios en la integridad de la membrana y descenso en el potencial de membrana 

mitocondrial 

- generación de especies intermediarias de arsénico capaces de producir radicales 

libres 

- liberación de hierro de la ferritina por especies arsenicales metiladas con la 

consiguiente generación del radical •OH a partir de O2
−• y H2O2 

- oxidación de As(III) a As(V)  

Adicionalmente a las especies reactivas de oxígeno, la exposición a arsénico pude 

inducir la formación de especies reactivas de nitrógeno (Germolec et al., 1996; 

Barchowsky et al., 1999; Shi et al., 2004; Mishra y Flora, 2008). 

En la figura 3 se representa la participación de la mitocondria en la generación de 

especies reactivas inducidas por arsénico.  
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Figura 3. Efecto del arsénico sobre el potencial de membrana mitocondrial y la generación de 
especies reactivas de oxígeno, con la consiguiente inducción de apoptosis. Imagen obtenida de 
Miller et al (2002). 

 

El As(III) se considera un elemento inerte-redox (Jomova y Valko, 2011), cuyos 

efectos incluyen la inducción de apoptosis o necrosis, inhibición del crecimiento, 

estimulación o inhibición de la diferenciación celular e inhibición de la angiogénesis 

(Miller et al., 2002). Entre los mecanismos de acción que conducen a estos eventos está 

la desnaturalización de proteínas a través de interacciones con grupos sulfhidrilo 

(Winski et al., 1995; Gebel 2000), aumento de especies reactivas de oxígeno (Ding et 

al., 2005; Chowdhury et al., 2010) y alteración de regulación génica (Rossman 2003; 

Mo et al., 2011). 

Se ha descrito que el As(III) es capaz de inhibir más de 200 enzimas (Abernathy et 

al., 1999), entre las que cabe destacar la piruvato deshidrogenasa, cuya inhibición 

reduce la actividad del ciclo del acido cítrico y la producción celular de ATP (Bergquist 

et al., 2009). Asimismo, el As(III) es capaz de unirse directamente al receptor de 

glucocorticoides (GR), inhibiendo selectivamente la transcripción mediada por GR 

(Kaltreider et al., 2001) y modificar distintas vías de señalización celular mediadas por 
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proteína kinasas, tirosina fosfatasas o NFκβ (Miller et al., 2002). También se ha 

demostrado la capacidad del As(III) de activar los receptores de estrógenos y de afectar 

el citoesqueleto celular por interacción con los grupos sulfhidrilo de la actina y tubulina 

(Li y Broome, 1999; Binet et al., 2006; Izdebska et al., 2009).  

En los últimos años, se han incorporado a los estudios de toxicidad del arsénico 

otras formas químicas, especialmente el MMA(III) y DMA(III), debido a su elevada 

toxicidad. Se ha evidenciado su participación en la generación de especies reactivas de 

oxígeno en diversos sistemas celulares, así como en la inducción de transformaciones y 

desarrollo de carcinogénesis (Mass et al., 2001; Nesnow et al., 2002; Kadiiska et al., 

2004, Naranmandura et al., 2011a, 2011b). Adicionalmente a las formas metiladas 

trivalentes, se han identificado otros metabolitos intermediarios en los procesos de 

metilación del arsénico inorgánico (Suzuki et al., 2004), entre ellos las formas tioladas 

[MMMTA(V), DMMTA(V) y DMDTA(V)]. En células humanas de vejiga urinaria se 

ha evidenciado que el DMMTA(V) es especialmente tóxico, principalmente por la 

generación de estrés oxidativo (Naranmandura et al., 2011a). La reciente identificación 

de estas especies y la escasez de estudios que evalúen su toxicidad en distintos sistemas 

celulares así como en modelos in vivo, abren un nuevo campo de estudio para la 

toxicología del arsénico.  
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1.4.2. Arsénico y cáncer 

El arsénico inorgánico está considerado por la agencia internacional de investigación 

sobre el cáncer (IARC) como un carcinógeno para el hombre, mientras que el DMA(V) 

está clasificado como cancerígeno en animales (tipo 2B) (IARC, 2004).  

Existen numerosos estudios epidemiológicos que han evaluado la asociación entre 

la exposición a arsénico a través de la ingesta de agua contaminada y el desarrollo de 

cáncer en distintos órganos, especialmente piel, pulmón, hígado y vejiga urinaria, 

aunque también se contempla un incremento en la prevalencia de cáncer de colon y 

riñón (Chen et al., 1988, 1992; IARC, 2004; EFSA, 2009). Si bien no existen muchas 

referencias que reporten un aumento en la incidencia de cáncer a nivel gastrointestinal 

por exposición arsénico (Chen et al., 1985; Acharya et al., 2010), se ha observado un 

descenso en la mortalidad por cáncer de colon tras suministrar agua no contaminada a 

individuos de una zona con hidroarsenicismo crónico endémico (Yang et al., 2008). Sin 

embrago, la asociación entre exposición a arsénico e incidencia de cáncer de colon 

basada en el criterio de reversibilidad, sólo se ha demostrado para hombres, indicando 

diferencias específicas de género en los distintos procesos relacionados con la toxicidad 

del arsénico (Yang et al., 2008). 

Otras formas arsenicales también tienen un efecto promotor de tumores, al menos en 

modelos animales o en sistemas in vitro. Así, DMA(V), MMA(V) y TMAO son 

promotores de tumores en diversos órganos en roedores (Yamamoto et al., 1995; Li et 

al., 1998, Wanibuchi et al., 2004). El DMA(V) tiene, además, actividad carcinogénica 

completa sobre la vejiga urinaria de ratas expuestas crónicamente a través de agua o 

alimentos contaminados (Wei et al., 2002; Arnold et al., 2006; Cohen et al., 2006). Los 

estudios a largo plazo en roedores dosificados con MMA(V) muestran toxicidad 

gastrointestinal, con procesos inflamatorios, ulceraciones y metaplasias (Lu et al., 

2003), sin embargo, no han mostrado efectos cancerígenos. En cuanto a la forma 

monometilada trivalente, Escudero-Lourdes et al. (2010, 2012) demostraron la 

capacidad del MMA(III) de producir transformación maligna de células de vejiga 

urinaria (UROtsa) tras exposiciones crónicas a este metabolito del arsénico inorgánico. 
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Debido a los efectos pleiotrópicos del arsénico y las variaciones observadas en distintas 

condiciones experimentales existe un amplio campo de estudio en el que profundizar.  

A pesar de estar ampliamente reconocida esta capacidad carcinogénica, 

especialmente del arsénico inorgánico, los mecanismos de acción que conducen al 

desarrollo del cáncer en individuos expuestos a arsénico todavía no están 

completamente descritos (Rossman, 2003). Hasta el momento se sabe que la inducción 

de tumores por el arsénico inorgánico se produce a través de múltiples efectos sobre 

vías de transducción de señales, activación de factores de transcripción y cambios en la 

expresión de genes relacionados con la proliferación y crecimiento celular (Singh et al., 

2011). Asimismo se ha descrito la capacidad de este metaloide de afectar directamente 

al ADN o a los procesos de reparación del mismo, dando lugar a deleciones, daños 

cromosómicos, aneuploidía, formación de micronúcleos, entrecruzamientos ADN-

proteína o intercambio de cromátidas hermanas (Lage et al., 2006). La figura 4 muestra 

la asociación descrita por Clewell et al. (2007) entre arsénico inorgánico, estrés 

oxidativo y cáncer.  
 

 

 

Figura 4. Asociación entre arsénico, estrés oxidativo y cáncer (Clewell et al., 2007).  
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1.4.3. Muerte celular 

La muerte celular se puede definir como una pérdida irreversible de la integridad de 

la membrana plasmática. Generalmente, en función de diferencias morfológicas, los 

tipos de muerte celular se clasifican en apoptosis o muerte celular programada 

(condensación y fragmentación de la cromatina, disminución del volumen celular, 

condensación y vacuolización del citoplasma, fragmentación nuclear), necrosis 

(dilatación de las organelas citoplasmáticas, ruptura de la membrana celular, liberación 

de factores que generan inflamación local) y autofagia (formación de vesículas 

autofágicas que se degradan por la propia célula a través del sistema lisosomal). En los 

últimos años se han definido otros tipos de muerte celular tales como parapoptosis, 

catástrofe mitótica, muerte celular programada similar a la necrosis (necrosis-like PCD) 

o muerte celular programada similar a la apoptosis (apoptosis-like PCD). La figura 5 

muestra un esquema de los cambios morfológicos en las células durante los procesos de 

apoptosis y necrosis.  

 

 
 

Figura 5. Representación esquemática de las diferencias morfológicas entre los procesos 
necróticos y apoptóticos. Imagen obtenida de http://retina.umh.es.  
 

http://retina.umh.es/
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Entre las principales moléculas implicadas en los procesos apoptóticos están las 

caspasas, cisteín proteasas que según la especificidad de sustrato y función se organizan 

en iniciadoras (caspasas-2, -8, -9 y -10) y de ejecución (-3, -6, y -7) (Pulido y Parrish, 

2003). Las caspasas iniciadoras presentes en forma de procaspasas, son activadas por 

distintos factores externos o señales intracelulares (Kaufmann y Hengartner, 2001). Las 

caspasas ejecutoras, también en forma de procaspasas, se activan por proteólisis de 

alguna de sus subunidades y, una vez activadas, degradan específicamente componentes 

vitales de la célula. Entre las caspasas ejecutoras, una de las más importantes es la 

caspasa-3 (Pulido y Parrish, 2003).  

Están descritas dos vías principales de inducción de la apoptosis, la vía extrínseca y 

la intrínseca. Ambas convergen en la activación de caspasas-3 y -7 (Tait y Green, 2010). 

En la vía extrínseca, distintas señales o ligandos interactúan con receptores de muerte 

celular localizados en la membrana de la célula y se produce la activación de la caspasa-

8, que a su vez activa a las caspasas 3 y 7 (figura 6).  

La vía intrínseca implica una disrupción de la homeostasis intracelular que afecta 

especialmente a la mitocondria, con cambios en el potencial de membrana y liberación 

de citocromo c y factor inductor de la apoptosis (AIF). El citocromo c interactúa con el 

factor de activación de apoptosis (APAF-1) para formar el apoptosoma, que activa 

finalmente a la caspasa-9, que a su vez activa a las caspasas-3 y -7. El AIF activa 

enzimas que degradan el ADN y conducen a la muerte celular programada de forma 

independiente a la activación de caspasas (figura 7).  

Los cambios en el potencial de membrana mitocondrial están controlados 

principalmente por interacciones entre miembros pro-apoptóticos y anti-apoptóticos de 

la familia de genes de linfoma de células B 2 (BCL2). BAX y BID, entre otros, son 

factores apoptóticos, mientras que entre los factores anti-apoptóticos podemos encontrar 

BCL2, BCL-XL y MCL1. Adicionalmente, BCL2 interactúa con IAP (proteínas 

inhibidoras de apoptosis) para regular este proceso de muerte celular (Tait y Green, 

2010). 
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El efecto apoptótico del arsénico, especialmente del As(III), se ha descrito en 

multitud de trabajos, asociándolo principalmente al estrés oxidativo y a la regulación de 

la vía mitocondrial o intrínseca de la apoptosis (Franco et al. 2009). También se ha 

evidenciado la inducción de factores pro-apoptóticos de la familia BCL2, así como la 

activación de receptores de muerte celular (vía extrínseca) por el As(III) (Franco et al. 

2009). Recientemente, Naranmandura et al. (2011b), han puesto de manifiesto la 

importancia de la mitocondria en el efecto tóxico del MMA(III) y DMA(III). 

A pesar de considerarse la apoptosis como uno de los principales mecanismos 

efectores del arsénico, se ha descrito la inducción de necrosis (Scholz et al., 2005; Lew 

et al., 1999) y autofagia (Kanzawa et al., 2003, 2005; Yang et al. 2008). 
 

 
 

Figura 6. Vías de activación de la apoptosis. Imagen modificada de Andersen et al. (2005). 

 

1.5. Arsénico y respuesta inmune 

1.5.1. Una visión general de la respuesta inmune intestinal 

El tejido linfoide asociado a la mucosa intestinal (GALT) supone la mayor masa de 

tejido linfoide del organismo y se distribuye en tejidos linfoides agregados (folículos 

asociados a las placas de Peyer y ganglios linfáticos mesentéricos) o en tejido linfoide 



Introducción
 

 

25 

difuso distribuido en la lámina propia de la mucosa o en el epitelio intestinal (linfocitos 

intraepiteliales).  

Las células epiteliales intestinales, debido a su localización anatómica juegan una 

importante función en la modulación de la respuesta inmune, ya que suponen la puerta 

de entrada para los antígenos luminales, con los que están permanentemente en 

contacto. Uno de los aspectos clave en la regulación inmunológica intestinal consiste en 

la adecuada interacción entre la célula epitelial y las células del sistema inmune. La 

célula epitelial procesa y transporta los antígenos hacia la lámina propia y puede actuar 

también como célula presentadora de antígeno. En la figura 7 se representa el ambiente 

inmune y los distintos tipos celulares presentes en el intestino que participan en la 

respuesta inmune. En condiciones normales, la presentación de antígenos luminales 

normales por parte de células epiteliales provoca una supresión o inactivación de la 

respuesta inmunitaria, concepto que se ha descrito como tolerancia oral (MacDonald, 

2001).  

Figura 7. Ambiente inmune intestinal y defensa intestinal contra las bacterias comensales. 

Imagen obtenida de MacPherson y Harris (2004).  
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1.5.2. Respuesta inmune innata y adaptativa 

La respuesta frente a patógenos o sustancias potencialmente dañinas para el 

organismo se ha dividido en respuesta inmune innata y específica, si bien en los últimos 

años se ha incrementado el conocimiento sobre la complejidad de las interacciones entre 

ambos procesos y su estrecha conexión.  

La inmunidad innata se caracteriza por una falta de especificidad frente al patógeno, 

ausencia de memoria inmunológica y respuesta rápida sin necesidad de maduración o 

inducción de linfocitos. Está formada por las barreras epiteliales (piel, membranas 

mucociliares) que separan el ambiente externo del interno y que a través de distintos 

mecanismos (acidificación pH, secreción de péptidos antimicrobianos, tasas de 

renovación celular elevadas, movimientos ciliares y peristálticos) impiden la entrada de 

sustancias o microorganismos patógenos. Si estas barreras se dañan y los agentes 

infecciosos entran en el organismo se desencadena un proceso de inflamación aguda que 

combina factores humorales y celulares. 

Íntimamente asociada a la inmunidad innata se desarrolla también la inmunidad 

adquirida o adaptativa. En este caso se trata de una inmunidad específica contra el 

antígeno y capaz de generar memoria inmunológica. Durante el desarrollo de la 

inmunidad adquirida, a nivel intestinal, los linfocitos de las placas de Peyer tras su 

activación por contacto con antígenos proliferan con especificidad clonal y pasan a 

sangre, desde donde migran de nuevo a la lámina propia. Aquí se alojan los linfocitos T 

CD4+ (linfocitos T colaboradores activados) y los linfocitos B se transforman a células 

plasmáticas productoras de IgA específica contra los distintos antígenos (MacDonald, 

2001). Ante un nuevo contacto con el antígeno, los linfocitos T proliferan y se 

desencadena una respuesta inmunológica celular y un estímulo para que los linfocitos B 

se transformen en células plasmáticas (Borruell et al., 2003).  

Una de las claves fundamentales para el correcto funcionamiento del sistema inmune 

consiste en la diferenciación entre lo propio y lo extraño (Medzhitov, 2002). 

Especialmente importante en este proceso es el reconocimiento de estructuras o 

productos del metabolismo microbiano. Estas estructuras, llamadas patrones 
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moleculares asociados a patógenos (PAMPs) incluyen el lipopolisacárido (LPS) de la 

pared celular de bacterias gram-negativas, entre otras muchas moléculas. El 

reconocimiento de PAMPs se lleva a cabo a través de receptores de reconocimiento de 

patrones (PRRs), presentes en macrófagos, linfocitos, células dendríticas, endoteliales y 

epiteliales (Bianchi, 2007). Uno de los PRRs más importantes en el reconocimiento de 

patógenos e iniciación de la respuesta inmune son los toll like receptors (TLR) (Takeda 

y Akira, 2004). Las células epiteliales intestinales expresan concentraciones bajas de 

este tipo de receptores como mecanismo para mantener una situación de ausencia de 

respuesta o respuesta limitada frente al estímulo continuo de LPS de bacterias 

comensales (Abreu, 2001, 2002).  

 

1.5.3. Citoquinas 

Las citoquinas, glicoproteínas de bajo peso molecular, agrupan interleuquinas, 

quimioquinas, interferones, factores estimuladores de colonias, factores de crecimiento 

y factores de necrosis tumoral. Todos estos compuestos actúan de forma autocrina o 

paracrina, modulando la respuesta inmune, el crecimiento y diferenciación de las células 

hematopoyéticas, la regeneración tisular y la angiogénesis, entre otras (Lage et al., 

2006). 

Funcionalmente, estas moléculas presentan retroregulaciones positivas y negativas y 

actúan en general en combinación con otras citoquinas que también modulan su acción. 

Al actuar sobre diferentes tipos celulares ejercen múltiples efectos (pleiotrópicas) e 

igualmente comparten muchos de ellos (redundantes).  

La correcta regulación entre las citoquinas que inducen la inflamación o 

proinflamatorias y las que reducen o bloquean el proceso inflamatorio 

(antiinflamatorias) es fundamental para evitar alteraciones patológicas asociadas con la 

respuesta inmune. Las citoquinas proinflamatorias, en conjunto, son capaces de inducir 

una cascada de productos génicos, tales como fosfolipasa A2 (PLA2), ciclooxigenasa-2 

(COX-2) y sintasa inducible del oxido nítrico (iNOS), en respuesta a distintos 

estímulos. Otros genes proinflamatorios son los que dan lugar a quimiocinas, moléculas 
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que provocan un incremento de la adhesión y/o activación de eosinófilos, linfocitos T y 

B, monocitos, macrófagos, células dendríticas, neutrófilos. Su función es crítica en la 

iniciación y promoción de la respuesta inflamatoria, ya que regulan la afluencia de los 

leucocitos al sitio de la inflamación. Una de las quimiocinas más estudiadas es al 

quimiocina atrayente de neutrófilos o IL8 (Dinarello, 2000). Se conoce que en respuesta 

a la invasión o colonización del epitelio intestinal por microorganismos, las células 

epiteliales secretan principalmente IL8 con el fin de reclutar de células inmunes, 

especialmente neutrófilos, que traslocan a través del epitelio y realizan su actividad 

antibacteriana a nivel luminal (Sansonetti 2004). Asimismo, se ha evidenciado su 

importante participación en la regulación del microambiente tumoral, promoviendo la 

angiogénesis, la proliferación y la migración celular (Waugh y Wilson, 2008).  

Distintos factores pueden desencadenar la expresión de genes proinflamatorios, 

entre ellos las endotoxinas, pero también IL1 y TNFα (Van de Walle et al., 2010). Estas 

dos citoquinas, en respuesta a infección, trauma, isquemia, toxinas o células T 

activadas, inician la cascada de mediadores de la inflamación y son capaces de inducir 

la producción de IL6, -8 y -12 (Sewnath et al., 2000; Sands, 1997).  

Adicionalmente se ha descrito que en pacientes con enfermedad inflamatoria 

intestinal (IBD) los niveles de TNFα, IL8 e IL6 en la mucosa intestinal están elevados, 

asociándose los niveles de estas citoquinas con la patogénesis y el nivel de daño tisular 

(Reimund et al., 1996a, 1996b; Atreya et al., 2000; Dube et al., 2004).  

Las citoquinas antiinflamatorias bloquean o suprimen la intensidad de la cascada 

inflamatoria. Así, IL4, IL10, IL13 y TGF-β suprimen la producción de IL1, TNFα e IL8 

(Dinarello 2000). El equilibrio entre las citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias 

es fundamental para el mantenimiento de la homeostasis del individuo. Se ha 

demostrado que la deleción del gen de la IL10 en ratón induce espontáneamente al 

desarrollo de inflamación intestinal grave, demostrando la importancia y complejidad de 

la regulación de todos los componentes que participan en la respuesta inmune.  
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1.5.4. Arsénico e inmunidad. 

La forma arsenical más evaluada en este campo ha sido el arsénico inorgánico. La 

afectación de la actividad de linfocitos, monocitos y macrófagos por este metaloide, con 

la consiguiente inmunosupresión, se ha descrito en múltiples estudios epidemiológicos, 

in vivo o in vitro (Gonsebatt et al., 1994; Lantz et al., 1994; Duker et al., 2005; Sakurai 

et al., 2004; Soto-Peña et al., 2006, 2008; Bourdonnay et al., 2009a; Banerjee et al., 

2009). También se ha puesto de manifiesto que el arsénico inhibe la activación y 

proliferación de células T a través del eje TNFα (Chu et al. 2010), así como la respuesta 

mediada por anticuerpos en ratones (Burns et al., 1991). Fry et al., (2007), a través de 

una aproximación transcriptómica, han evidenciado que la exposición prenatal a 

arsénico actúa como un estímulo inflamatorio capaz de activar la cascada de activación 

mediada por NFκβ, mientras que Raqib et al. (2009) han observado que la exposición 

durante el periodo prenatal a arsénico reduce el desarrollo del timo y aumenta la 

morbilidad debida a infecciones respiratorias. Otros estudios han propuesto la 

activación de respuestas inmunes por arsénico (Yoshida et al., 1987), no quedando clara 

la relación de dosis dependencia en la respuesta inmunotóxica de este metaloide (Lage 

et al., 2006). Adicionalmente, se ha comprobado el incremento en la secreción de 

diversas citoquinas proinflamatorias tras exposición a MMA(III) en células de vejiga 

urinaria (Escudero-Lourdes, 2010; 2011).  

A pesar de los numerosos estudios al respecto, los efectos del arsénico sobre el 

sistema inmune todavía tienen multitud de aspectos desconocidos, especialmente 

relacionados con el efecto dosis-respuesta y las consecuencias debidas a exposiciones 

crónicas a bajas concentraciones del tóxico.  
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1.6. Toxicocinética 

1.6.1 Absorción 

1.6.1.1. Concepto de biodisponibilidad oral 

La biodisponibilidad oral se pude definir como la fracción de elemento absorbida en 

el tracto gastrointestinal que llega a la circulación sistémica (Caussy, 2003). Como 

primera aproximación en el estudio de la biodisponibilidad de nutrientes, fármacos o 

tóxicos se evalúa la bioaccesibilidad, máxima fracción del compuesto que es capaz de 

solubilizarse desde de la matriz en el tracto gastrointestinal (fracción bioaccesible) y por 

tanto está disponible para su absorción (Oomen et al., 2002). Adicionalmente, la 

biodisponibilidad depende del proceso de absorción en la mucosa gástrica y/o intestinal 

y de las posibles transformaciones debidas al metabolismo intestinal o hepático, que 

pueden modificar la forma química del compuesto absorbido antes de que este alcance 

los órganos diana (Ruby et al., 1999). Existen numerosos factores que pueden afectar a 

la biodisponibilidad, tanto intrínsecos (variabilidad interindividual, edad, estado 

fisiológico y nutricional, patologías, flora intestinal) como extrínsecos (aporte dietético, 

forma química, solubilidad, interacciones con alimentos) (Barberá y Farré, 1992). 

1.6.1.2. Distintas aproximaciones al estudio de la biodisponibilidad oral 

La evaluación de la biodisponibilidad puede llevarse a cabo mediante estudios in 

vivo y/o in vitro. Los métodos in vivo consisten en la administración oral de la sustancia 

a evaluar a humanos o a modelos animales. El análisis de la sustancia que alcanza la 

circulación sistémica mediante la extracción de sangre a distintos tiempos y la 

comparación con el nivel en sangre tras la administración intravenosa permite conocer 

la biodisponibilidad absoluta del compuesto.  

El sistema in vivo aporta la mejor estimación de la biodisponibilidad de 

micronutrientes (Van Campen y Glahn, 1999), sin embargo, debido al carácter tóxico 

del arsénico, los estudios realizados en humanos son escasos (Bettley y O’Shea, 1975; 

Crecelius, 1977; Mappes, 1977; Hollins et al., 1979; Tam et al., 1979; Pomroy et al., 

1980; Buchet et al., 1981; Johnson y Farmer, 1991; Koch et al., 2007; He y Zheng, 
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2010). Estos estudios indican una elevada absorción del arsénico en distintas formas, en 

la mayoría de casos superior al 50%. En estos estudios, la biodisponibilidad del arsénico 

se calcula de forma indirecta, evaluando la tasa de excreción de arsénico en orina y/o 

heces tras la administración de soluciones de arsénico o dietas controladas. Esta 

aproximación puede realizarse debido a que el arsénico se elimina de forma rápida de la 

circulación sanguínea y se excreta principalmente por orina (He y Zheng 2010). El 

balance de masas puede subestimar la biodisponibilidad ya que parte del arsénico 

absorbido se elimina por heces (Tam et al., 1979) y se acumula en uñas (Karagas et al., 

2000, 2001), pelo y piel (Koch et al., 2007), así como en distintos órganos.  

Como alternativa a los estudios en humanos se han empleado animales de 

experimentación para estudiar la biodisponibilidad del arsénico, si bien hay que tener en 

cuenta las diferencias entre el metabolismo animal y humano (Wienk et al., 1999), 

factor que pude afectar significativamente a los resultados obtenidos y a la posibilidad 

de interpolar datos entre especies. A este respecto se ha demostrado que los monos tití y 

los chimpancés no son capaces de metilar el arsénico inorgánico (Vahter, 1999), 

mientras que Drobna et al. (2010a) observaron distintos patrones de metilación en 

hepatocitos de perros, macacos y ratas frente a hepatocitos de conejos, ratones y 

humanos.  

Diversos estudios han evaluado la biodisponibilidad de arsénico en modelos 

animales (primates, cerdos, perros, conejos y roedores). Algunos de los resultados 

obtenidos se resumen en la tabla 5. Los primates se consideran el modelo más cercano a 

los humanos, si bien las consideraciones éticas y el elevado coste que implica su 

mantenimiento han hecho que los estudios en esta especie sean escasos (Roberts et al., 

2002; Freeman et al., 1995). Con modelos porcinos se ha evaluado la biodisponibilidad 

de arsénico desde suelos, matriz sobre la que se han realizado el mayor número de 

estudios de biodisponibilidad de arsénico, así como desde distintos alimentos.  
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Tabla 5. Estudios de biodisponibilidad de arsénico realizados in vivo mediante el uso de modelos animales.  
 

Referencia Especie animal Exposición realizada % arsénico biodisponible 
SUELOS 

Freeman et al., 1993 Conejo blanco de Nueva 
Zelanda 

Suelo (3900) 
 48 

Groen et al., 1994 Perros  Suelo (339) 8.3 
Freeman et al., 1995 Macacos Suelo (410) 13.8 

Ng et al., 1998 Ratas Wistar macho Media de 16 suelos (1136) 27.5±13.2 
Casteel et al., 2001 Cerdos Suelos 18-45 

SOLUCIONES ACUOSAS 
Fullmer y Wasserman, 

1985 Pollos White Leghorn Soluciones de As(V) (1 mM; 75 ppm) 59.7±2.1 (% en sangre) 
y 31±1 (% en mucosa intestinal) 

González, Aguilar y 
Martínez, 1995 Ratas Wistar macho Soluciones de As(V) (3-240 µg/mL) 4-93.7 (% en sangre) 

68.5-82.6 (% excreción) 

Juhasz et al., 2006 Cerdos Soluciones de MMA, DMA, As(III) y As(V) (20 
µg As/kg) 

Biodisponibilidad absoluta para 
MMA, DMA, As(III) y As(V): 
16.7±5, 33.3±1.7, 103.9±25.8, 

92.5±22.3 
ALIMENTOS 

Juhasz et al., 2008 Cerdos 
 

Acelga (dosis: 2.2-2.3 µg As/kg) 
Rábano (38.8-72.2 µg As/kg) 

Lechuga (1.9-4 µg As/kg) 
Judías (9.0-19.9 µg As/kg) 

Biodisponibilidad absoluta 
Acelga: 52 ± 18 
Rábano: 77 ± 20 
Lechuga: 50 ± 13 
Judías: 98 ± 23 

Juhasz et al., 2006 Cerdos Arroz (3.3-20.2 µg As/kg) Biodisponibilidad absoluta  
33-89% 
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Debido a los inconvenientes que presentan los estudios in vivo, tales como el 

elevado coste, dificultades técnicas, reducido número de datos y controversia ética, se 

han desarrollado métodos in vitro como alternativa al empleo de animales de 

experimentación. En 1996, Ruby et al., desarrollaron un sistema para determinar la 

bioaccesibilidad oral del arsénico y plomo en suelos. La biodisponibilidad oral in vivo 

de estas mismas muestras se había testado previamente en conejos (Freeman y col, 

1993) y macacos (Freeman y col, 1995), observándose una buena correlación de los 

estudios in vivo con los in vitro. El sistema in vitro desarrollado se denominó test de 

extracción fisiológico o physiologically based extraction test (PBET) (Ruby et. al., 

1996) y simulaba parámetros fisiológicos tales como pH gástrico e intestinal, masa de 

muestra, volumen de fluido, tasa de vaciado estomacal y tiempo de tránsito intestinal.  

Desde entonces se han desarrollado nuevos métodos basados en modificaciones de 

PBET, consistentes en tratamientos secuenciales enzimáticos en dos etapas, gástrica con 

pepsina a pH 1.8-2.5, e intestinal con pancreatina y sales biliares a pH 5-6.5 y posterior 

estimación de la fracción soluble del componente estudiado (fracción bioaccesible) o 

dializable a través de una membrana de determinado tamaño de poro. Los distintos 

modelos in vitro (SBET, DIN, RIVM, SHIME, TIM, IVG, Artificial Biofluid, GFE) 

modifican parámetros como cantidad de muestra, adición de componentes alimentarios, 

presencia o no de saliva o microorganismos, enzimas empleadas en la etapa gástrica e 

intestinal, volumen y tiempos de ensayo. 

Terminado el proceso de digestión gastrointestinal in vitro se estima la fracción 

soluble del componente estudiado o la fracción dializable a través de una membrana con 

un determinado tamaño de poro. Estas aproximaciones basadas en la solubilidad miden 

la cantidad de componente en el sobrenadante obtenido por centrifugación (Crews et al., 

1983) o filtración (Narasingarao y Prabhavathi, 1978) y representa la fracción máxima 

del compuesto disponible para ser absorbido (Versantvoort et al., 2005). La 

incorporación de esta fracción soluble a células del epitelio intestinal crecidas sobre 

soportes microporosos sólidos y la determinación de la retención o transporte a través 

de esta monocapa celular proporciona una aproximación a la biodisponibilidad oral 

(Moreda-Piñeiro et al., 2011). 
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El empleo de estos modelos ha sido propiciado por su rapidez, relativo bajo coste, 

sencillez, posibilidad de un gran número de réplicas y mejor control de las variables 

experimentales. Estos métodos proporcionan estimaciones relativas de la 

biodisponibilidad (tabla 6), ya que no tienen en cuenta determinados factores 

fisiológicos intrínsecos del organismo (estado nutricional, secreción gastrointestinal, 

flora intestinal, transporte activo, interacciones con la mucosa, cinética del tránsito 

intestinal) (Van Campen y Glahn, 1999; Wienk et al., 1999).  
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Tabla 6. Estudios de bioaccesibilidad/biodisponibilidad in vitro de distintas formas arsenicales desde alimentos. Tabla modificada de Moreda-Piñeiro et al. 
(2011). 
 

Referencia Especies arsenicales Muestra Resultados 

Laparra et al., 2003; 
2004 As total, iAs [As(III) y As(V)] Algas 

comestibles 

Bioaccesibilidad As total y iAs: 32-77.2% y se incrementa tras el 
cocinado (65.7-87.9%) 

Bioaccesibilidad: As(III): 36-94%, As(V): 5-51% 

Almela et al., 2005 
Glicerol ribosa, ribosa fosfato, 

ribosa sulfonato y ribosa 
sulfato 

Algas 
comestibles 

As total bioaccesible en algas crudas y cocinadas: 38-87% y 57-
106% respectivamente. 

Glicerol, fosfato, sulfonato y sulfato ribosa en algas crudas: 80-
124% 

Laparra et al., 2005b iAs [As(III) y As(V)] Arroz 
Bioaccesibilidad: iAs en arroz cocinado (63-100%), As(III): 3-20%, 

As(V): 60-90% 
% de retención y transporte en células Caco-2 (3.9-71.8%) 

Koch et al., 2007 iAs, MA, DMA, formas 
orgánicas Algas y almejas Bioaccesibilidad del As total (44±7% y 78±15%) y iAs (86±42% y 

45±7%) en almejas y algas, respectivamente. 

Laparra et al., 2007 MMA, DMA, AB, TMAO, 
TETRA 

Pescados (lenguado, 
halibut y DORM-2) 

Bioaccesibilidad del As total (79.2-102%). Bioaccesibilidad de AB 
(68-124%) 

Bioaccesibilidad de DMA (32%) y TMAO (80%) 
Transporte de AB en células Caco-2: 12% 

Dufailly et al., 2008 As(III), As(V), MMA, DMA, 
AB, AC, TMAO 

Muestras de referencia 
de pescado y marisco 

Arsénico total bioaccesible en el método de liberación continuo en 
línea: 42-59% y en el método estático: 52-69% 

Williams et al., 2009 As(III) y As(V) Cangrejo Bioaccesibilidad del arsénico > 69% 

Torres-Escribano et 
al., 2011 Arsénico total Muestra de referencia de 

alga y pescado 

Bioaccesibilidad del arsénico total el alga y pescado, 
respectivamente, en método estático (SM) (72% y 71%) y dinámico 

(TIM-1) (47-67%) 
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Además de los procesos de absorción, durante el tránsito a lo largo del tracto 

intestinal pueden producirse transformaciones de las especies arsenicales. Varios 

trabajos han puesto de manifiesto que el contenido del ciego intestinal de roedores o la 

flora aislada de heces de animales, reducen el As(V) a As(III) y/o modifican el arsénico 

inorgánico dando lugar a especies de mayor grado de metilación (Hall et al., 1997). 

Sólo recientemente se ha reportado resultados del efecto de la flora intestinal humana 

sobre las formas químicas de arsénico a nivel intestinal. Van de Wiele et al. (2010) 

observaron una elevada capacidad de metilación del arsénico inorgánico por parte de 

microflora colónica, con la consiguiente formación de distintos metabolitos 

monometilados [MMA(V), MMA(III) y (MMATA(V)], siendo la forma tiolada la 

mayoritaria. El mismo grupo ha demostrado la presencia de MMA(III), DMA(III) y 

MMMTA(V) tras incubar arroz contaminado con arsénico con microorganismos cecales 

humanos, demostrando la importancia de las biotransformaciones a este nivel y la 

necesidad de estudiar los procesos de absorción y toxicidad de formas arsenicales hasta 

el momento no evaluadas (Alava et al., 2012). Estas transformaciones de la flora 

bacteriana entérica pueden conllevar a su vez cambios importantes en la absorción y en 

el efecto que el arsénico puede ejercer en el organismo y en el propio sistema 

gastrointestinal.  

 

1.6.2. Distribución y excreción 

La distribución del arsénico en sangre es la principal forma de transporte a los 

distintos órganos y su eliminación de la misma es un proceso relativamente rápido. En 

sangre, las especies inorgánicas de arsénico se encuentran unidas a grupos sulfhidrilo de 

proteínas y moléculas de bajo peso molecular como el GSH (NRC, 1999). En humanos, 

los músculos, huesos, riñones y pulmones presentan los mayores contenidos de 

arsénico, junto con las uñas, pelo y piel, debido a su acumulación en estos tejidos ricos 

en proteínas con grupos SH. El mayor tiempo de retención del arsénico inorgánico se ha 

evidenciado en piel (Marafante et al., 1987), pelo, epitelio escamoso del tracto 

gastrointestinal superior, epidermis, tiroides, esqueleto (Lindgren et al., 1982). El 

As(III) y As(V), así como sus derivados 



 

 
 

metilados son capaces de atravesar la placenta en distintos modelos animales (EPA, 

2009). Los niveles de arsénico en cordón umbilical de neonatos son similares a los de la 

madre en sangre, indicando que la transferencia transplacentaria de arsénico también se 

produce en humanos (Concha et al., 1998; Hall et al., 2007). Los niveles de retención 

en riñones, hígado, bilis, cerebro, huesos, piel y sangre son 2-25 veces superiores tras 

exposición a la forma trivalente frente a la pentavalente (EPA, 2009). La eliminación 

del arsénico inorgánico en humanos presenta un comportamiento trifásico, con la 

principal vía de excreción por orina y con una excreción minoritaria a través de heces y 

sudor. Estudios llevados a cabo en humanos indican que aproximadamente un 66% del 

arsénico administrado se excreta renalmente con una vida media de 2.1 días, el 30% con 

una vida media de 9.4 días y el 4% restante con una vida media de 38.4 días (Pomroy et 

al., 1980).  

 

1.6.3. Metabolismo 

El estudio del metabolismo de las formas arsenicales presentes en agua y alimentos 

se ha centrado en el arsénico inorgánico, debido a su elevada toxicidad. En la 

actualidad, existen dos vías propuestas de metabolismo del arsénico inorgánico (Figura 

8, Drobna et al., 2009). En ambos casos, se forman intermediarios mono [MMA(III), 

MMA(GS)2 o MMA(V)] y dimetilados [DMA(III), MMA(GS) o DMA(V)]. Los 

procesos de metilación, comunes en ambas vías (A y B), requieren la S-

adenosilmetionina (SAM) como dador de grupos metilo.  

En la primera vía (A), propuesta en la década de los 30 por Challenger, hay una 

reducción previa a la metilación que requiere de un dador de electrones. Waters et al. 

(2004a) pusieron de manifiesto en un estudio in vitro la posible participación en el 

proceso de reducción de distintos sistemas endógenos (Trx/TR/NADPH, 

Grx/GR/NADPH y DHLA/TR/NADPH) y de sustancias reductoras de origen exógeno 

[ditiotreitol y tris(2-carboxietil)fosfina]. En la segunda vía (B), las formas arsenicales 

forman complejos con GSH previo a su metilación, sin necesidad de que tengan lugar 

procesos de reducción (Hayakawa et al., 2005).  
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Figura 8. Posibles rutas metabólicas de las formas inorgánicas del As (Drobna et al., 2009). 
AdoMet, S-adenosilmetionina; AdoHcy, S-adenosilhomocisteína.  

 

 

Durante muchos años ha existido debate sobre los enzimas responsables de llevar a 

cabo este proceso metabólico. En la actualidad, se acepta que la arsénico-3 

metiltransferasa (AS3MT), caracterizada por Lin et al. (2002), es el principal enzima en 

el proceso de metilación del arsénico inorgánico. Estudios posteriores (Waters et al., 

2003, Thomas et al., 2007) han mostrado que este enzima es la responsable de las 

transformaciones desde el As(III) hasta las formas dimetiladas o trimetiladas. En 

algunos sistemas celulares, se ha podido constatar que el silenciamiento génico de este 

enzima reduce de forma considerable la metilación del arsénico inorgánico (Drobna et 

al., 2006), aunque no de forma completa. También Drobna et al. (2009), tras silenciar el 

gen de la As3mt en ratón no observaron una completa inhibición de la metilación, 

sugiriendo vías alternativas que participan en este proceso. A este respecto, un estudio 

reciente ha demostrado la capacidad de transformar MMA(III) a DMA por parte de la 

enzima DNA metiltransferasa-1 (N6AMT1) (Ren et al., 2011). También se ha descrito 

in vitro la capacidad de metilación no enzimática del arsénico inorgánico (Buchet y 

Lauwers, 1985; Zakharyan y Aposhian 1999) en presencia de un ambiente reductor y 

metilvitamina B12.  



 

 
 

Adicionalmente, existen evidencias que los procesos de reducción del arsénico 

pentavalente a formas trivalentes se llevan a cabo por múltiples vías. Por ejemplo, la 

GSH transferasa omega (GSTO) cataliza in vitro la reducción del MMA(V) a MMA(III) 

(Zakharyan et al., 2001), a pesar que este proceso no se ha podido corroborar en 

estudios in vivo con ratones (Chowdhury et al., 2006). Otro ejemplo es la purina 

nucleósido fosforilasa (PNP), enzima que pude catalizar la reacción de reducción del 

As(V) a As(III) por tioles (Nemeti et al., 2010). Estos datos apuntan a la multiplicidad y 

redundancia de vías en los procesos de reducción y metabolismo del arsénico y cómo 

ambos procesos requieren todavía de profundización para poder entender 

completamente las bases moleculares del metabolismo de este metaloide.  

Debido al papel fundamental en el proceso de metilación de S-adenosilmetionina 

(SAM) como dador de grupos metilo se ha sugerido la interacción entre el metabolismo 

del arsénico y compuestos como el ácido fólico, metionina, colina, vitamina B6 y 

vitamina B12, sustancias necesarias para restaurar y mantener los niveles de SAM. En 

la figura 9 se representan las interacciones entre compuestos asociados al metabolismo 

del folato y la colina y la metilación del arsénico inorgánico. Spiegelstein et al. (2003) 

observaron en modelos animales que la ingesta insuficiente de folato provocaba una 

disminución en la biotransformación y excreción del arsénico inorgánico, aumentando 

con ello su retención a nivel tisular y por tanto su toxicidad. Estos datos se corroboran 

con estudios poblacionales (Gamble et al., 2006), que correlacionan los niveles de 

folato en plasma con incrementos en el porcentaje de DMA urinario. Los niveles de 

metionina o colina, así como la ingesta proteica (Steinmaus et al., 2005; Smith et al. 

2012) o la vitamina B12 (Heck et al., 2007), también son capaces de modificar el perfil 

metabólico del arsénico inorgánico en orina.  
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Figura 9. Metilación del arsénico y asociación con el metabolismo del folato y colina. AS3MT, 

As(III) metiltransferasa; PEMT, fosfatidiletanolamina N-metiltransferasa, CHDH; colina 

deshidrogenasa; BHMT, betaína homocisteína metiltransferasa; THF, tetrahidrofolato; MTHFR, 

metil tetrahidrofolato reductasa; CH3-B-12, metilcobalamina; GSH, glutatión reducido. Imagen 

obtenida de Vather 2007.  

 

Inicialmente se creyó que el metabolismo del arsénico inorgánico era una ruta de 

detoxificación, ya que los metabolitos aislados de orina de animales expuestos eran las 

especies mono y dimetiladas pentavalentes [MMA(V) y DMA(V)], formas menos 

tóxicas que el arsénico inorgánico ingerido. Con el desarrollo de técnicas analíticas más 

sensibles y métodos de extracción menos agresivos, que permitían conservar los estados 

de oxidación, se puso de manifiesto que las formas trivalentes [MMA(III) y DMA(III)] 

eran intermediarios estables, ya que aparecían en orina de poblaciones expuestas 

(Valenzuela et al., 2006), y que por tanto podían ejercer su efecto tóxico en el 

organismo. Diversos estudios epidemiológicos han puesto de manifiesto que individuos 

expuestos crónicamente a arsénico inorgánico, la mayor prevalencia de determinadas 

patologías está correlacionada con un mayor porcentaje de MMA(III) en la orina 

(Valenzuela et al., 2006). Adicionalmente, un trabajo reciente de Kojima et al. (2009) 

muestra como la capacidad de metilar As(III) de determinadas células favorece la 



 

 
 

inducción al daño oxidativo del ADN y acelera la transición celular hacia un fenotipo 

canceroso. Estos estudios han abierto el debate de si los efectos tóxicos observados en 

poblaciones expuestas son debidos al arsénico inorgánico que ingiere la población o a 

los metabolitos generados tras la ingesta, que dependen del propio individuo.  

A pesar  que el proceso de metilación del arsénico inorgánico conlleva la formación 

de especies más tóxicas que las de partida, se ha demostrado que en organismos con una 

elevada capacidad de metabolismo, la eliminación del arsénico en forma de MMA y 

DMA a través de la orina es mayor que en especies que no metilan (Drobna et al., 

2010a). Asimismo, las células capaces de metilar acumulan menos arsénico que las que 

no tienen esta capacidad (Dopp et al., 2010; Drobna et al., 2005). La mayor 

permanencia del arsénico en organismos que no metilan conlleva una mayor toxicidad 

debido a un mayor tiempo de contacto de las células con el tóxico.  

Teniendo en cuenta la elevada toxicidad de los metabolitos intermediarios en la ruta 

de transformación del arsénico inorgánico y sus contenidos elevados en muestras 

biológicas, el concepto que se tenía de la ruta metabólica del arsénico inorgánico se ha 

modificado y en la actualidad, se considera tanto un proceso de detoxificación como de 

activación de la toxicidad. 

Los procesos de metabolismo del arsénico están condicionados por la especie 

animal considerada. Así se sabe que determinadas especies no son capaces de metilar el 

arsénico inorgánico (Pan troglodites y Callithrix jacchus), mientras que otras (Rattus 

spp.), aún presentando una eficiente metilación, acumulan el DMA formado en los 

eritrocitos, con la consecuente disminución en la excreción de arsénico a través de la 

orina (Vahter, 1999). Por otra parte, en humanos, se han observado diferencias en los 

ratios de metilación de arsénico en función de la edad, sexo y estado fisiológico (Vahter 

et al., 1999).  

Los estudios in vitro de metabolismo de arsénico inorgánico se han centrado en 

órganos diana, especialmente células de la vejiga urinaria (Drobna et al., 2005) y células 

hepáticas o preparados citosólicos de hígado de roedores (Buchet y Lauwerys, 1985; 

Drobna et al., 2004, 2010a). Sin embargo, se desconoce qué ocurre en el epitelio 

intestinal. El metabolismo de primer paso tiene lugar a lo largo del tracto 
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gastrointestinal y el hígado, y supone que parte del compuesto ingerido llegue a la 

circulación sistémica modificado, variando el efecto beneficioso o tóxico que pueda 

ejercer. Aunque el metabolismo hepático se considera más relevante, en la pared 

intestinal también se producen numerosas reacciones metabólicas (Lin et al., 1999). 

Muchos enzimas presentes en el hígado también se encuentran en el intestino delgado, 

aunque los niveles entéricos de estos enzimas son inferiores a los hepáticos (Lin et al., 

1999). Una transformación del arsénico inorgánico a nivel entérico podría afectar a los 

procesos de absorción y a sus efectos tóxicos a nivel local y sistémico. 
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El intestino es una estructura tubular que se extiende desde el píloro gástrico hasta el 

ano, localizada en la cavidad abdominal y rodeada de peritoneo. Longitudinalmente, el 

intestino se divide en intestino delgado (duodeno, yeyuno e íleon) e intestino grueso 

(ciego, colon y recto). En su organización transversal (figura 10) presenta 5 capas que 

son, empezando por la más próxima al lumen:  

- Capa mucosa, formada por un epitelio columnar que la lámina propia (matriz de 

colágeno que contiene vasos linfáticos y sanguíneos) y una capa muscular 

(muscularis mucosae). 

-  Capa submucosa, formada por un tejido conjuntivo denso atravesado por 

capilares y vasos sanguíneos y linfáticos que drenan y dan alimento a la mucosa 

y muscular externa. 

- Capa muscular externa, compuesta por 2 bandas de musculatura lisa. 

- Capa conjuntiva externa, formada por la serosa peritoneal o adventicia, según el 

tramo intestinal.  

 

 
 
Figura 10. Representación esquemática de una sección transversal de intestino. Fuente: 
http://www.virtualmedicalcentre.com/anatomy/gastrointestinal-system/7. 
 

 

 

 

http://www.virtualmedicalcentre.com/anatomy/gastrointestinal-system/7
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Así, cualquier sustancia que llega al intestino y se absorbe hasta la circulación 

sanguínea, debe atravesar el epitelio, parte de la lámina propia y la pared del capilar 

sanguíneo, siendo la capa epitelial la limitante en el proceso de absorción intestinal 

(Pitman y Blumberg, 2000). La superficie intestinal en contacto con el lumen está 

plegada en vellosidades que aumentan significativamente la superficie intestinal, 

facilitando con ello los procesos de absorción (Langerholc et al., 2011). Entre cada 

vellosidad se encuentran las criptas de Lieberkühn, invaginaciones de forma tubular del 

epitelio intestinal donde se sitúan las células madre que dan lugar a la mayoría de tipos 

celulares que componen el intestino (Porter et al., 2002). En las criptas se producen 

enzimas digestivas, sustancias bactericidas y péptidos reguladores. Respecto a los 

enterocitos, sufren un periodo de diferenciación conforme van ascendiendo hacia el 

extremo de la vellosidad (migración en eje basal-apical o migración cripta-villi). 

Durante esta migración se produce una salida del ciclo celular y la activación de 

programas de expresión génica característicos. En el extremo de la vellosidad 

finalmente, las células mueren por apoptosis y/o desprendimiento hacia el lumen (Hall 

et al., 1994).  

 

2.1. Tipos celulares intestinales 

Los enterocitos o células absortivas, son junto con las caliciformes, los tipos 

celulares más abundantes en el epitelio intestinal. Aproximadamente, un 90% de la 

población celular del intestino está compuesta por enterocitos (Hermiston et al., 1995), 

mientras que las células mucosecretoras suponen entre un 10 y 25% (Hilgendorf et al., 

2000). 

Estos dos tipos celulares están polarizados, con el dominio apical en contacto con el 

lumen intestinal y el dominio basal conectado con la lámina propia y la circulación 

sanguínea. Otros tipos celulares intercalados en el epitelio intestinal (células 

enteroendocrinas, células de Paneth) son especialmente importantes en funciones no 

absortivas, tales como la regulación endocrina y de la respuesta inmune.  
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La membrana apical del enterocito presenta microvellosidades que forman un borde 

en cepillo y que contiene la mayoría de enzimas (glicosidasas, peptidasas y lipasas) y 

transportadores esenciales para la digestión y absorción de nutrientes. Muchas de estas 

enzimas, tales como la sucrasa-isomaltasa, la lactasa, la aminopeptidasa, la 

dipeptidilpeptidasa IV y la fosfatasa alcalina se emplean como marcadores de 

diferenciación celular (Pinto et al., 1983; Darmoul et al., 1991a, 1991b; Wang y Evers, 

1999). La polarización de estas células se mantiene por una estructura compleja de 

uniones intercelulares formadas por uniones estrechas, uniones adherentes y 

desmosomas.  

Las células mucosecretoras o células caliciformes se caracterizan por la secreción 

del moco que recubre la superficie del epitelio intestinal. Este moco está compuesto 

fundamentalmente por mucinas. Las mucinas son glicoproteínas de elevado peso 

molecular, formadas por un centro proteico (apomucina) con numerosas cadenas 

laterales de carbohidratos unidos por enlaces O-glucosídicos, con gran cantidad de 

residuos de serina, treonina, prolina y cisteína. Según su estructura y función, las 

mucinas pueden clasificarse como mucinas transmembrana (MUC1, MUC3A, MUC3B, 

MUC4, MUC12, MUC17) y mucinas de secreción formadoras de geles extracelulares 

(MUC2, MUC5AC, MUC5B, MUC6) (Leteurtre et al., 2004; Lesuffleur et al., 1993). 

Los patrones de expresión de las distintas mucinas varían en función del tejido y en 

muchas ocasiones se encuentra alterado en procesos neoplásicos. La mucina MUC2 se 

expresa mayoritariamente en células caliciformes de colon e intestino delgado (Allen et 

al., 1998). En numerosos adenocarcinomas colorectales se ha observado una reducción 

en su expresión, junto con la síntesis de MUC5AC, mucina gástrica que no se expresa 

normalmente en el colon (Sylvester et al., 2001, Myerscough et al., 2001; Byrd y 

Bresalier, 2004). Otras mucinas presentes en el epitelio colónico normal son MUC4, 

MUC3 y MUC1. 

El tejido linfoide asociado al intestino (GALT) consiste en células inmunes aisladas 

o formando folículos linfoides (linfocitos B, T, macrófagos) y supone el mayor órgano 

linfoide del cuerpo humano, con más del 70% de las células del sistema inmune del 

organismo (Jung et al., 1995).  
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En las placas de Peyer, folículos linfoides rodeados por epitelio asociado al folículo, 

se encuentran las células M o microfold, especializadas en la transcitosis de sustancias 

luminales tales como proteínas, antígenos, bacterias y virus para que sean procesados y 

puestos en contacto con células presentadoras de antígenos localizadas en el GALT 

(Nagler-Anderson, 2001, Makala et al., 2004). Los macrófagos a nivel intestinal se 

localizan predominantemente en la lámina propia y placas de Peyer (Hume et al., 1987; 

Smith et al., 2005) y actúan como células fagocíticas, presentadoras de antígenos y 

secretoras de citoquinas. Los linfocitos intestinales que se encuentran entre las células 

epiteliales, en la lámina y en las placas de Peyer actúan como centinelas frente a 

posibles agresiones procedentes de la luz intestinal (Kato y Owen, 2005).  

 

2.2. Funciones del intestino 

Entre las funciones principales del intestino se encuentra continuar con la digestión 

de alimentos que se ha iniciado en la boca y estómago y absorber los nutrientes 

derivados, procesos que se producen especialmente en el intestino delgado (Vanbeers et 

al., 1995). En el intestino grueso se produce mayoritariamente la absorción de agua y 

electrolitos (Kunzelmann y Mall, 2002), provocando la compactación de las heces y su 

almacenamiento. El epitelio intestinal está continuamente en contacto con 

microorganismos, sustancias derivadas de la digestión de los alimentos y tóxicos, por lo 

que actúa como una barrera selectiva que protege de la entrada de elementos 

perjudiciales para el organismo.  

La absorción intestinal se lleva a cabo principalmente por los enterocitos, existiendo 

diversas rutas implicadas en este proceso (Shimizu, 2010), tal y como muestra la figura 

11. 
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Figura 11 Mecanismos de transporte a través de la barrera intestinal (de Buckley et al., 2012; 

imagen procedente de Dr. Roy Lysaa). (A) Difusión pasiva paracelular; (B) difusión pasiva 

transcelular; (C–F) transporte facilitado (activo primario o secundario) por proteínas de 

membrana (entrada/salida); (G) transcitosis y (H) endocitosis. 

 

En función de los requerimientos energéticos del proceso de absorción de nutrientes, 

fármacos o tóxicos, el transporte puede clasificarse en activo o pasivo. El transporte 

pasivo se produce por difusión, proceso caracterizado por realizarse siempre a favor de 

gradiente de concentración y sin consumo de energía. Las moléculas que se transportan 

de este modo siguen la ley de Fick, que define la tasa de transporte de una sustancia a 

través de una membrana como proporcional al gradiente de concentración de esa 

sustancia a través de dicha membrana. Adicionalmente, las sustancias con carga 

dependen no sólo del gradiente de concentración sino también del gradiente eléctrico 

definido por el potencial de membrana. Este transporte pasivo pude producirse a través 

de la membrana de las células epiteliales (transporte transcelular) o a través de los 

espacios intercelulares (transporte paracelular). El transporte transcelular pasivo, a su 
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vez, puede llevarse a cabo mediante difusión simple [moléculas no polares (oxígeno, 

hormonas esteroideas) o polares sin carga de pequeño tamaño (agua, CO2, urea)] o 

difusión facilitada a través de proteínas transmembrana (canales iónicos o permeasas). 

Adicionalmente a los procesos pasivos, existen mecanismos activos que participan en la 

absorción de distintos compuestos a nivel intestinal. El transporte activo se caracteriza 

por realizarse en contra de gradiente químico o electroquímico y requerir energía, bien 

por empleo directo de ATP por el transportador (transporte activo primario) o por el 

empleo de la energía generada por el gradiente de concentración de iones a ambos lados 

de la membrana (transporte activo secundario). Otros procesos tales como la endocitosis 

son empleados por las células para captar macromoléculas, fluidos y partículas que 

pasan a formar parte del interior celular en forma de pequeñas vesículas o vacuolas que 

generalmente se unen a los lisosomas para degradar el contenido captado.  

La ruta paracelular es especialmente importante para sustancias de pequeño tamaño 

e hidrofílicas, mientras que el transporte transcelular a través de la bicapa lipídica es el 

que se produce para la mayoría de moléculas, como consecuencia de la extensiva 

superficie de las células comparada con los espacios intercelulares (Artursson et al., 

1996). 

Los procesos de difusión pasiva a nivel intestinal se consideran mayoritarios en los 

procesos de absorción, sin embargo la coexistencia con otros mecanismos y 

complejidad del proceso de absorción de distintos compuestos tiene cada vez más 

relevancia (Sugano et al., 2010). Los distintos mecanismos de transporte implicados en 

la permeabilidad de sustancias dependen de sus características fisicoquímicas, tales 

como estereoquímica, coeficiente de partición, peso y radio molecular, volumen, pKa, 

solubilidad, estabilidad química y distribución de cargas. Las características de las 

membranas biológicas también son relevantes en el proceso absortivo, así como los 

factores fisiológicos (pH intestinal, motilidad intestinal, presencia de alimento, 

interacciones entre sustancias, presencia de mucus) (Le Ferrec et al. 2001) 
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El desarrollo de líneas celulares estables ha proporcionado una herramienta muy útil 

para la evaluación de distintos procesos relacionados con la función barrera del 

intestino. Se han utilizado distintos tipos celulares para la evaluación de los mecanismos 

de transporte de diversos compuestos. Entre los modelos celulares más empleados se 

encuentran las células derivadas de adenocarcinoma humano Caco-2 y HT29 

(Artursson, 1990, Lesuffleur et al., 1991; Sambuy et al. 2005). El uso mayoritario de 

estos tipos celulares se debe, en parte a su capacidad de formación de monocapas de 

células polarizadas que se diferencian tras confluencia y que expresan la mayoría de 

genes presentes en el epitelio intestinal o colónico, dando lugar a células semejantes a 

enterocitos (Caco-2) o a células caliciformes (HT29). Hay que tener en cuenta, sin 

embargo, que el empleo de células transformadas puede afectar al modelo empleado, ya 

que estas células pueden presentar patrones de glicosilación alterados, falta de respuesta 

a hormonas o citoquinas o modificaciones en la expresión de proteínas. Las ventajas 

económicas y éticas de los sistemas in vitro frente al empleo de animales de 

experimentación superan en muchos casos las limitaciones de estos modelos. 

 

3.1. Línea celular Caco-2 

La línea celular Caco-2 fue establecida por Fogh (1977) a partir de adenocarcinoma 

de colon humano. Estas células crecen en cultivo adheridas a un sustrato formando 

monocapa. Cuando alcanzan la confluencia se diferencian espontáneamente, formando 

una monocapa polarizada que presenta muchas de las características morfológicas y 

funcionales de los enterocitos humanos maduros: polarización celular, formación de 

domas, uniones intercelulares estrechas, microvellosidades en el lado apical, 

transportadores de membrana típicos del intestino (Figura 12), enzimas metabólicas 

(figura 13) y de secreción propias de la membrana del borde en cepillo (fosfatasa 

alcalina, sucrasa-isomaltasa, aminopeptidasa) (Zweibaum et al., 1983; Pinto et al., 

1983; Jalal et al., 1992; Englund et al., 2006; Hilgendorf et al., 2007; Cui et al., 2009; 

Lee et al., 2009; Schnabl et al., 2009; Visco et al., 2009). 
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Figura 12. Representación esquemática de las vías de transporte, transportadores y enzimas 
metabólicas en enterocitos.  
 

De acuerdo con el grado de diferenciación de las células Caco-2 en cultivo se 

pueden observar varias poblaciones celulares: células homogéneamente no 

diferenciadas (población subconfluente en fase de crecimiento); células 

heterogéneamente diferenciadas y polarizadas (fase intermedia) y células 

homogéneamente diferenciadas y polarizadas (población diferenciada en fase 

estacionaria) (Delie y Rubas, 1997). La figura 13 muestra una imagen de microscopia 

óptica del cultivo celular formado por Caco-2 tras distintos tiempos postsiembra. Si bien 

el programa de diferenciación de Caco-2 se activa tras confluencia, siempre existe en el 

cultivo heterogeneidad en la composición, siendo muy importante el mantenimiento de 

las condiciones de ensayo que afectan al proceso de diferenciación para reducir la 

variabilidad experimental (densidad inicial de siembra, número de pase, composición 

del medio, tiempo tras la siembra hasta la realización del ensayo). 
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Figura 13. Caco-2 no diferenciadas (2 días post siembra) (A) y diferenciadas (21 días post 
siembra) (B) con tinción de hematoxilina eosina. Imagen obtenida de Biasi et al. (2009). 
 

Se han llevado a cabo multitud de estudios empleando este tipo celular con el fin de 

evaluar la tasa y procesos de absorción intestinal de distintas sustancias, especialmente 

fármacos (Artursson et al., 2001; Sun et al., 2002; Ueno et al., 2012) pero también 

nutrientes (Mahler et al., 2009, Rubio et al., 2009) o tóxicos (Aspenström-Fagerlund et 

al., 2009; Vasiluk et al., 2011). En estos estudios, para reproducir las condiciones 

existentes en el intestino, las células Caco-2 se siembran sobre soportes permeables que 

permiten el acceso a iones y nutrientes por ambos lados de la monocapa celular. Una de 

las ventajas que presenta el cultivo celular sobre soporte permeable es la facilidad de 

cultivo y la posibilidad de aplicación de HTS (high-throughput screening), permitiendo 

de forma reproducible realizar un gran número de ensayos de forma simultánea.  

Existen diversos trabajos que han demostrado una buena correlación entre la 

fracción absorbida de distintos fármacos en humanos y los valores de permeabilidad 

aparente o efectiva calculada mediante el empleo de células Caco-2 diferenciadas 

(Bailey et al., 1996; Artursson y Karlsson., 1991; Rubas et al., 1993; Pade y 

Stavchansky, 1998; Yamashita et al., 2000). A grandes rasgos, esta aproximación es 

adecuada para compuestos con determinadas características (elevada solubilidad, 

transporte rápido y pasivo), sin embargo, los compuestos hidrofílicos y con una 

absorción más lenta o aquellos que requieren transportadores o permeasas se transportan 

más lentamente y/o en menor medida en el modelo Caco-2 que en el intestino humano 

(Lennernas et al., 1996). Así las limitaciones del modelo in vitro empleado deben 
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tenerse en cuanta en la interpretación de los resultados. En primer lugar, el origen 

colónico de la línea celular Caco-2 hace que las uniones intercelulares sean más 

estrechas que en el intestino delgado (Artursson et al., 2001). En segundo lugar, a pesar 

que la expresión de transportadores es semejante a la observada en el intestino delgado, 

los patrones de distribución y niveles de determinados transportadores pueden variar 

significativamente, tal y como es el caso de la glicoproteína P, mucho más abundante en 

el cultivo Caco-2 que en el intestino (Sun et al., 2002). En tercer lugar, las diferencias 

inter o intralaboratorio pueden influir notablemente en los resultados obtenidos, 

especialmente en el caso de sustancias que se transportan vía paracelular. 

En el caso del arsénico, existen referencias bibliográficas previas que describen el 

empleo de este modelo celular para estudios de absorción intestinal, tanto de patrones 

acuosos como de fracciones bioaccesibles de distintos alimentos obtenidas tras una 

digestión gastrointestinal in vitro y para estudios de toxicidad (Davis et al., 2000; 

Hershko et al., 2002; Laparra et al., 2005a, 2005b, 2006, 2007, 2008). 

 

3.2. Línea celular HT-29 

La línea celular HT-29 se aisló de un adenocarcinoma de colon humano en 1964 

(Cencic y Langerholc, 2010). A nivel morfológico, los cultivos de esta línea celular son 

heterogéneos y contienen subpoblaciones de células con diversa capacidad de 

diferenciación. La población original de HT29 contiene solamente una pequeña 

proporción de células mucosecretoras (< 0.5%) (Augeron y Laboisse, 1984; Lesuffleur 

et al., 1990), sin embargo, bajo condiciones de crecimiento que someten a las células a 

una presión selectiva, se han aislado clones de células capaces de producir diferentes 

tipos de mucinas a partir de esta población original (Louvard et al., 1984). El 

tratamiento prolongado de HT-29 con 10–7 M de MTX más el tratamiento con 10–6 M de 

la población resistente obtenida permitió la selección de una población con capacidad de 

diferenciación hacia un fenotipo mucosecretor, a la cual se le llamó HT-29 M6 o HT29-

MTX (Lesuffleur et al., 1990). 
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Estas células forman una monocapa homogénea de células caliciformes polarizadas 

con un núcleo basal, numerosas vacuolas de moco acumuladas en el citoplasma de la 

región apical de las células y algunas microvellosidades apicales que no llegan a formar 

un borde en cepillo maduro (Lesuffleur et al., 1993). A diferencia de lo que ocurre en el 

colon normal, la principal mucina secretada que se expresa en estas células es la mucina 

gástrica MUC5AC, aunque también es posible detectar MUC1, MUC5B y MUC2 

(Lesuffleur et al., 1993, 1995). A nivel de las microvellosidades, las HT-29 M6 

presentan, además, hidrolasas típicas del borde en cepillo de epitelio adulto 

(dipeptidilpeptidasa, aminopeptidasa N), si bien la principal característica de la 

diferenciación de este tipo celular es la producción de mucina. A este nivel, en la 

superficie apical de la célula, la mucina mayoritaria es MUC1, mientras que el resto de 

mucinas se encuentran en vesículas intracelulares que aumentan conforme avanza el 

estado de diferenciación del cultivo (Lesuffleur et al., 1993). Otros clones derivados de 

HT29 se obtuvieron tras el tratamiento con concentraciones mayores de MTX, sin 

embargo, los niveles de expresión de mucinas como MUC2 y MUC5AC, son mucho 

más bajos que en HT-29 M6 y no se producen vesículas de moco (Lesuffleur et al., 

1991; 1998). 

Se han empleado distintos clones de HT29 para la evaluación in vitro del efecto del 

mucus sobre la absorción de distintas sustancias (Karlsson et al. 1993; Carriere et al., 

1994; Behrens et al., 2001; Maher et al., 2007), si bien el monocultivo de este tipo 

celular no refleja la proporción de células caliciformes presentes en el intestino delgado 

(10-25%) o colon (25-55%) (Wickman-Lahred y Artursson, 1995). 

 

3.3. Cocultivos 

El empleo de cocultivos con distintos tipos celulares se ha propuesto como una 

aproximación a la heterogeneidad celular existente en el epitelio intestinal (Nollevaux et 

al., 2006).  
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3.3.1 Cocultivos Caco-2/HT29 mucosecretoras 

El empleo de este modelo in vitro ofrece la posibilidad de estudiar la influencia de 

las células caliciformes en los procesos de absorción, así como el efecto de la presencia 

de la capa de mucus. Las células caliciformes, después de los enterocitos, son las células 

más abundantes del epitelio intestinal, por lo que el modelo de cocultivo entre 

enterocitos y células mucosecretoras permite una aproximación más adecuada a la 

situación in vivo. Se ha descrito que las uniones estrechas formadas entre Caco-2/HT29 

son más laxas que las formadas por el monocultivo Caco-2, tal y como ponen de 

manifiesto los valores de resistencia eléctrica transepitelial y transporte de marcadores 

paracelulares (Pontier et al., 2001; Karlsson et al., 1993; Wikman-Larhed y Artursson, 

1995; Hilgendorf et al., 2000). Asimismo, el mucus secretado por diversos clones de 

células HT29 forma una capa glicoproteica sobre la monocapa celular que actúa como 

barrera frente a distintas moléculas (Karlsson et al., 1993). 

La permeabilidad de distintos compuestos empleando el cocultivo Caco-2/HT29-H 

se ha correlacionado con la fracción absorbida en humanos, demostrando que la 

permeabilidad paracelular de este modelo es más semejante a la situación humana in 

vivo (Wickman-Lared y Artursson 1995). 

Al igual que en el modelo formado solamente por Caco-2 existe una elevada 

variabilidad interlaboratorios en los valores de resistencia transepitelial y permeabilidad 

de moléculas paracelulares, debido a que la formación de las uniones estrechas, tanto en 

monocultivos como en cocultivos, se encuentra influenciada por las condiciones de 

cultivo (medio, número de pase, tiempo de cultivo) así como por la composición de las 

subpoblaciones celulares (Balimane y Chong, 2005; Chen et al., 2010; Wood et al., 

2010). Por otra parte, la presencia de mucinas gástricas mayoritariamente en el 

cocultivo Caco-2/HT29-MTX, puede afectar específicamente a la permeabilidad de 

ciertas sustancias, ya que la reactividad de las distintas mucinas y los patrones de 

glicosilación son diferentes.  
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3.3.2. Cocultivos Caco-2/células mononucleares de sangre periférica 

La barrera intestinal conforma, además de una barrera física, una barrera de 

inmunidad innata y adaptativa (Sansonetti, 2004). Tal y como se ha descrito en los 

apartados 1.5 y 2.1 existe una importante interacción entre los enterocitos y las células 

del sistema inmune.  

Con el fin de mejorar las características funcionales de los sistemas in vitro que 

emulan el epitelio intestinal, diversos estudios han cultivado células epiteliales 

intestinales sobre membranas microporosas y han cocultivado en el compartimento 

basal distintos tipos celulares o células inmunes, tales como monocitos, macrófagos o 

células T. Entre los distintos modelos desarrollados se puede diferenciar los que 

emplean líneas celulares del sistema inmune y los que emplean células mononucleares 

primarias aisladas de sangre. Como ejemplos, Satsu y Simizu (2006) aplicaron un 

cocultivo Caco-2/células similares a macrófagos humanos (THP-1) para evaluar el 

efecto de distintos factores presentes en los alimentos sobre la inflamación intestinal. 

Con el propósito de evaluar la absorción de moléculas de gran tamaño y nanopartículas, 

otros estudios han empleado el cocultivo Caco-2/linfocitos Raji B (des Rieux et al., 

2005, 2007; Gullberg et al., 2000). 

A pesar que la composición celular de aislados sanguíneos no representa con 

exactitud las células inmunes presentes en la mucosa intestinal, tales como los linfocitos 

de la lámina propia o intraepiteliales, las células T de la lámina propia tienen un ratio 

CD4:CD8 similar al encontrado en sangre. Los cúmulos de diferenciación o moléculas 

CD se encuentran en la superficie celular y se han empleado para la identificación y 

clasificación de las células del sistema inmune. La molécula CD4 se expresa en células 

T colaboradores y en células dendríticas, mientras que la CD8 está presente en células T 

citotóxicas. Adicionalmente, a nivel de ARNm de IL8, se ha observado que la respuesta 

de las células epiteliales intestinales en contacto con linfocitos de la lámina propia o 

PBMC no difiere significativamente (Haller et al., 2004). Así, los PBMC obtenidos de 

muestras sanguíneas se pueden considerar como parcialmente representativos de 

linfocitos de la lámina propia y se han empleado previamente en otros estudios en 



Introducción
 

60 

cocultivo con células intestinales. Así, McKay y Perdue. (1993), Haller et al. (2000) y 

Parlesak et al. (2004) caracterizaron las interacciones entre células del sistema inmune y 

células epiteliales de intestino capaces de modular la inflamación en este modelo in 

vitro, especialmente tras el contacto de las células epiteliales, inmunes o ambas a 

estímulos bacterianos.  

Existen trabajos previos que emplean células inmunes primarias para evaluar 

distintos efectos del arsénico (Bourdonnay et al., 2009; Banjeree et al., 2009; Kozul et 

al., 2009; Morzadec et al., 2012a, 2012b), si bien no existen antecedentes bibliográficos 

que empleen el sistema de cocultivo descrito para evaluar los procesos inflamatorios 

que pueden desencadenarse tras la exposición a arsénico a nivel intestinal. 
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La presente tesis tiene como objetivo general evaluar mediante sistemas in vitro las 

transformaciones a nivel intestinal de distintas formas arsenicales, así como su 

absorción y efectos tóxicos a nivel entérico.   

 

Para la realización de este objetivo general se plantean los siguientes objetivos 

específicos:  

 

• Biotransformaciones de distintas especies arsenicales durante su paso a través 

del tracto gastrointestinal. 

- Transformaciones de las especies arsenicales durante los procesos de 

digestión gastrointestinal in vitro en presencia de distintas matrices 

alimentarias. 

- Procesos de metabolismo del arsénico inorgánico por las células del 

epitelio intestinal.  

 

• Caracterización in vitro del transporte intestinal de especies arsenicales.  

- Estudios in vitro de los coeficientes de permeabilidad aparente de las 

especies arsenicales más tóxicas en alimentos o de las especies 

derivadas de su metabolismo, en distintos modelos celulares 

(monocultivo Caco-2 y cocultivo Caco-2/HT29-MTX). 

- Evaluación de posibles mecanismos y transportadores implicados en 

los procesos de absorción del arsénico inorgánico. Efectos del 

arsénico inorgánico sobre la expresión génica de distintos 

transportadores intestinales.  

 

• Efectos tóxicos de las distintas especies arsenicales a nivel intestinal.  

- Estudios de viabilidad y mecanismos de toxicidad en células Caco-2. 

- Cambios en la expresión génica de proteinas de estrés térmico y 

metalotioneínas tras exposiciones a distintas formas arsenciales.  
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- Evaluación de los efectos del arsénico sobre los niveles proteicos de 

citoquinas proinflamatorias secretados al medio y cambios en la 

expresión de ARNm de diversas citoquinas, mediante el empleo de 

diversos modelos celulares in vitro (monocultivo Caco-2 y cocultivo 

Caco-2/PBMC). 
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1. Especies arsenicales 

El patrón de As(V) (1000 mg/L, As2O5) fue adquirido a Merck. El patrón de As(III) 

(1000 mg/L) se preparó por disolución de 1.320 g de As2O3 (Riedel de Haën) en 25 mL 

de 20% (m/v) KOH (Panreac), neutralizado con 20% (v/v) H2SO4 (Merck) y diluyendo 

a 1 litro con 1% (v/v) H2SO4. Las disoluciones patrón de MMA(V) y DMA(V) se 

prepararon disolviendo en agua la cantidad necesaria de CH3AsO(ONa)2·6H2O (Carlo 

Erba) y (CH3)2AsNaO2·3H2O (Fluka), respectivamente. Las disoluciones patrón de 

MMA(III) y DMA(III), se prepararon a partir de patrones de CH3AsI2 y (CH3)2AsI 

respectivamente (Argus Chemicals).  

Para las especies pentavalentes y el As(III) se prepararon patrones intermedios (100 

mg/L) que se almacenaron a 4 ºC durante un máximo de 2 meses. Los patrones de 

menor concentración se prepararon diariamente a partir de los patrones intermedios. Las 

especies MMA(III) y DMA(III) son muy inestables y rápidamente se oxidan a su 

análogo pentavalente, por lo cual los patrones de estas especies utilizados en los ensayos 

se prepararon a partir de las sales comerciales el mismo día de la experiencia.  

 

2. Mantenimiento de los cultivos celulares de Caco-2 y HT29-MTX 

Las células Caco-2 se obtuvieron de la Colección Europea de Cultivos Celulares 

(ECACC; número 86010202, Reino Unido). El mantenimiento de estas células se llevó 

a cabo en frascos de 75 cm2 a los que se adicionaron 10 mL de medio de Eagle 

modificado por Dulbecco (DMEM) con L-glutamina (0.6 g/L) y un alto contenido de 

glucosa (4.5 g/L) a pH 7.4. El DMEM se suplementó con 10% (v/v) de suero fetal 

bovino (FBS), 1% (v/v) de aminoácidos no esenciales, 100 U/mL de penicilina, 0.1 

mg/mL de estreptomicina, 0.0025 mg/mL de anfotericina B, 1 mM de piruvato de sodio, 

10 mM de HEPES (ácido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfónico) (DMEMc). 

Todos los ensayos se realizaron con células entre los pases 5 y 45.  

Las células HT29-MTX fueron donadas por la Dra. Thécla Lesuffleur (Institute 

National de la Santé et de la Recherche Médicale, INSERM UMR S938, Francia) en el 

pase 15 y se emplearon entre los pases 16 y 25. El mantenimiento rutinario de las 
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células se llevó a cabo en frascos de 25 cm2, a los que se adicionaron 5 mL de medio 

DMEM con L-glutamina (0.6 g/L) y un alto contenido de glucosa (4.5 g/L) a pH 7.4, 

suplementado con un 10% (v/v) de FBS, 100 U/mL de penicilina, 0.1 mg/mL de 

estreptomicina, 0.0025 mg/mL de anfotericina B y 1 mM de piruvato de sodio para 

obtener HT-DMEM completo (HT-DMEMc). Los reactivos utilizados para el 

mantenimiento de los cultivos fueron adquiridos a PAA Laboratories GMBH y a Gibco 

BRL Life Technologies.  

Ambas líneas celulares se incubaron a 37 ºC, en atmósfera controlada con una 

humedad relativa del 95% y un flujo de CO2 del 5%. El medio de cultivo se cambió 

cada 2-3 días. Cuando la monocapa celular alcanzó el 80% de confluencia, las células se 

tripsinizaron y se resembraron en frascos a una densidad de 5 × 104 células/cm². 

Para la tripsinización de las células, se retiró el medio de cultivo y se lavó la 

monocapa celular tres veces con tampón fosfato (PBS, PAA). A continuación se 

adicionó una disolución de tripsina (PAA) y ácido etilendiamino tetracético (EDTA, 

PAA) (0.5 mg/L-0.22 g/L)  que se mantuvo en contacto con las células durante 10 

minutos a 37 ºC. Posteriormente se inactivó la tripsina con medio DMEMc y tras 

centrifugación a 1500 rpm durante 10 minutos, se recuperaron las células. Este 

procedimiento es común a todos los tratamientos de tripsinización aplicados en la 

presente tesis doctoral. 

 

3. Cultivo celular sobre sistema Transwell® 

El sistema Transwell® posibilita el crecimiento del cultivo celular sobre una 

membrana semipermeable de poliéster que separa en dos compartimentos el pocillo, el 

compartimento superior o apical, que simularía el lumen intestinal y el inferior o basal, 

que emularía los vasos linfáticos-circulación sanguínea (figura 14). En la presente tesis 

se han empleado insertos Transwell® de 24 mm diámetro y un tamaño de poro de 0.4 

µm (Costar Corporation, EEUU).  

 

 



Metodología 
 

 

69 

Figura 14. Representación esquemática del sistema Transwell®. Imagen modificada de Saunders 
(2009).  

 

Durante el tiempo de crecimiento y diferenciación celular en el sistema Transwell®, 

se monitoreó la confluencia y desarrollo de la monocapa celular mediante la medida de 

la resistencia eléctrica transepitelial (RET) cada 2 días, empleando para ello un 

voltímetro Millicell-ERS (Millipore Corporation, figura 15). 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Voltímetro Millicell-ERS y aplicación sobre un sistema Transwell para la 
determinación de la RET.  

 

Debido a que los valores de RET son altamente dependientes de la temperatura, este 

parámetro se midió inmediatamente después de sacar las células del incubador. En esta 

tesis, todos los valores de RET están reportados por diámetro efectivo de membrana y 

han sido corregidos por la resistencia del filtro (80 ± 20 Ohms cm2). En las células 

Caco-2 se consideró que la monocapa estaba formada cuando los valores de RET fueron 

estables y superiores a 200 Ohms cm2.  
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4. Evaluación de cambios en la forma química de especies arsenicales durante la 

digestión gastrointestinal 

Se han evaluado los cambios en la forma química de As(V), MMA(V) y DMA(V) 

como consecuencia del proceso de digestión gastrointestinal en presencia de distintas 

matrices vegetales.  

Se han utilizado muestras de ajo (Allium sativum), brócoli (Brassica oleracea 

itálica), espárrago (Asparagus officinalis) y espinacas (Spinacia oleracea), adquiridas 

en comercios de la ciudad de Valencia (España). Para el estudio con MMA(V) y 

DMA(V) se utilizaron dos muestras (lotes de comercialización diferentes) de ajo, 

brócoli, y espárrago. En el estudio con As(V) se utilizaron, además, muestras de 

espinacas, y el número de muestras de cada producto ascendió a tres. Las muestras se 

trocearon, se homogenizaron y cada una de ellas se separó en varias submuestras 

destinadas a los posteriores análisis. 

- Submuestra A. Alimento crudo. Destinado al análisis de los contenidos basales de 

arsénico y especies arsenicales.  

- Submuestra B. Alimento en remojo. La muestra se puso en contacto con una 

disolución acuosa de las especies pentavalentes As(V), MMA(V) o DMA(V) (1 

mg/L, 24 horas, temperatura ambiente). Cada especie de adicionó de forma 

independiente.  

- Submuestra C. Alimento cocinado. La muestra se cocinó por ebullición en una 

disolución acuosa de As(V), MMA(V) o DMA(V), todas ellas a una concentración 

de 1 mg/L. La relación muestra-agua adicionada (g-mL) fue 1-3. Tras la cocción se 

eliminó el exceso de líquido por centrifugación (10000 rpm, 10 min). Cada especie 

se adicionó de forma independiente.  

A las submuestras B (remojo) y C (cocción) obtenidas tras el tratamiento con todas 

las especies arsenicales se les aplicó posteriormente un proceso de digestión 

gastrointestinal simulada. Únicamente en las submuestras B y C obtenidas del 

tratamiento con As(V) se realizó una extracción con ácido ortofosfórico del alimento 
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resultante del remojo y la cocción. En la figura 16 se muestra un esquema de los 

tratamientos aplicados. 

También se ha evaluado el efecto de la digestión gastrointestinal y de la extracción 

con ácido ortofosfórico sobre patrones acuosos de las distintas formas arsenicales.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Esquema de los tratamientos aplicados durante los ensayos de las transformaciones del arsénico durante la digestión gastrointestinal.  
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4.1. Digestión gastrointestinal de alimentos 

El modelo in vitro empleado es un modelo estático descrito previamente por Laparra 

el al. (2004) con ciertas modificaciones. Las muestras frescas (10 g) o el patrón acuoso 

se pesaron en un matraz erlenmeyer y se adicionó agua (B Braun Medical) hasta un 

peso aproximado de 90 g. Tras homogenizar la muestra, se ajustó el pH a 2 con HCl 6 

mol/L (Merck). Posteriormente se adicionó una disolución de pepsina (1 g de pepsina 

en 10 mL de HCl 0.1 mol/L, Sigma), en cantidad suficiente para proporcionar 0.002 g 

de pepsina/g muestra, y se completó el volumen de la mezcla hasta 100 g con agua de 

MilliQ. Los matraces se cubrieron con parafilm y se llevaron a 37 ºC durante 2 horas 

con agitación de 60 rpm/min (Jenway 1000 calefactor). Transcurrido este tiempo se 

sumergieron en un baño de hielo para detener la digestión gástrica.  

Tras 10 minutos se ajustó el pH a 6.5 mediante la adición de NaHCO3 1 mol/L 

(Panreac) y se adicionó una disolución de pancreatina-extracto biliar (Sigma) (0.2 g de 

pancreatina y 1.25 g de extracto biliar en 50 mL de NaHCO3 0.1 mol/L) en cantidad 

suficiente para proporcionar 0.0005 g de pancreatina/g muestra y 0.003 g de extracto 

biliar/g muestra. La mezcla se mantuvo a 37 ºC durante 2 horas con agitación (60 

rpm/min). Transcurrido este tiempo, la digestión se detuvo sumergiendo los matraces en 

un baño de hielo durante 10 minutos.  

Una vez finalizada la etapa intestinal el pH de la mezcla se ajustó a 7.2 con NaOH 

0.5 mol/L y se centrifugó a 10000 rpm (Sorvall Pont) durante 30 minutos a 4 ºC, con el 

objetivo de separar la fracción soluble (fracción bioaccesible) del residuo sólido. La 

bioaccesibilidad, porcentaje de solubilización del analito respecto a su contenido en la 

muestra, se calculó utilizando la siguiente expresión: 

Bioaccesibilidad = [S/C] x 100 

Donde: 

S es el contenido de arsénico o especie arsenical solubilizada  

 C es el contenido arsénico o especie arsenical existente en la muestra. 
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En la fracción soluble se analizó el contenido de arsénico total y de especies 

generadoras de hidruros siguiendo las metodologías descritas el apartado 14. Se analizó 

también el contenido de arsénico total en el residuo de la digestión gastrointestinal.  

 

 

 

Figura 17. Esquema del protocolo de digestión gastrointestinal 
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4.2. Determinación de la capacidad antioxidante de la fracción bioaccesible 

La determinación de la capacidad antioxidante de la fracción bioaccesible se llevó a 

cabo empleando el método de la capacidad reductora de hierro férrico (FRAP) con 

ligeras modificaciones (Benzie y Strain, 1996). Este método colorimétrico se basa en la 

reducción de un complejo de hierro y tripiridil-s-triazina. A bajo pH y en presencia de 

antioxidantes (reductores), la forma férrica del complejo hierro-tripiridiltriazina (FeIII-

TPTZ), se reduce a su forma ferrosa (FeIITPTZ). El complejo reducido posee una 

coloración azul intensa que presenta su máxima absorción a 593 nm. La aparición del 

color indica la capacidad reductora de la muestra, proporcional a la concentración de 

antioxidantes en la misma. 

El reactivo de FRAP se preparó diariamente a partir de 25 mL de tampón acetato 0.3 

M (Panreac) a pH 3.6, 2.5 mL de disolución de 2,4,6-tripiridil-s-triazina 10 mM 

(Panreac) en HCl 40 mM (Merck) y 2.5 mL de cloruro férrico 20 mM (Panreac). La 

disolución se mantuvo a 37 ºC durante su uso.  

Para el análisis se utilizaron microplacas de 96 pocillos. Se adicionaron 180 µL de 

reactivo de FRAP a 20 µL de muestra o de patrón (FeSO4 7H2O, Prolabo). Se 

cuantificaron blancos tanto del medio de digestión gastrointestinal como del reactivo de 

FRAP. Transcurridos 4 min y 30 min desde el inicio de la reacción se procedió a la 

lectura de la absorbancia a 593 nm mediante un lector de microplacas (PolarSTAR 

OPTIMA, BMG-Labtech). Las concentraciones se calcularon por interpolación frente a 

una curva de calibrado en el intervalo 100 - 2000 µM. Los resultados se expresan como 

concentración equivalente de FeSO4 7H2O (mM)/100 g muestra. 

 

4.3. Determinación de los niveles GSH/GSSG en la fracción bioacesible 

Los niveles de GSH y GSSG se determinaron aplicando el método descrito por 

Hissin y Hilf (1976). Para la cuantificación de GSH, se incubaron 10 µL de la fracción 

soluble con 10 µL de tampón formaldehído [formaldehído 37-40%; 0.1 M Na2HPO4, 

(Sigma)] en proporción 1:4 v/v; pH 8], 170 mL de 0.1 M Na2HPO4-5 mM EDTA y 10 

μL de solución 1 mg/mL de o-ftaldialdehído (OPT, Fluka). Tras mezclar e incubar a 
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temperatura ambiente durante 45 min, se midió la intensidad de fluorescencia a 

longitudes de onda de excitación/emisión de 355/460 nm en un lector de microplacas 

(PolarSTAR OPTIMA).  

Para la cuantificación de GSSG, la fracción soluble (10 μL) se incubó a temperatura 

ambiente con 10 µL de tampón formaldehído y 4 µL de 40 mM N-etilmaleimida 

(Sigma) durante 30 min. Transcurrido este tiempo, se añadió 0.1 M NaOH (176 μL) y 

OPT (10 μL) y tras mezclar e incubar 45 min a temperatura ambiente se procedió a la 

lectura de fluorescencia en las condiciones descritas anteriormente. Las concentraciones 

de GSH y GSSG se calcularon mediante interpolación en curvas de calibrado 

independientes (0, 5, 10, 25, 50, 100, 150 y 200 µg/mL; Sigma).  

 

4.4. Extracción con ácido ortofosfórico de alimentos tratados con As(V) 

Los alimentos que se trataron con As(V) mediante un proceso de remojo o de 

cocción fueron posteriormente extraídos con ácido ortofosfórico para la evaluación de 

las especies arsenicales que contienen. Se adicionó a la muestra (1 g), 4 mL de ácido 

ortofosfórico 3 mol/L (Panreac) y se calentó a 90 ºC durante 4 horas. Posteriormente se 

centrifugó la muestra (4000 rpm; 10 min) y el sobrenadante se llevó a pH 6 mediante la 

adición de NaOH 8 mol/L (Panreac). Las formas arsenicales generadoras de hidruros 

existentes en el sobrenadante se cuantificaron mediante espectrofotometría de absorción 

atómica acoplada a la generación selectiva de hidruros mediante trampa criogénica 

siguiendo el protocolo descrito en el apartado 14.4. 

 

5. Evaluación del metabolismo del arsénico inorgánico en las células epiteliales del 

intestino 

El estudio de las posibles transformaciones de las formas arsenicales inorgánicas 

[As(III) y As(V)] durante su contacto con el epitelio intestinal se llevó a cabo 

empleando células Caco-2 y HT29-MTX. El metabolismo se evaluó en función del tipo 

celular, el estadio de diferenciación, el tiempo de exposición, el soporte empleado para 

el crecimiento celular y la presencia de componentes dietéticos. Adicionalmente se 
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evaluó la expresión diferencial de ARNm de la arsénico-3-metiltransferasa (AS3MT), 

enzima responsable del metabolismo del arsénico inorgánico, y la expresión génica de 

los marcadores de diferenciación celular de ambas líneas celulares.  

La densidad de siembra en todos los casos, salvo que se indique lo contrario, fue de 

5 × 104 células/cm2.  

 

5.1. Expresión relativa de ARNm de marcadores de diferenciación celular en Caco-2 y 

HT29-MTX 

Los estudios se realizaron en células Caco-2 y HT29-MTX tras 5, 15 y 21 días 

postsiembra sembradas en placas de 12 pocillos. En células Caco-2 se evalúo la 

expresión de fosfatasa alcalina intestinal (ALPI), sucrosa isomaltasa (SI) y dipeptidil 

peptidasa IV (DDP4) y en células HT29-MTX se evaluó la expresión de mucina 

MUC5AC. Tras los distintos tiempos en cultivo, las células se lavaron 3 veces con PBS 

y se recuperaron por rascado para la extracción del ARN total y posterior obtención del 

ADNc. Los protocolos de extracción de ARN, transcripción reversa (RT) y PCR 

cuantitativa (qPCR) se detallan en el apartado 12. Los datos obtenidos se normalizaron 

empleando el gen de referencia 18S ribosomal (RN18S) y se analizaron mediante el 

software relative expression software tool, versión 2006 (REST, 2006; Pfaffl, 2002). 

Los valores de expresión obtenidos a los 15 y 21 días postsiembra se relativizaron 

respecto a los valores hallados a los 5 días postsiembra. Los oligonucleótidos empleados 

y sus eficacias se describen en la tabla 7. 

 



 

 

Tabla 7. Oligonucleótidos empleados para qPCR en los estudios de metabolismo del arsénico inorgánico. 

 

 

Gen GenBank Secuencias 5´-3´ Eficacia 
Tamaño  

del amplicon 
(bp) 

Referencia 

AS3MT NM_020682.3 
F:CGTCTATACGAGCCTTGAAC 
R: CATGTGCAAGGCCGGCTTCG 

1.81 ± 0.3 200 Drobná el al., 2004 

ALPI NM_001631 F: GTGCGACCAGACGTGAATGA 
R: CCATGACATGCGCTACGAA 

1.88 ± 0.21 175 
http://pga.mgh.harvard.ed

u/primerbank 

DPP4 NM_001935 F: GTGGCGTGTTCAAGTGTGG 
R:CAAGGTTGTCTTCTGGAGTTGG 

2.01 ± 0.32 111 Varona el al., 2010 

SI NM_001041 F:AAATCAGACACCCAATCGTTTCC 
R: GGGCAACCTTCACATCATACAA 

2.12 ± 0.17 134 
http://pga.mgh.harvard.ed

u/primerbank 

MUC5AC 
XM_0011303

82 
F: CCTTCGACGGACAGAGCTAC 
R: TCTCGGTGACAACACGAAAG 

1.84 ± 0.25 111 Ohuchida el al., 2006 

RN18S1 NR_003286.2 F: CCATCCAATCGGTAGTAGCG 
R: GRAACCCGTTGAACCCCATT 151 1.94 ± 0.08 

http://pga.mgh.harvard.ed
u/primerbank 
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5.2. Evaluación de factores que pueden afectar al metabolismo en células intestinales 

diferenciadas (15 días postsiembra) 

 

5.2.1. Influencia del tiempo de exposición 

Los estudios se realizaron en células Caco-2 y HT29-MTX sembradas en placas de 6 

pocillos con su medio correspondiente (DMEMc para Caco-2 y HT-DMEMc para 

HT29-MTX). Transcurrido el tiempo postsiembra estipulado, las células se expusieron a 

10 µM de As(V) o 1 µM de As(III) durante 4, 6, 24, 48 y 72 horas en Medio Esencial 

Mínimo con sales de Earle (MEM, PAA).  

Se evaluaron los ratios de metabolismo:  

 

5.2.2. Efecto del soporte de cultivo 

Se evaluó la influencia del soporte empleado durante el crecimiento y diferenciación 

celular. El metabolismo en células diferenciadas en placas de 6 pocillos se comparó con 

el obtenido en sistemas Transwell. Estos ensayos se llevaron a cabo en células Caco-2 

diferenciadas tras 15 días postsiembra y expuestas a As(III) 1 µM durante 48 horas. 

 

5.2.3. Efecto de componentes dietéticos  

El estudio del efecto la vitamina B12 y del GSH sobre el metabolismo de As(III) y 

As(V) se llevó a cabo adicionando estos compuestos (100 µg/mL vitamina B12 o 1 mM 

GSH) junto al arsénico [As(III) 1 µM o As(V) 10 µM] durante 48 horas a células Caco-

Segundo ratio de metabolismo (DMA/MMA) = 
DMA (células+medio) 

MMA (células+medio) 

Primer ratio de metabolismo (MMA/Asi) = 
As inorgánico (células+medio) 

MMA (células+medio) 
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2 mantenidas 15 días postsiembra en placas 6 pocillos. Se evaluaron los ratios de 

metabolismo. 

 

5.3. Influencia del estadio de diferenciación 

Los estudios se realizaron en células Caco-2 y HT29-MTX con 5, 15 y 21 días 

postsiembra. El estudio en 5 días postsiembra se llevó a cabo en frascos de 75 cm2, 

mientras que el estudio a 15 y 21 días postsiembra se realizó en placas de 6 pocillos. 

Cada línea celular se sembró en su medio correspondiente (DMEMc para Caco-2 y HT-

DMEMc para HT29-MTX). Transcurridos los tiempos postsiembra estipulados, las 

células se expusieron a 10 µM de As(V) o 1 µM de As(III) durante 24, 48 y 72 horas en 

Medio Esencial Mínimo con sales de Earle (MEM, PAA).  

 

5.4. Expresión relativa de ARNm de As-3-metiltransferasa (AS3MT)  

Se evaluó la expresión diferencial de la AS3MT en células Caco-2 y HT29-MTX 

tratadas con el tóxico. A los 5, 15 o 21 días postsiembra, las células se expusieron a 10 

μM de As(V) o 1 μM de As(III) en MEM durante 24, 48 y 72 horas. Se utilizaron como 

control las células no tratadas con arsénico mantenidas en cultivo los mismos tiempos 

de tratamiento. Las secuencias de los oligonucleótidos empleados se muestran en la 

tabla 7.  

 

5.5. Efecto del mucus en el metabolismo y retención celular de HT29-MTX.  

Con el fin de evaluar la influencia de la capa de mucus secretada por las HT29-MTX 

(15 días postsiembra) en la captación y metabolismo de especies arsenicales 

inorgánicas, las células se sembraron en placas de 6 pocillos y transcurridos 15 días se 

expusieron durante 24 horas a As(III) 1 µM y As(V) 10 µM en medio MEM. Tras la 

exposición, se recuperó el medio y el mucus fue separado de la monocapa celular 

siguiendo el método descrito por Mahler el al. (2008) con modificaciones. Brevemente, 

la monocapa celular se mantuvo en contacto durante 1 hora con 1.5 mL de 10 mM N-

acetilcisteína (NAC, Sigma) preparada en HBSS a 37 ºC y con agitación (135 rpm). 

Transcurrido este tiempo, el medio (HBSS+NAC) se recuperó por aspiración.  
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Tras aplicar cada uno de los tratamientos que se describen en este apartado, se 

recuperó el medio de cultivo y las células se lavaron 3 veces con PBS, se rascaron y 

lisaron con Tritón X-100 0.1% (m/v) (Merck). En el medio de cultivo se determinó el 

contenido total de arsénico mediante espectrometría de absorción atómica con cámara 

de grafito (apartado 14.1). La metodología de espectrometría de absorción atómica con 

generación selectiva de hidruros mediante trampa criogénica (apartado 14.4) se utilizó a 

pH 1 para el análisis de metabolitos en las células y en los medios de todos los ensayos, 

así como para la cuantificación de arsénico en mucus (pH 1). Adicionalmente, esta 

metodología se utilizó a pH 6 para el análisis de especies trivalentes o tioladas 

pentavalentes, únicamente en células Caco-2 con 15 días postsiembra expuestas a 1 µM 

de As(III) o 10 µM de As(V) 48 horas. 

 

6. Evaluación de la permeabilidad aparente, transporte y retención celular de 

especies arsenicales por la línea celular Caco-2 

Se ha estudiado la retención celular, transporte y permeabilidad aparente (Papp) de 

especies arsenicales a través de la monocapa formada por las células Caco-2 

diferenciadas. Esta investigación se aplicó a las formas inorgánicas [As(V) y As(III)], 

monometiladas [MMA(V) y MMA(III)] y dimetiladas [MMA(V) y DMA(III)], 

utilizando el sistema Transwell® para el cultivo. A continuación se describen los 

protocolos de trabajo para la realización de estos estudios tanto en las condiciones 

estándar de trabajo (pH 7.2, 37 ºC), como en las condiciones específicas aplicadas para 

evaluar los posibles mecanismos implicados en el transporte intestinal (apertura de las 

uniones intercelulares, pH, temperatura). Los medios de cultivo, las concentraciones de 

especies arsenicales y los tiempos de exposición utilizados varían entre los estudios 

realizados. Por este motivo, y con el objeto de facilitar la interpretación de los 

resultados obtenidos, las condiciones particulares de cada ensayo se detallan en el 

correspondiente apartado de resultados.  
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6.1. Ensayos de transporte, acumulación celular y permeabilidad en condiciones 

estándar 

Los ensayos se llevaron a cabo en dirección apical-basolateral (sentido absortivo) y 

en dirección basolateral-apical (sentido secretorio) del sistema Transwell® (Figura 18). 

Se empleó como medio de cultivo la solución salina de Hanks con NaCO3 (Sigma) 

(HBSS), suplementada con 10 mM HEPES (pH 7.2). Para las especies arsenicales 

pentavalentes [As(V), MMA(V) y DMA(V)], se realizaron también ensayos en medio 

DMEMc. 
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Figura 18. Diseño de los estudios de transporte realizados en el sistema Transwell®.  

 

Antes de iniciar las experiencias, las células diferenciadas en Transwell® se 

acondicionaron durante 15 minutos con el medio de ensayo, HBSS o DMEMc. 

Posteriormente, se retiró el medio y se adicionaron 1.5 mL (apical) o 2 mL (basal) de 

los patrones de especies arsenicales preparados en HBSS o DMEMc al compartimento 

dador (apical, para el transporte apical-basolateral o basal para el transporte basolateral-

apical) y 1.5 o 2 mL de medio HBSS o DMEMc al compartimento aceptor. Los 

Transwell® se introdujeron en el incubador (37 ºC, 95% de humedad relativa, 5% de 

CO2). A los tiempos que se detallan en el correspondiente apartado de resultados, las 
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células se sacaron del incubador y se procedió a retirar del compartimento aceptor una 

alícuota del medio (300-400 µL), que se sustituyó por el mismo volumen de medio sin 

adición de arsénico. En las alícuotas obtenidas se procedió a la cuantificación de 

arsénico total por espectrometría de absorción atómica con cámara de grafito, tal y 

como se describe en el apartado 14.1.  

Los coeficientes de permeabilidad aparente se calcularon utilizando la siguiente 

ecuación:  

Papp = (dC/dt) (Vr/ACo)   

Donde: 

dC/dt es el flujo (µM/s) determinado por la pendiente lineal  de la ecuación 

que rige la variación de las concentraciones de arsénico, corregidas con la 

dilución, frente al tiempo. 

Vr es el volumen del compartimento aceptor (apical: 1.5 mL,  basal: 2 mL). 

A es la superficie ocupada por la monocapa celular (4.67 cm2). 

Co es la concentración inicial de arsénico en el compartimento dador. 

Se calculó el ratio de eliminación (Er) mediante la siguiente ecuación: 

 

 

 

 

Para el transporte de MMA(V) en DMEMc se calculó la constante de Michaelis-

Menten (Km) y la velocidad máxima (Vmax). Se utilizó para ello el programa GraphPad 

Prism 5. 

Finalizados los ensayos de permeabilidad y transporte, se cuantificó el contenido de 

arsénico y/o especies arsenicales en las células. Los datos de transporte se expresaron 

como cantidad de arsénico total (ng) normalizado por el número total de células o por el 

contenido total de proteína determinado por el método Bradford (apartado 13).  

 

Papp (apical-basal) 
Er = 

Papp (basal-apical) 
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6.2. Estudio del transporte paracelular  

La participación de la vía paracelular en la absorción de las formas arsenicales se 

estudió mediante la modulación de las uniones intercelulares. Para ello, se adicionó una 

disolución 5 mM de EDTA preparada en PBS libre de Ca2+ y Mg2+ a los 

compartimentos apical y basal del sistema Transwell®, y se mantuvo en contacto 

durante 5 minutos. Posteriormente, se retiró el EDTA, se lavó la monocapa con HBSS y 

se añadieron al lado apical 1.5 mL de las disoluciones patrón de especies arsenicales 

preparadas en medio HBSS libre de Ca2+ y Mg2+, y al lado basolateral 2 mL de HBSS 

libre de Ca2+ y Mg2+. La evaluación de la acumulación celular y de la Papp en dirección 

apical-basal se realizó tal y como se describe en el apartado 6.1. Los resultados 

obtenidos se compararon con los hallados en células no tratadas con EDTA. 

 

6.3. Efecto del pH 

Se evaluó el efecto de la diferencia de pH entre el compartimento apical y basal 

(5.5/7.2) sobre la absorción de las formas arsenicales. Este estudio se llevó a cabo en 

dirección apical-basal empleando medio HBSS ajustado a pH 5.5 mediante la adición de 

5 mM de ácido 2-o-(N-morpholino) etanesulfónico (MES, Sigma) en el compartimento 

apical, y HBSS-HEPES a pH 7.2 en el compartimento basal. El cálculo de la Papp y de la 

retención celular de las distintas especies arsenicales se realizó según lo descrito en el 

apartado 6.1. Los resultados obtenidos se compararon con los valores hallados en 

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

 

6.4. Efecto de la temperatura  

Se evaluaron los parámetros de transporte y acumulación celular a 4 y 15 ºC en 

dirección apical-basal para patrones de especies arsenicales preparados en medio HBSS 

a pH 7.2. Los Transwell® se mantuvieron en cámaras con temperatura controlada 

durante el tiempo de ensayo.  

El cálculo de la acumulación celular y de la Papp se realizó según lo descrito en el 

apartado 6.1. Los resultados obtenidos se compararon con los valores de Papp hallados a 
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37 ºC. Adicionalmente se calculó la energía de activación de las especies arsenicales 

para lo cual se aplicó la ecuación de Arrhenius a los datos de Papp obtenidos:  

 

Papp = P0 e –Ep/RT 

donde: 

    Papp es el coeficiente de permeabilidad aparente 

P0 es un factor pre exponencial  

R es la constante de los gases 

T es la temperatura absoluta en grados Kelvin 

 

6.5. Integridad de la monocapa celular 

La integridad de la monocapa celular Caco-2 en el transcurso de los ensayos se 

evaluó mediante: a) la determinación de la RET, b) la determinación de la Papp o del 

transporte del marcador de transporte paracelular lucifer yellow (LY, Sigma) y c) la 

evaluación de la viabilidad celular.  

Se fijaron los siguientes criterios para considerar la monocapa celular de Caco-2 

íntegra:  

- Valores de RET con variaciones menores al 20% respecto al valor inicial y al 

control. 

- Papp del LY ≤ 0.5 x 10-6 cm/s y transporte de LY ≤ 2%.  

- Viabilidad celular ≥ 80% de la viabilidad existente en el control.  

En los ensayos de transporte y retención celular, la RET se midió al inicio y final del 

ensayo. En los experimentos de permeabilidad, la RET se midió, además, en todos los 

tiempos de toma de muestra estipulados.  

Respecto a la utilización de LY para evaluar la integridad de la monocapa, este 

compuesto se adicionó a una concentración de 100 µM al compartimento dador tanto de 

los pocillos control como de los pocillos tratados con arsénico. En los ensayos de 

permeabilidad, se cálculo la Papp del LY en base a la concentración hallada a los 

distintos tiempos de toma de muestra. En los ensayos de transporte y retención celular, 
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se calculó el transporte de LY a tiempo final. Con el fin de evaluar posibles 

interacciones del LY sobre la captación de las especies arsenicales se realizaron 

experiencias paralelas con y sin marcador paracelular, que demostraron la ausencia de 

interferencias debidas a la presencia de LY en el medio. La cuantificación de LY se 

evaluó tras el análisis de la fluorescencia del LY transportado (λemisión = 485 nm; 

λexcitación = 535 nm; PolarSTAR OPTIMA) e interpolación frente a una curva de 

calibrado de LY (0-100 µM) preparada en HBSS. 

Al finalizar los ensayos, la viabilidad celular se evaluó mediante una tinción de 

exclusión con azul tripán 0.4% v/v. 

 

7. Estudio de los transportadores implicados en la absorción intestinal de As(V) y 

As(III) 

Para las formas inorgánicas [As(III) y As(V)] se han investigado posibles proteínas 

implicadas en el transporte transcelular en células Caco-2. Con este objetivo se han 

realizado estudios de expresión diferencial, inhibición química y silenciamiento génico 

de transportadores presentes en el intestino y que pertenecen a familias que en otras 

líneas celulares se han relacionado con el transporte de estas formas arsenicales.  

Como en apartados anteriores, se describen a continuación los protocolos generales 

de trabajo para la realización de estos estudios, mientras que las condiciones 

particulares de cada ensayo (especies, concentraciones y tiempos) se detallan en el 

correspondiente apartado de resultados.  

 

7.1. Expresión diferencial de transportadores en células expuestas a As(V) y As(III).  

La densidad de siembra fue de 5 x 104 células/cm2 en placas de 6 pocillos en medio 

DMEMc. Tras 13-15 días de diferenciación, se expusieron a patrones de As(V) y 

As(III) preparados en MEM durante 24, 48 y 72 horas. Transcurrido estos tiempos, las 

células se lavaron tres veces con PBS y se recuperaron para la extracción de ARN y 

posterior obtención de ADNc según el protocolo descrito en el apartado 12.  
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La evaluación de la expresión diferencial se realizó mediante qPCR, tal y como se 

describe en el apartado 12.4. Los transportadores evaluados en las células expuestas 

tanto a As(III) y As(V) fueron: 

- Transportadores de glucosa: dependientes de sodio (SGLT1) o permeasas 

(GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUT5). 

- Polipéptidos transportadores de aniones orgánicos (OATP): OATPB, OATPE. 

- Aquaporinas (AQP): AQP1, AQP3, AQP4, AQP10. 

- Proteínas de resistencia a múltiples drogas (MDR, MRP): P-gp, MRP2 y MRP3. 

- Proteína de resistencia al cáncer de mama: BCRP. 

Adicionalmente, en las células expuestas a As(V) se evaluaron los siguientes 

transportadores de fosfato: PiT1, PiT2, NaPiIIa, NaPiIIb. 

Las secuencias de los oligonucleótidos empleados se muestran en la tabla 8. Los 

datos obtenidos para los distintos genes se normalizaron empleando como gen de 

referencia el RN18S y se analizaron mediante el programa REST 2006. 

 



 

 

Tabla 8. Oligonucleótidos de transportadores empleadas en qPCR.  
 

Gen GenBank  Secuencia de primers 5’-3’ Longitud del 
amplicon (bp) Eficacia Referencia 

OATPB 
(SLCO2B1) NM_001145211.1 F: TCAAGCTGTTCGTTCTGTGC 

R: GTGTTCCCCACCTCGTTGAA 154 1.89 ± 0.08 Sai el al., 2006 

OATPE 
(SLCO4A1) NM_016354.3 F: CTGCCAGCCAGAACACTACA 

R: AGAAGGAGGGGCTTTCTCTG 216 1.95 ± 0.1 

http://pga.mgh.harvard.edu/ 
primerbank 

 

GLUT1 
(SLC2A1) NM_006516.2 F: CCAGCTGCCATTGCCGTT 

R:GACGTAGGGACCACACAGTTGC 99 1.89 ± 0.05 

GLUT2 
(SLC2A2) NM_000340.1 F:CACACAAGACCTGGAATTGACA 

R: CGGTCATCCAGTGGAAGAC 198 2 ± 0.05 

GLUT3 
(SLC2A3) NM_006931.2 F:CAATGCTCCTGAGAAGATCATAA 

R: AAAGCGGTTGACGAAGAGT 172 1.9 ± 0.1 

GLUT5 
(SLC2A5) NM_003039.2 F: CATCACTGTTGGCATCCTTGTG 

R: AGGATCGGCCAGCCATCTAC 78 2 ± 0.1 

SGLT1 
(SLC5A1) NM_000343.3 F: TCGGACTGTGGGCTATGTTTT 

R: GCCACTTCCAATGTTACTAGCA 122 1.87 ± 0.1 

http://pga.mgh.harvard.edu/ 
primerbank 

 
AQP1 NM_198098.2 

(tr.1) 
F: TGGCTGTGGGATTAACCCTG 

R: GGTTGCTGAAGTTGTGTGTGATC 65 1.8 ± 0.06 

AQP3 NM_004925.3 F: GGAATAGTTTTTGGGCTGTA 
R: GGCTGTGCCTATGAACTGGT 159 1.85 ± 0.07 

 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/28231
http://pga.mgh.harvard.edu/
http://pga.mgh.harvard.edu/


 

 

Tabla 8. Oligonucleótidos de transportadores empleadas en qPCR. Continuación. 
 

Gen GenBank  Secuencia de primers 5’-3’ Longitud del 
amplicon (bp) Eficacia Referencia 

AQP4 NM_001650.4 F: GGAATTTCTGGCCATGCTTA 
R: AGACTTGGCGATGCTGATCT 226 1.83 ± 0.05  

AQP10 NM_080429.2 F: GGGTCAAGCTCCCCATTTACATC 
R:TGTATAGTTCTGTAGGGCATCATGGTAGA 101 1.9 ± 0.04 http://pga.mgh.harvard.edu/ 

primerbank 

P-gp 
(ABCB1) NM_000927.3 F: AGGAAGACATGACCAGGTATGC 

R: CCAACATCGTGCACATCAAAC 184 1.78 ± 0.03 Nishimura el al., 2002 

MRP2 
(ABCC2) NM_000392.3 F: ACTGTTGGCTTTGTTCTGTCCA 

R: CAACAGCCACAATGTTGGTCTCTA 100 1.85 ± 0.05 Pfrunder el al., 2003 

MRP3 
(ABCC3) NM_001144070.1 F: GCACCATTGTCGTGGCTACA 

R: GCAGGACACCCAGGACCAT 68 1.79 ± 0.02 Steinbach el al., 2003 

BCRP 
(ABCG2) NM_004827.2 F: CAGGTCTGTTGGTCAATCTCACA 

R: TCCATATCGTGGAATGCTGAAG 77 1.84 ± 0.06 Gutman el al., 2005 

PiT1 
(SLC20A1) NM_005415.3 F: CCAACTGTGCAGGCATAGAA 

R: TTCTTCCTGGTTCGTGCATT 92 1.78 ± 0.08 http://primerdepot.nci.nih.gov 

PiT2 
(SLC20A2) NM_006749.3 F: TCTGTTGGTGCAAACGATGTT 

R: GGAGCCGGTGGTTTCAAAT 111 1.75 ± 0.04 

http://pga.mgh.harvard.edu/ 
primerbank  

NaPiIIa 
(SLC34A1) NM_003052.4 F: GGTGCATGACTGCTTTAACTGG 

R: CACAAGTCGAGTGATGTGGTG 91 1.85 ± 0.07 

NaPiIIb 
(SLC34A2) NM_006424.2 F: AAGACCCAGATTAACGTCACTGT 

R: GTAGGTCACATTCTTCATGGTCC 105 1.9 ± 0.09 

http://pga.mgh.harvard.edu/
http://pga.mgh.harvard.edu/
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7.2. Inhibición química del transporte de As(V)  

Se evaluó el efecto del fosfato sobre la permeabilidad y retención celular de As(V). 

El estudio en ausencia de fosfato se llevó a cabo en un medio salino a pH 7.2 elaborado 

con las siguientes sales: 130 mM de NaCl (Scharlau), 10 mM de KCl (Panreac), 1 mM 

de CaCl2 (Scharlau), 1 mM de MgCl2 6H2O (Scharlau), 4 mM de NaHCO3 (Scharlau), 

5.5 mM de D-glucosa (Scharlau) y 20 mM de HEPES (PAA). Los medios con fosfato 

(1.1 mM y 10 mM) se prepararon adicionando NaH2PO4 (Merck) al medio salino 

descrito anteriormente. 

Para el estudio de permeabilidad, las células Caco-2 se sembraron en Transwell® 

utilizando medio DMEMc y se incubaron hasta su diferenciación. Para el ensayo en 

ausencia de fosfato, el medio salino se adicionó al compartimento apical y basal, y tras 

15 minutos de acondicionamiento se procedió a la adición de As(V). Para el ensayo en 

presencia de fosfato, tras 15 minutos de acondicionamiento en medio salino con fosfato 

en el medio apical y medio salino sin fosfato en el compartimento basal, se adicionó 

As(V) al lado apical. En ambos ensayos el cálculo de la Papp se realizó según el 

procedimiento descrito en el apartado 6.1.  

Para el estudio de retención celular se utilizaron células Caco-2 diferenciadas 

sembradas en placas de 6 pocillos. Se adicionó el patrón de As(V) preparado en medio 

salino sin fosfato o en medio con 1.1 mM o 10 mM de fosfato inorgánico. Tras 24 horas 

de exposición, el medio se retiró y las células se tripsinizaron. Se determinó el número 

de células, la proteína total y se procedió a la cuantificación de arsénico mediante 

espectrometría de absorción atómica con generación selectiva de hidruros mediante 

trampa criogénica (apartado 14.4).  

 

7.3. Inhibición química de los transportadores de As(III)  

Se estudió el efecto de la inhibición de determinados transportadores sobre la 

permeabilidad aparente y la retención celular de As(III) por las células Caco-2. Los 

inhibidores ensayados fueron: 

- rifamicina SV (sal sódica, Fluka Chemika) 
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- phloridzin (Phloretin 2′-β-D-glucopiranósido, Sigma) 

- phloretin (β-2',4',6'-trihidroxi-3-(4-hidroxifenil)propiofenona, Sigma)  

- sulfato de cobre (Cu2SO4, Panreac) 

Para el estudio de permeabilidad, las células se sembraron en Transwell y se 

cultivaron hasta alcanzar la diferenciación celular. Posteriormente se adicionó al 

compartimento apical el inhibidor preparado a una concentración 100 µM en medio 

HBSS con piruvato de sodio (1 mM) y HEPES (1 mM). Todos los inhibidores se 

mantuvieron en contacto con las células durante 15 minutos. Adicionalmente, para la 

rifamicina SV y el phloridzin se ensayó un tiempo de preincubación superior (60 

minutos). Transcurrido este tiempo se retiró el inhibidor y se adicionó el patrón de 

As(III) preparado en medio HBSS. Posteriormente se llevó a cabo el ensayo de 

permeabilidad según lo descrito en el apartado 6.1. Los resultados obtenidos se 

compararon con los valores de Papp hallados en ausencia de inhibidores.  

Los ensayos de retención celular se llevaron a cabo en células Caco-2 sembradas en 

placas de 12 pocillos. Transcurrido el tiempo de diferenciación, las células se 

sometieron a los tratamientos con inhibidores y As(III) descritos con anterioridad. Una 

vez transcurridos los tiempos estipulados, las monocapas celulares se tripsinizaron y se 

determinó el número de células y la proteína total. Se procedió también a la 

cuantificación de arsénico mediante espectrometría de absorción atómica con 

generación selectiva de hidruros mediante trampa criogénica, según se describe en el 

apartado 14.4.  

 

7.4. Silenciamiento del ARNm de transportadores específicos mediante la técnica de 

siARN (ARN pequeño de interferencia)  

La transfección se realizó empleando siARN y reactivo de transfección de Qiagen 

(Izasa, España), siguiendo las recomendaciones descritas en Qiagen’s HiPerFect 

Transfection Reagent Handbook, con modificaciones. Los genes seleccionados fueron 

OATPB, AQP10, GLUT5 y NaPiIIb.  



Metodología 
 

92 

Los ensayos de silenciamiento génico con siARN se llevaron a cabo inicialmente en 

células Caco-2 diferenciadas (13-14 días postsiembra), con el fin trabajar con células en 

las mismas condiciones que las empleadas en el resto de estudios de transporte 

realizados en la tesis. Tras varias pruebas se evidenció que las células Caco-2 

diferenciadas son poco sensibles a la transfección. Un incremento de la concentración 

del reactivo de transfección o del siARN no mejoró la eficacia del proceso y produjo 

efectos tóxicos sobre el cultivo celular. Se ensayó como posible alternativa el uso de 

transfecciones secuenciales. Para ello se sembraron las células y tras 24 horas en cultivo 

se realizaron transfecciones consecutivas cada 48 horas. Tras la segunda transfección se 

observaron efectos tóxicos que no permitieron mantener el cultivo en estas condiciones.  

Dado que la transfección sólo pudo llevarse a cabo en células no diferenciadas (24 

horas postsiembra), fue necesario evaluar la expresión de los transportadores de interés 

a los tiempos de aplicación de la transfección. Así, las células Caco-2 se sembraron a 

una densidad de 7.5 × 105 células/cm² en placas de 12 pocillos utilizando DMEMc 

como medio de cultivo. Transcurridas 24 horas desde la siembra, se llevó a cabo un 

estudio de expresión génica en el que se evaluó la posibilidad de detectar GLUT5, 

AQP10, OATPB y NaPiIIb bajo estas condiciones. Tras este primer ensayo, en el que 

confirmó la expresión de los genes a estudiar, se llevó a cabo la transfección con los 

distintos siARN (Tabla 9).  

Para la transfección, las células se tripsinizaron, contaron y diluyeron en DMEMc 

sin antibióticos ni antifúngicos. Se sembraron en placas de 24 pocillos a una densidad 

de 7.5 × 105 células/cm² y se incubaron 24 horas en las condiciones estándar de cultivo. 

Posteriormente se procedió al silenciamiento. Para ello, se diluyó el correspondiente 

siARN a una concentración final de 50 nM en 100 µL de DMEM sin ningún 

suplemento, se adicionó el reactivo de transfección (10 µL) y se agitó en un vórtex 

durante 1 minuto. La mezcla se incubó durante 15 minutos para permitir la formación 

de complejos de transfección y transcurrido este tiempo se adicionó al cultivo celular. El 

silenciamiento se evaluó a las 24 horas para GLUT5 y NaPiIIb, y a las 48 horas para 

OATPB y AQP10. Los tiempos de transfección se seleccionaron en base a los datos de 

viabilidad. Se utilizó qPCR cuantitativa en las condiciones descritas en el apartado 12.4.  
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El silenciamiento se monitoreó adicionalmente mediante la observación en el 

microscopio óptico del cultivo celular transfectado con un control de muerte celular (All 

Start HS Cell Death Control siARN, Qiagen). La observación se realizó a las 2, 4, 6, 24 

y 48 horas. En todos los ensayos se sembraron en paralelo controles con reactivos de 

transfección, controles siARN sin reactivo de transfección y controles de células 

cultivadas en medio DMEMc sin reactivo de transfección ni siARN. En ellos se evaluó 

la expresión de los distintos transportadores por qPCR.  

En las células transfectadas y en los controles se llevaron a cabo estudios de 

captación celular de arsénico a las 48 horas postransfección para OATPB y AQP10, y a 

las 24 horas postransfección para GLUT5 y NaPiIIb. Para ello, tras retirar el medio y 

lavar las células con HBSS se adicionó al cultivo As(III) o As(V) durante 2 horas, 

tiempo tras el cual se lavó la monocapa tres veces con PBS. Las células se recuperaron 

y se lisaron con Tritón X-100 (0.1%, m/v). La retención celular de arsénico se 

cuantificó mediante la metodología descrita en el apartado 14.4 (CT-HT-AAS). 

 



 

 

Tabla 9. Secuencia de los ARN de interferencia empleados en los ensayos de transfección transitoria. 

 

siARN GenBank Gen Secuencia 5´-3 

Hs_SLCO2B1_7 NM_001145211 
SLCO2B1 

(OATPB) 

F: GGAGCAAGAGGGUCUUCUUTT 

R: AAGAAGACCCUCUUGCUCCAG 

Hs_SLCO2B1_10 NM_001145211 
SLCO2B1 

(OATPB) 

F: CAGGUAUGCUUGUCAUCCATT 

R: UGGAUGACAAGCAUACCUGGG 

Hs_AQP10_4 NM_080429 AQP10 
F: GUUGGCACAGCCACUUATT 

R: UAAGUGGCUGUGCCAACGGTG 

Hs_SLC34A2_5 NM_001177998 
SLC34A2 

(NaPiIIb) 

F: CAUGACCUUCAUCGUACATT 

R: UGUACGAUGAAGGUCAUGCCT 

Hs_SLC2A5_3 NM_001135585 
SLC2A5 

(GLUT5) 

F: GAAUCUCCUUGCAAACGUATT 

R: UACGUUUGCAAGGAGAUUCCG 
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8. Factores que afectan el transporte intestinal de arsénico inorgánico 

En este apartado, y siguiendo con los estudios sobre el transporte intestinal, se ha 

evaluado el efecto de algunos compuestos sobre la Papp y la retención celular de As(III) 

y As(V) por células Caco-2 diferenciadas en sistemas Transwell®. Como en apartados 

anteriores, se describen a continuación los protocolos generales de trabajo mientras que 

las condiciones particulares de cada ensayo se detallan en el correspondiente apartado 

de resultados. En todos los ensayos, la integridad de la membrana se monitoreó como se 

describe en el apartado 6.5. 

 

8.1. Efecto del GSH 

Se evaluó la Papp y la retención celular de As(V) y As(III) en presencia de GSH. Los 

patrones se prepararon en medio HBSS con 5 mM de GSH, ajustando el pH a 7.2 con 1 

M de NaHCO3 (PAA). Los estudios se llevaron a cabo en dirección apical-basal y basal-

apical con un tiempo de exposición de 120 min. El cálculo de la Papp y de la retención 

celular se realizó según lo descrito en el apartado 6.1. Los resultados obtenidos se 

compararon con los valores de Papp hallados en ausencia de GSH.  

 

8.2. Efecto de sales biliares.  

Se evaluó la influencia de las sales biliares (25 mg/mL, Sigma), en la Papp y en la 

retención celular de As(III) y As(V). Las sales biliares se diluyeron en HBSS y se 

adicionaron al compartimento apical durante 15 minutos para acondicionar la monocapa 

celular. Posteriormente se adicionó la cantidad de As(V) o As(III) necesaria para 

alcanzar la concentración deseada y se llevó a cabo el estudio de permeabilidad en 

dirección apical-basal durante 120 min de exposición. El cálculo de la Papp y de la 

retención celular se realizó según lo descrito en el apartado 6.1. Los resultados 

obtenidos se compararon con los valores de Papp hallados en ausencia de sales biliares.  
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8.3. Efecto del extracto de té verde  

El efecto del extracto de té verde (ETV, Plantextrakt, Alemania) sobre el transporte 

y la retención celular de As(III) y As(V) fue ensayado en dirección apical-basal. Para 

ello se preparó una disolución de 10 µg/mL de ETV en HBSS-HEPES a pH 7.2. Este 

medio se adicionó sobre la monocapa celular y se mantuvo en contacto durante 15 

minutos. Transcurrido este tiempo se adicionó al medio apical la disolución de As(III) o 

As(V) preparada en HBSS-HEPES a pH 7.2 y ETV (10 µg/mL) y se procedió al estudio 

del transporte durante 240 minutos de exposición. El cálculo de la Papp y de la retención 

celular se realizó según lo descrito en el apartado 6.1. Los resultados obtenidos se 

compararon con los valores de Papp hallados en ausencia del extracto de  té verde. 

 

9. Evaluación de la influencia del modelo in vitro de epitelio intestinal sobre la 

permeabilidad de las formas arsenicales 

En este apartado se ha evaluado la influencia del modelo in vitro de epitelio 

intestinal (Caco-2 y cocultivos Caco-2/HT29-MTX) sobre el coeficiente de 

permeabilidad aparente, la tasa de transporte y la retención celular de las especies 

arsenicales pentavalentes y trivalentes.  

 

9.1. Estudio de permeabilidad y acumulación celular en cocultivos Caco-2/HT29-MTX  

La siembra de los cocultivos Caco-2/HT29-MTX se realizó a una densidad de 6.5 × 

104 células/cm², ensayándose distintas proporciones de ambas líneas celulares (90/10, 

50/50 y 30/70). Se utilizó medio HT-DMEMc, adicionando 1.5 mL al compartimento 

apical y 2 mL al compartimento basal. Las células se mantuvieron en Transwell® hasta 

alcanzar la diferenciación (12-14 días postsiembra). Posteriormente se acondicionaron 

durante 15 minutos con HBSS suplementado con 10 mM de HEPES y durante 120 

minutos se expusieron de forma independiente a las distintas especies arsenicales 

[As(V), MMA(V), DMA(V), As(III), MMA(III) y DMA(III)]. El cálculo de la Papp y la 
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retención celular se realizó según lo descrito en el apartado 6.1. Los resultados 

obtenidos se compararon con los valores hallados para el monocultivo Caco-2. 

En todos los ensayos se evaluó la integridad de la monocapa celular mediante la 

medida de la RET,  el cálculo del coeficiente de permeabilidad aparente o transporte del 

LY, y la viabilidad celular, tal y como se describe en el apartado 6.5. Se fijaron los 

siguientes criterios para considerar la membrana íntegra:  

- Valores de RET y transporte de LY con variaciones inferiores al 20% respecto 

al valor inicial y al control, para cada una de las proporciones de Caco-2/HT29-

MTX. 

- Valores de viabilidad celular al finalizar el ensayo ≥ 80% respecto al control.  

En los cocultivos y en el monocultivo Caco-2 se estimó el radio de poro de las 

uniones estrechas mediante la ecuación  

R = 2.96 × 106 × PLY + 4.94 (Saitoh el al., 2004) 

 Donde:   R es el radio de poro de la unión estrecha 

PLY  es el coeficiente de permeabilidad aparente del LY  

 

9.2. Efecto del mucus sobre la retención celular de MMA(III) y DMA(III) en  HT29-

MTX  

La influencia de la presencia de la capa de mucus secretada por las HT29-MTX en la 

captación de especies arsenicales metiladas trivalentes se llevó a cabo en células 

sembradas en placas de 6 pocillos y mantenidas 13-14 días. Transcurrido este tiempo se 

expusieron a MMA(III) y DMA(III) 1 µM en medio MEM. Tras la exposición, se 

recuperó el medio y el mucus fue separado de la monocapa celular siguiendo el método 

descrito por Mahler el al. (2008) con modificaciones, tal y como se describe en el 

apartado 5.3.3.  
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9.3. Estudio del transporte del arsénico presente en alimentos por distintos modelos 

celulares de epitelio intestinal  

El estudio se realizó empleando muestras de arroz (Oryza sativa), ajo (Allium 

sativum) y alga parda (Hizikia fusiforme). Las muestras de arroz y alga se cocinaron en 

agua Mili-Q (18.2 MΩ cm), mientras que el ajo se cocinó con un patrón acuoso de 

As(V) (1 mg/L).  

Tras el cocinado, los alimentos se sometieron a una proceso de digestión 

gastrointestinal in vitro tal y como se describe en el apartado 4.1. La fracción soluble 

obtenida tras la digestión gastrointestinal se empleó para el estudio del transporte y 

retención de arsénico en las monocapas celulares formadas por distintas proporciones 

Caco-2/HT29-MTX. 

La fracción soluble no puede adicionarse directamente al cultivo celular. 

Previamente es necesario inactivar los enzimas proteolíticos utilizados en el proceso y 

ajustar el pH y la osmolalidad de las fracciones solubles a valores fisiológicos que 

permitan conservar la integridad de la monocapa celular. Para inactivar las proteasas, la 

fracción soluble se sometió a un tratamiento térmico a 100 ºC durante 4 minutos y 

posteriormente se sumergió en un baño de hielo durante 10 minutos. A la fracción 

soluble inactivada, se le adicionó glucosa (5 mM concentración final; Sigma) y HEPES 

(50 mM concentración final), componentes necesarios para mantener la viabilidad y 

actividad celular durante los ensayos, ajustando el pH entre 7.2-7.5 mediante la adición 

de HCl 3 mol/L (Merck) o NaOH 0.5 mol/L (Panreac). Finalmente la osmolaridad se 

ajustó a valores entre 300-310 osmol/Kg, mediante la adición de NaCl (Panreac) o agua 

desionizada. Se utilizó para la determinación de la osmolaridad un osmómetro 

crioscópico (Osmomat 030-D, Alemania).  

Una vez tratadas las fracciones bioaccesibles de ajo, arroz y alga según se ha 

descrito, se adicionó 1.5 mL de cada una de ellas al cultivo Caco-2 y a los cocultivos 

Caco-2/HT29-MTX en las proporciones 90/10 y 50/50. Se evalúo la captación celular y 

el transporte al lado basal a los 120 min de exposición. Durante los ensayos de 

transporte se evaluó la integridad de la monocapa mediante la determinación de la RET 
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a tiempo inicial y final de ensayo, y mediante la determinación del transporte de LY a 

los 120 min (apartado 6.5). 

 

10. Estudios de toxicidad en células Caco-2 

Los ensayos de toxicidad en células Caco-2 se llevaron a cabo en distintas 

condiciones. Con el objeto de facilitar la interpretación posterior de los resultados 

obtenidos, las concentraciones y tiempos utilizados en cada uno de los ensayos se han 

detallado en el correspondiente apartado de resultados. Las células se sembraron a una 

densidad de 7.5 × 104 células/cm² en DMEMc, y tras su diferenciación celular se llevó a 

cabo la exposición a especies arsenicales para valorar los siguientes parámetros: 

actividad mitocondrial, generación de especies reactivas de oxígeno, tasa de 

peroxidación lipídica, niveles de glutatión oxidado/reducido, actividades enzimáticas 

relacionadas con la maquinaria antioxidante, viabilidad celular, tipo de muerte celular, 

actividad caspasa-3 y expresión diferencial de metaloteoneínas (MT) y proteínas de 

choque térmico (HSP).  

 

10.1. Evaluación de la actividad mitocondrial  

Para los ensayos se empleó resazurina sódica (10-óxido de 7-hidroxi-3hidro-

fenoxacin-3-ona sal sódica, Sigma). Las células diferenciadas durante 11-12 días 

postsiembra en placas 96 pocillos, se expusieron a las especies arsenicales pentavalentes 

[As(V), MMA(V) y DMA(V)] y trivalentes [As(III), MMA(III) y DMA(III)] preparadas 

en medio MEM. Tras la exposición, se retiró el medio y el cultivo se lavó con PBS. 

Posteriormente, se añadieron 500 µL de disolución de resazurina (10 µg/mL en MEM) y 

se incubó durante 4 horas a 37 ºC, 95% humedad relativa y flujo de CO2 del 5%. La 

reducción de la resazurina se determinó por espectrofotometría con lecturas a longitudes 

de onda de 570 y 600 nm (lector de microplacas PowerWave HT, Bio-Tek). Los 

resultados se expresaron como porcentajes respecto a la absorbancia de las células no 

tratadas con arsénico. 
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10.2. Determinación de especies reactivas de oxígeno  

Se evaluó la generación de especies reactivas producida por las células Caco-2 

crecidas en placas de 96 pocillos (11-12 días), expuestas a especies pentavalentes 

[As(V), MMA(V) y DMA(V)] y trivalentes [As(III), MMA(III) y DMA(III)] preparadas 

en MEM, durante 24 horas. Como control positivo se emplearon células tratadas con 2 

mM de H2O2 (Prolabo).  

Tras los tratamientos, el medio fue eliminado y las células se lavaron con PBS. Se 

adicionaron 100 μL de 2', 7'- diclorofluoresceína diacetato 100 µM (DCFDA, Sigma) 

preparada en PBS y se incubó durante 30 minutos a 37 ºC. Tras este tiempo, el medio se 

eliminó, las células se lavaron con PBS, se lisaron utilizando Tritón X-100 (0.1% m/v 

en PBS, 150 µL) y determinó la fluorescencia (λexcitación = 488 nm; λemisión = 530 nm) 

utilizando un lector de microplacas PolarSTAR OPTIMA. Los valores de fluorescencia 

obtenidos se normalizaron por mg de proteína cuantificada por el método Bradford 

(apartado 13) y se expresaron como porcentajes frente al control no tratado. 

 

10.3. Determinación de sustancias reactivas al acido tiobarbitúrico (TBARS)  

El método colorimétrico empleado para la determinación de TBARS en células 

Caco-2 se basó en el protocolo descrito por Aviello el al. (2011), con ligeras 

modificaciones. Brevemente, las células Caco-2 se sembraron en placas de 6 pocillos y 

tras un periodo de diferenciación de 14-15 días las células se trataron con As(III), 

MMA(III) y DMA(III) en MEM durante 24 horas. Tras este tiempo, las células se 

lavaron con PBS y se recuperaron en Tritón X-100 (0.1% m/v, 0.5 µL) en PBS. Sobre el 

lisado celular se adicionó 0.5 mL de ácido tricloroacético (TCA, 10% m/v, Merck). Tras 

centrifugación a 11000 rpm durante 10 min, se añadieron 0.5 mL de ácido tiobarbitúrico 

0.67% m/v (Fluka). La mezcla se calentó a 80 ºC durante 30 minutos y posteriormente 

se enfrió en hielo. Los equivalentes de malondialdehído (MDA) se midieron a una 

longitud de onda de 532 nm, mediante un lector de microplacas PolarSTAR OPTIMA. 

La cuantificación se realizó frente a una curva de calibración de malondialdehído, MDA 

(0, 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10, 25 y 50 µM; Sigma). Los resultados se expresaron como 

porcentaje de equivalentes de MDA respecto al control.  
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10.4. Cuantificación de los niveles de glutatión oxidado (GSSG) y reducido (GSH) 

Los niveles de GSH y GSSG se determinaron aplicando el método descrito por 

Hissin y Hilf (1976). Las células Caco-2 se sembraron en placas de 96 pocillos y se 

mantuvieron durante 11-12 días, hasta su diferenciación. Posteriormente se trataron 24 

horas con As(V), MMA(V), DMA(V), As(III), MMA(III) y DMA(III) en MEM. Como 

control positivo se emplearon células tratadas con 1 mM de H2O2. Tras los distintos 

tiempos de exposición se retiraron los tratamientos y se lavó la monocapa con PBS. Se 

lisaron las células con 0.1 mL de Tritón X-100 (0.1% m/v) en tampón Tris 20 mM pH 

7.2 (Sigma). Para la cuantificación de GSH y GSSG se utilizaron 10 µL de lisado 

celular y se aplicó el protocolo descrito en el apartado 4.3. Las concentraciones de GSH 

y GSSG se calcularon mediante interpolación en curvas de calibrado independientes (0, 

5, 10, 25, 50, 100, 150 y 200 µg/mL; Sigma). Los valores obtenidos se normalizaron por 

mg de proteína. 

 

10.5. Determinación de la actividad de enzimas antioxidantes  

Las células Caco-2 se sembraron en placas de 6 pocillos y tras su diferenciación (14-

15 días) se trataron 24 horas con especies arsenicales trivalentes [As(III), MMA(III) y 

DMA(III)]. Tras el tratamiento las células se recuperaron y se incubaron en hielo 

durante 30 minutos en tampón de lisis [1 mM EDTA, 1 mM fluoruro de fenil metil 

sulfonilo (PMSF, Sigma), Tritón X-100 (0.1% m/v) y 1 mM ditiotreitol (DTT, Sigma)]. 

Tras la centrifugación a 11000 rpm durante 4 minutos, se separó el sobrenadante y se 

determinó la actividad glutatión peroxidada (GPX) y catalasa (CAT). Como control 

positivo se emplearon células tratadas con 2 mM de H2O2. Los datos obtenidos en los 

distintos ensayos se normalizaron por mg de proteína. 

La actividad de la enzima GPX se evaluó siguiendo el protocolo descrito por 

Esworthy el al. (2001) con ligeras modificaciones. Brevemente, en placas de 96 pocillos 

se añadieron 20 µL de lisado celular, 5 µL de glutatión reductasa 46 U/mL (Sigma), 20 

µL de nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH) 2 mM (Sigma), 20 µL de 

GSH 10 mM y 5 µL azida sódica 2.25 mM (Panreac), completando hasta 200 µL con 
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tampón fosfato (NaH2PO4 0.05 M, pH 7.0). Se cuantificó la absorbancia de esta mezcla 

(340 nm durante 5 minutos) utilizando un lector de placas PolarSTAR OPTIMA. 

Posteriormente se añadieron 10 µL de H2O2 10 mM a cada uno de los pocillos y se 

realizó una nueva lectura a 340 nm durante 30 minutos. Los cambios en la absorbancia a 

340 nm se determinaron mediante la representación de los valores de absorbancia en 

función del tiempo. La actividad enzimática se calculó mediante la siguiente ecuación:  

Actividad Gpx (nmol/min/mL) = [∆A340/min/0.00373 µM-1] x [0.2 mL/0.02 mL]  

El coeficiente de extinción molar del NADPH a 340 nM (0.00622 µM-1 cm-1) se 

ajustó a la longitud del paso del pocillo (0.6 cm).  

La actividad de la enzima CAT se determinó según el método descrito por Li y 

Schellhorn (2007) con ligeras modificaciones. Brevemente, en un volumen de reacción 

de 250 µL se añadieron 230 µL de tampón fosfato (NaH2PO4 0.05 M, pH 7.0), 10 µL de 

lisado celular y 10 µL de H2O2 para una concentración final de 10 mM. Inmediatamente 

se realizó una lectura espectrofotométrica a 240 nm cada 10 segundos durante 3 minutos 

(25 ºC) (lector de placas PolarSTAR OPTIMA). Adicionalmente, se realizaron lecturas 

de enzima purificada (Sigma, 0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 unidades) y de H2O2 en 

un intervalo entre 5-50 mM. Las muestras se diluyeron con tampón fosfato en caso de 

ser necesario. La actividad de la catalasa se calculó en base a la tasa de descomposición 

del H2O2, proporcional a la reducción en la absorbancia a 240 nm, mediante la siguiente 

ecuación:  

Actividad catalasa (nmol/min/mL) = [∆A340/min/ 0.000028 µM-1] x [0.25 mL/0.01 

mL] x dilución de la muestra.  

El coeficiente de extinción molar del H2O2 a 240 nM (0.00004 µM-1 cm-1) se ajustó a 

la longitud del paso del pocillo (0.7 cm). 

 

10.6. Evaluación de viabilidad, apoptosis y necrosis mediante citometría de flujo  

Los niveles de células apoptóticas, necróticas y viables se midieron por citometría 

de flujo, empleando una doble tinción de anexina conjugada con fluoresceína 

isotiocianato (anexina V-FITC) y yoduro de propidio (IP).  
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Tras 14-15 días de diferenciación en placas de 24 pocillos, las monocapas celulares 

se trataron durante 2 y 24 horas con disoluciones de As(III), MMA(III) y DMA(III) 

preparadas en medio MEM. Se realizaron tratamientos con estaurosporina 2 µM 

(Sigma) como control positivo de apoptosis. Transcurridos los tiempos estipulados, las 

células se trataron con tripsina-EDTA y se centrifugaron (2000 rpm; 5 minutos). A 

continuación se eliminó el sobrenadante, las células se lavaron con PBS y se 

resuspendieron en 200 µL de tampón de unión de anexina [10 mM HEPES pH 7.4; 140 

mM NaCl (Panreac); 2.5 mM CaCl2 (Panreac)]. Posteriormente se adicionaron 5 µL de 

anexina V-FITC (Gibco, Invitrogen, España) y 10 µL IP (1 µg/mL, Sigma) a 100 µL de 

esta suspensión. Las células se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente en 

oscuridad. Posteriormente se adicionó tampón de unión a anexina hasta completar el 

volumen a 400 µL y las muestras se analizaron por citometría de flujo (Beckman 

Coulter Epics XL-MCL). Todos los ensayos se realizaron por triplicado dos días 

independientes y se analizaron en cada lectura 10000 eventos. 

En la figura 19 se presenta una imagen de citometría de flujo con la distribución de 

las poblaciones celulares tras la doble tinción IP/Anexina-FITC. Las células del 

cuadrante inferior izquierdo [(FITC (-), IP (-)] representan las células viables. Las 

células necróticas [FITC (-), (IP(+)] se localizan en el cuadrante superior izquierdo, 

mientras que células en estadio temprano [(FITC (+), IP (-)] y avanzado [(FITC (+), IP 

(-)] de apoptosis se localizan en los cuadrantes derechos y se cuantifican sin distinción 

en células apoptóticas.  
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Figura 19. Distribución de Caco-2 en citometría de flujo tras tincion con ioduro de propidio y 

anexina V-FITC. 

10.7. Determinación de la actividad caspasa-3  

La determinación se basó en la detección del compuesto coloreado p-nitroanilina 

(pNA) formado tras la ruptura de un substrato cromogénico de esta enzima, Ac-DEVD-

pNA (Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanilina, Sigma). 

Las células Caco-2 sembradas en placas de 6 pocillos se diferenciaron durante 14-15 

días y transcurrido este tiempo se expusieron 24 horas a As(III), MMA(III) y DMA(III) 

en MEM. Se realizaron tratamientos con estaurosporina 2 µM (Sigma) como control 

positivo de apoptosis. Tras los tratamientos, las células se tripsinizaron y se lavaron tres 

veces con PBS. Al residuo celular se le adicionó tampón de lisis [50 mM HEPES, 5 mM 

3-[(3-Colamidopropil)- dimetilamonio]-propano sulfonato (CHAPS, Sigma), 5 mM 

DTT] y se incubó 20 minutos en hielo. La mezcla se centrifugó a 11000 rpm durante 4 

minutos y el sobrenadante (5 µL) se incubó con 85 µL del tampón de ensayo [20 mM 

HEPES, 0.1% CHAPS, 2 mM EDTA, 5 mM DTT, pH 7.4] y 10 µL del sustrato de la 

caspasa (2 mM). Las placas se incubaron a 37 ºC y se procedió a la lectura a 405 nm 

durante 180 minutos (PolarSTAR OPTIMA) cada 5 minutos durante la primera hora, y 

a intervalos de 15 minutos el tiempo restante. Los valores se interpolaron frente a una 
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curva de p-nitroanilina (0, 10, 20, 50, 100 y 200 µM; Sigma). Los valores obtenidos se 

normalizaron por mg de proteína. 

 

10.8. Expresión diferencial de metalotioneínas y proteínas de choque térmico  

Las células Caco-2 sembradas en placas de 6 pocillos se diferenciaron durante 14-15 

días y transcurrido este tiempo se expusieron a As(III), MMA(III) y DMA(III) en MEM 

durante 2, 4, 6, 24 y 48 horas. Posteriormente, las células se lavaron tres veces con PBS 

y se recuperaron para la extracción de ARN y posterior obtención de ADNc siguiendo el 

protocolo descrito en el apartado 12.  

La evaluación de la expresión diferencial se realizó mediante qPCR tal y como se 

describe en el apartado 12.4. La secuencia de los oligonucleótidos empleados para la 

amplificación de estos genes se muestra en la tabla 10. Los genes evaluados fueron los 

siguientes: 

- Metalotioneínas (MT): MT1A, MT1B y MT2A. 

- Proteínas de choque térmico (HSP): HSP27, HSP70 y HSP90. 



 

 

Tabla 10. Oligonucleótidos utilizada para la amplificación de metalotioneínas y proteínas de estrés térmico.  
 

Gen GenBank Secuencia 5’-3’ 
Longitud del 

amplicón (bp) 
Eficacia Referencia 

MT1A NM_005946.2 F: CTCGAAATGGACCCCAACT 
R: ATATCTTCGAGCAGGGCTGTC 219 1.85 ± 0.21 Yamasaki el al., 2007 

MT1B NM_005947.2 F: GCCCTGACTTCTCATATCTTG 
R: GGCACTTCTCTGATGAGCCTT 224 1.94 ± 0.32 Oppermann el al., 2001 

MT2A NM_005953.3 F: AAAGGGGCGTCGGACAAGT 
R: TAGCAAACGGTCACGGTCAG 126 1.88 ± 0.22 Song and Freedman, 2005 

HSPB1 
(HSP27) NM_001540.3 F: ATGGCTACATCTCCCGGTGC 

R: ACAGGGAGGAGGAAACTTGGG 81 1.81 ± 0.15 Hu el al., 2008 

HSPA1A 
(HSP70) NM_005345.5 F:GGAAGGACCGAGCTCTTCTCGC 

R:AGGAGTAGGTGGTGCCCAGGTC 136 2.01 ± 0.19 Alard el al., 2009 

HSP90AB1 
(HSP90) NM_007355.2 F:GGCAGTCAAGCACTTTTCTGTAG 

R: GTCAACCACACCACGGATAA 199 1.97 ± 0.37 Yao el al., 2010 
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10.9. Evaluación de la morfología nuclear y del citoesqueleto mediante microscopia de 

fluorescencia  

Las células Caco-2 se sembraron en DMEMc sobre cubreobjetos redondos (20 mm 

de diámetro) colocados sobre placas de plástico de 6 pocillos. Los cubreobjetos se 

esterilizaron previamente mediante inmersión en etanol. La densidad de siembra fue de 

5 x 104 células/cm2 y se mantuvieron en cultivo durante 8-9 días, cambiando el medio 

cada 2-3 días. Transcurrido este tiempo se retiró el medio DMEMc y la monocapa se 

lavó con MEM.  

Para la evaluación de la morfología nuclear, las células se trataron con As(III) 10 

µM, MMA(III) 1 µM y DMA(III) 5 µM durante 24 horas en MEM. Se realizaron 

preparaciones por triplicado y en todos los ensayos se incluyeron células control sin 

ningún tratamiento con arsénico pero mantenidas el mismo tiempo en cultivo. 

Transcurrido el tiempo de tratamiento las células se lavaron con PBS y se fijaron con 

paraformaldehído (4% m/v) en PBS durante 15 minutos. Posteriormente las células se 

lavaron 3 veces con PBS y se permeabilizaron con Tritón X-100 0.1% (m/v) en PBS 

durante 5 minutos. A continuación se realizaron 3 lavados con PBS y se secó la 

monocapa celular. La tinción de núcleos se llevó a cabo con diclorhidrato de 4',6-

diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Sigma), 5 µg/mL, en oscuridad durante 10 minutos. El 

exceso de colorante se retiró lavando la monocapa con PBS.  

La evaluación de la distribución de la actina filamentosa y la estructura del 

citoesqueleto celular se llevó a cabo en células Caco-2 tratadas con As(III) 10 µM en 

MEM durante 24, 48 y 72 horas. Adicionalmente se realizaron controles sin arsénico 

mantenidos el mismo tiempo en cultivo y tratamientos con citocalasina B (5 µg/mL) 

(Sigma) durante 4 horas. Este compuesto es un inhibidor de la polimerización de la 

actina globular que evita su agregación y la formación de la actina filamentosa. El 

procedimiento de fijación y permeabilización fue el mismo que el descrito 

anteriormente. La tinción fluorescente se llevó a cabo con 400 µL de faloidina 

conjugada con isotiocianato de tetrametilrodamina (TRITC; Sigma) (100 µg/mL) 

durante 20 minutos en oscuridad. Tras este tiempo se lavó la monocapa 2 veces con 

PBS y se aplicó una disolución de DAPI, 5 µg/mL, durante 10 minutos.  
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Finalmente las muestras se montaron en glicerol-PBS (1:1) y se observaron en un 

microscopio de fluorescencia Nikon eclipse 90i (DAPI: λexcitación = 340 nm; λemisión = 485 

nm; faloidina-TRITC: λexcitación = 540 nm; λemisión = 605 nm). 

 

11. Estudio de la respuesta inflamatoria de las células epiteliales del intestino 

expuestas a especies arsenicales trivalentes 

Los estudios sobre respuesta inflamatoria se llevaron a cabo en monocultivos Caco-

2 en estado diferenciado y en cocultivos Caco-2 diferenciadas/células mononucleares de 

sangre periférica (PBMCs). En ambos casos, tras la exposición a las formas arsenicales 

trivalentes [As(III), MMA(III) y DMA(III)] a distintos tiempos, se evaluó la expresión 

diferencial de citoquinas proinflamatorias y la liberación de éstas al medio de cultivo. 

Así mismo se evaluó el efecto inflamatorio de la co-exposición de estas formas 

arsenicales con el lipopolisacárido (LPS) de Salmonella enterica subgrupo enterica 

serotipo typhimurium (Sigma).  

 

11.1. Estudios de respuesta inflamatoria en monocultivos Caco-2  

Los ensayos se llevaron a cabo en placas de 12 pocillos. Las células se sembraron a 

una densidad de 5 x 104 células/cm2 en DMEMc y se mantuvieron durante 12-14 días 

hasta su diferenciación. Transcurrido este tiempo se realizaron las adiciones de 1 µM 

As(III) y DMA(III), y 0.1 µM de MMA(III) solos o en combinación con LPS (10 

ng/mL). Las disoluciones se prepararon en MEM suplementado con HEPES (1 mM) y 

piruvato sódico (1  mM). A distintos tiempos (2, 4, 6, 24 y 48 horas) se retiró el 

sobrenadante y se almacenó a -80 ºC para el posterior análisis de los contenidos de 

citoquinas. La monocapa celular se lavó 3 veces con PBS, se recuperó por rascado y se 

centrifugó a 11000 rpm durante 1 min. Posteriormente se procedió a la extracción del 

ARN total del precipitado celular según el protocolo descrito en el apartado 12. Se 

realizaron controles no tratados con arsénico ni con LPS.  
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11.2. Aislamiento de las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) 

El aislamiento de los PBMCs se realizó sobre muestras sanguíneas obtenidas en el 

Centro de Transfusión de Valencia. El tipo de hemoderivado empleado fue Buffy Coat-

citrato fosfato dextrosa (BC-CPD). Las muestras procedieron de pacientes sanos y su 

selección fue aleatoria.  

Se utilizaron 15 muestras de BC-CPD para la optimización de las condiciones de 

estudio (densidad celular de siembra, estudios de viabilidad, concentraciones de tóxico 

y tiempos de exposición). Una vez optimizado el método de trabajo, se utilizaron entre 4 

y 6 muestras para llevar a cabo los estudios de respuesta inflamatoria ante la exposición 

a arsénico de los cocultivos Caco-2/PBMC. 

El método empleado para la obtención de células mononucleares se basó en la 

separación por gradiente, empleando para ello el reactivo Ficoll-PaqueTM PLUS (GE 

Healthcare). Las muestras sanguíneas se diluyeron 1/1 (v/v) con PBS. Se colocaron 20 

mL de Ficoll-Paque en tubos estériles Falcon de 50 mL y sobre esta solución se 

vertieron lentamente 20 mL de la sangre diluida (Figura 20, tubo izquierdo). Se 

procedió posteriormente a una centrifugación a 4 ºC y 2000 rpm durante 30 min, con 

acelerado y frenado suave. Tras este tiempo, se retiró el sobrenadante (suero) y el anillo 

celular formado sobre la solución de Ficoll se aspiró y trasvasó a un nuevo tubo (Figura 

20, tubo derecho). El sedimento celular se sometió a tres lavados consecutivos con PBS 

(1/1, v/v), tras cada uno de las cuales se realizó una centrifugación durante 10 minutos a 

1800, 1200 y 800 rpm respectivamente. 
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Figura 20. Fracciones formadas durante el aislamiento de PBMC. El tubo de la izquierda muestra 
las dos fases previas a las centrifugación (B, sangre diluida ½; F, Ficoll-Paque). El tubo de la 
derecha presenta las tres fases existentes tras la centrifugación (P, plasma; W, capa de células; R, 
resíduo). Imagen obtenida de http://hipc.stanford.edu/sops/pbmc-isolation-accuspin-conical-
method. 

 

Una vez obtenido un sedimento celular limpio, se procedió al recuento celular en un 

hematocitómetro. Para ello se realizó una tinción de exclusión con azul tripán 0.4% v/v. 

Las células se sembraron a una densidad de 1 x 106 células/cm2 en placas de 6 pocillos 

(Corning® CellBIND®) empleando medio RPMI 1640 medium (PAA) suplementado 

con 10% de suero fetal bovino. 

 

11.3. Estudios de respuesta inflamatoria en cocultivo Caco-2/PBMCs. 

Para llevar a cabo el cocultivo Caco-2/PBMC, las células Caco-2 sembradas sobre 

los insertos permeables Transwell tal y como se describe en el apartado 3, se 

incorporaron sobre los pocillos que contenían los PBMC aislados según el apartado 

http://hipc.stanford.edu/sops/pbmc-isolation-accuspin-conical-method
http://hipc.stanford.edu/sops/pbmc-isolation-accuspin-conical-method
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11.2. El medio DMEMc del cultivo Caco-2 se sustituyó por RPMI suplementado. El 

cocultivo Caco-2/PBMC se mantuvo durante 24 horas en contacto antes de realizar los 

tratamientos. 

Transcurrido el tiempo de contacto, el medio apical fue eliminado y las células 

Caco-2 se lavaron con RPMI sin suero. Posteriormente se adicionaron al compartimento 

apical los tratamientos con LPS y/o especies arsenicales todos ellos preparados en 

medio RPMI sin suero, antibióticos ni antifúngicos. Se realizaron exposiciones a 

distinto tiempo final (2, 4, 6 y 24 horas), tras los cuales el medio apical se recuperó para 

el posterior análisis de los niveles de citoquinas. Las células Caco-2 sembradas en los 

insertos se lavaron con PBS y se recuperaron por rascado y centrifugación (11000 rpm, 

1 min), para la extracción de ARN total. El medio basal también se recuperó, centrifugó 

(2000 rpm, 5 min, 4 ºC) y el sobrenadante se almacenó a -80 ºC para el posterior 

análisis de citoquinas y arsénico total (apartado 14.1). Los PBMCs recuperados tras la 

centrifugación del medio basal se combinaron con los obtenidos por rascado de las 

placas de seis pocillos y sobre ellos también se llevó a cabo la extracción de ARN. 

Los tratamientos se realizaron como mínimo por triplicado. Se realizaron controles 

no tratados con arsénico ni con LPS. La integridad de la monocapa formada por las 

células Caco-2 se evaluó mediante la lectura de la RET al principio y al final de las 

experiencias, y mediante la cuantificación del transporte del marcador LY, tal y como se 

describe en el apartado 6.5.  

 

11.4. Expresión diferencial de citoquinas proinflamatorias en monocultivos Caco-2 y en 

cocultivos Caco-2/PBMC 

Los ensayos de expresión diferencial se llevaron a cabo sobre las células tratadas 

con arsénico y/o LPS, y recuperadas como se describe en el apartado 11.1 para los 

ensayos con monocultivos Caco-2 y en el apartado 11.3 para los ensayos con cocultivos 

Caco-2/PBMCs. La extracción de ARN y posterior obtención de ADNc se realizaron 

siguiendo el protocolo descrito en el apartado 12.  
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La evaluación de la expresión diferencial se llevó a cabo mediante qPCR tal y como 

se describe en el apartado 12.4. La secuencia de los oligonucleótidos empleados se 

muestra en la tabla 11. Los genes evaluados fueron los siguientes: 

- Monocultivos Caco-2: Il1α, IL1β, IL6, IL8, TNFα. 

- Cocultivos Caco-2/PBMCs: IL6, IL8, TNFα, IL10 e IL13. 



 

 

Tabla 11. Oligonucleótidos de citoquinas empleados en qPCR. 
 

Gen Genbank Secuencia 5’- 3’ 
Tamaño 

amplicon (bp) 
Eficacia Referencia 

IL1α NM_000575.3 F: ATCATGTAAGCTATGGCCCACT 
R: CTTCCCGTTGGTTGCTACTAC 131 1.81 ± 0.3 http://pga.mgh.harvard.edu/

primerbank 

IL1β NM_000576.2 F: TCCCCAGCCCTTTTGTTGA 
R: TTAGAACCAAATGTGGCCGTG 91 1.93 ± 0.1 Locati el al., 2002 

IL6 NM_000600.3 F: AACCTGAACCTTCCAAAGATGG 
R: TCTGGCTTGTTCCTCACTACT 159 2.03 ± 0.3 http://pga.mgh.harvard.edu/

primerbank 

IL8 NM_000584.3 F: GAACTGAGAGTGATTGAGAGTGGA 
R: CTCTTCAAAAACTTCTCCACAAC 134 1.86 ± 0.1 Ohki el al., 2002 

IL10 NM_000572.2 F: GACTTTAAGGGTTACCTGGGTTG 
R: TCACATGCGCCTTGATGTCTG 112 1.79 ± 0.1 http://pga.mgh.harvard.edu/

primerbank 

IL13 NM_002188.2 F: CCTCATGGCGCTTTTGTTGAC 
R: TCTGGTTCTGGGTGATGTTGA 134 1.88 ± 0.4 http://pga.mgh.harvard.edu/

primerbank 

TNFα NM_000594.3 F: CCCAGGGACCTCTCTCTAATCA 
R: GCTACAGGCTTGTCACTCGG 80 1.98 ± 0.2 Uray el al., 2002 
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11.5. Determinación de los niveles de IL6, IL8 Y TNFα en monocultivos Caco-2 y en 

cocultivos Caco-2/PBMCs  

La liberación de las citoquinas proinflamatorias IL6, IL8 y TNFα se cuantificó en 

los medios obtenidos tal y como se describe en el apartado 11.1 para Caco-2 y en el 

apartado 11.3 para el cocultivo Caco-2/PBMCs. Las determinaciones se llevaron a cabo, 

empleando kits comerciales específicos para cada una de ellas (Gen Probe Human 

ELISA Kits, Diaclone). En cada ensayo se testaron las muestras de referencia incluidas 

en el kit para verificar el correcto funcionamiento de la técnica. El intervalo de 

cuantificación y los límites de sensibilidad establecidos por el fabricante se detallan en 

la siguiente tabla:  

Tabla 12. Intervalo de cuantificación y sensibilidad de los ensayos ELISA empleados para la 
cuantificación de citoquinas.  
 

Citoquina Intervalo de cuantificación (pg/mL) Sensibilidad (pg/mL) 

IL6 6.25-200 < 2 

IL8 62.5-2000 < 25 

TNFα 25-800 < 10 

 

12. Extraccion de ARN, retrotranscripción (RT) y reacción en cadena de la 

polimerasa cuantitativa (qPCR)  

 

12.1. Extracción del ARN total de los cultivos celulares  

Para la extracción del ARN de las células en cultivo se utilizó un kit comercial 

(NucleoSpin ARN II kit; Macherey-Nagel, Alemania), y se siguió el protocolo indicado 

por el fabricante.  
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12.2. Cuantificación del ARN  

El ARN se cuantificó por espectrofotometría a 260 nm y se comprobó la calidad del 

mismo por la relación de absorbancias 260/280 nm (Nanodrop ND-1000). 

Adicionalmente, la calidad del ARN se verificó visualmente tras una electroforesis en 

gel de agarosa al 1% (m/v), comprobándose la presencia de las bandas de ARN 

ribosómico (18S y 28S). 

 

12.3. Retrotranscripción (RT) 

Para realizar la transcripción del ARN total a ADNc se utilizó un kit comercial 

(Reverse Transcriptase Core Kit, Eurogentec Headquarters), siguiendo las 

especificaciones del fabricante. Para un volumen final de  reacción de 10 µL se llevó a 

cabo la mezcla que aparece en la tabla adjunta. La mezcla de reacción se sometió a una 

etapa inicial de calentamiento a 25 ºC durante 10 minutos. La retrotranscripción se llevó 

a cabo a 48 ºC durante 30 min. Por último, la inactivación del enzima se realizó por 

calentamiento a 95 ºC durante 5 min. 
 

Tabla 13. Reactivos empleados en la retrotranscripción. 

 

Componente Volumen 
(µL) Concentración final 

10X tampón de reacción 1 1X 

25 mM MgCl2 2 5 mM 

2.5 mM dNTP 2 500 µM cada dNTP 

Oligo dT 0.5 2.5 µM 

Inhibidor ARNsas 0.2 0.4 U/µL 

Retrotranscriptasa (EuroScript RT) 0.25 1.25 U/µL 

Agua libre de ARNsas 3.05 — 

Muestra (100 ng/µL) 1 100 ng ARN total 
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12.4. Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR)  

A partir del ADNc obtenido en el apartado anterior, se amplificó el gen de interés 

mediante la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), empleando para ello el equipo 

LightCycler® 480 Real-Time q-PCR System (Roche Diagnostics).  

Los reactivos y volúmenes empleados para un volumen final de reacción de 20 µL 

fueron los siguientes:  

- LightCycler® 480 SYBR Green I Master Mix (2X) (Roche): 10 μL 

- Oligonucleótidos (10 μM) (Biolegio): 2 μL 

- Agua libre de ARNsas y DNasas (Roche). 1 μL 

- ADNc (muestra): 5 μL 

Las condiciones utilizadas para la reacción qPCR se describen en la tabla 14. 

Tabla 14. Programa empleado para la reacción de qPCR. 

Programa Modo de 
análisis 

Modo de 
adquisición Ciclo 

Tempe-
ratura 

(ºC) 

Calenta-
miento 

(hh:mm:ss) 

Rampa 
(ºC/s) 

Pre-incubación Ninguno Ninguno 1 95 00:05:00 4.4 

Amplificación Cuantifica-
ción 

Ninguno 

40 

95 00:00:10 4.4 

Ninguno 55 00:00:10 2.2 

Puntual 72 00:00:20 4.4 

Curvas de 
disociación 

Curvas de 
disociación 

Ninguno 

1 

95 00:00:05 4.4 

Ninguno 65 00:01:00 2.2 

Continua 97 00:00:20 0.11 

Enfriamiento  Ninguno 1 40 00:00:10 0.15 
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En cada ensayo se evaluaron controles sin ADNc para verificar la ausencia de DNA 

genómico. Las curvas de disociación fueron analizadas tras cada ensayo para confirmar 

la especificidad del producto obtenido en la reacción.  

La elección del gen de referencia se llevó a cabo tras la evaluación de β-actina 

(ACTB), 18S ribosómico (18SRN) y gliceraldehído 3-fosfato dehidrogenasa (GAPDH) 

(Tabla 15). Tanto ACTB como GAPDH mostraron cambios significativos en su 

expresión tras los tratamientos aplicados, por lo que se descartaron como genes 

normalizadores. El gen normalizador seleccionado fue el 18SRN. Todos los ensayos se 

realizaron por cuadruplicado al menos en dos ensayos independientes. Las curvas de 

eficiencia para cada gen se calcularon empleando 5 diluciones seriadas de ½ sobre una 

mezcla de muestras control de cada tipo celular, ensayando 3 réplicas en 3 ensayos 

independientes. Los datos obtenidos se analizaron mediante el software REST 2006. 

 

 

 



 

 

Tabla 15. Oligonucleótidos de genes de referencia empleados en qPCR.  

 

Gen GenBank Secuancia 5’-3’ Tamaño del amplicón (bp) Eficacia Referencia 

RN18S1 NR_003286.2 F: CCATCCAATCGGTAGTAGCG 
R: GTAACCCGTTGAACCCCATT 151 1.94 ± 0.1 

http://pga.mgh.harvar
d.edu/ 

primerbank 
ACTB NM_001101.3 F: CTGGCGGCACCACCATGTACCCT 

R: GGAGGGGCCGACTCGTCATACT 205 1.98 ± 0.3 

GADPH NM_002046.4 F:CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT 
R:AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC 307 1.80 ± 0.2 Cario el al., 2000 

http://pga.mgh.harvard.edu/
http://pga.mgh.harvard.edu/
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13. Cuantificación de proteínas  

La cuantificación de proteínas en las células se llevó cabo mediante el método 

Bradfrod. Se siguió el protocolo especificado por el fabricante (Bio-Rad laboratorios). 

Brevemente, se preparó el reactivo de tinción mediante dilución 1:4 de la solución 

concentrada en agua Mili-Q y posterior filtración a través de un filtro Whatman 1. Se 

pipetearon 10 μL de muestra y 200 μL del reactivo de tinción diluido en los pocillos de 

una placa de 96. Se incubaron las muestras durante 5 minutos a temperatura ambiente y 

se leyó la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm mediante un lector de 

microplacas (PolarSTAR OPTIMA). Los resultados se interpolaron frente a una curva 

de calibrado de albúmina de suero bovino (100 mg/mL BSA, Sigma), preparada en el 

intervalo 0.05-0.5 mg/mL. 

 

 

14. Cuantificación de arsénico total y especies arsenicales 

 

14.1. Cuantificación de arsénico total mediante espectrometría de absorción atómica 

con cámara de grafito 

El contenido de arsénico en las muestras obtenidas de los ensayos con cultivos 

celulares (medio apical, basal y células) se cuantificaron mediante espectrofotometría de 

absorción atómica en cámara de grafito (GF-AAS) (Modelo AAnalyst 600, Perkin 

Elmer). Los medios se cuantificaron sin tratamiento adicional mientras que las células 

se trataron con 200 µL de Tritón X-100 (0.1% m/v) en PBS antes de su análisis. Las 

condiciones instrumentales empleadas se detallan en la tabla adjunta. 

El control del adecuado funcionamiento de la cuantificación se realizó a través del 

análisis de muestras de agua con un contenido de arsénico certificado: EnviroMAT 

drinking water (EP-H-2) y RTC QCI-049-1, ambas adquiridas a LGC Standards. 
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Tabla 16. Condiciones instrumentales empleadas en la cuantificación de arsénico mediante GF-
AAS. 
 

  Longitud de onda 193.7 nm 

Rendija 0.7 nm 

Corrección de fondo Zeeman 

Modo de medida Absorción integrada calculada por el software 

Tubos  Tubos de grafito pirolizados con plataforma de L’Vov  

Método de calibración Curva calibrado externa de As(V) en medio de cultivo 

Volumen de muestra 10 µL 

Modificador de matriz Pd (0.05-0.065 mg) y Mg(NO3)2 (0.003-0.004 mg) en 10 µL de 

HNO3 al 1% (v/v). 

Programa del horno de grafito 

Etapa 
Temperatura 

(ºC) 

Tiempo 

incremento 

de Tª (s) 

Tiempo 

permanencia (s) 

Flujo de Ar 

(mL/min) 

Secado 120 10 20 250 

Secado 300 5 15 250 

Mineralización 900 10 20 250 

Atomización 2100 0 5 0 

Limpieza 2450 1 3 250 

 

14.2. Cuantificación de arsénico total mediante espectroscopía de absorción atómica 

con generación de hidruros con inyección en flujo 

Para el análisis de arsénico total en los alimentos utilizados en esta tesis se procedió 

a su mineralizaron por vía seca y posterior cuantificación por espectrofotometría de 

absorción atómica con generación de hidruros mediante inyección en flujo (FI-HG-

AAS). Se utilizó un espectrofotómetro de absorción atómica (Perkin Elmer, modelo 

3300) acoplado a un sistema de inyección en flujo (Perkin Elmer, modelo FIAS-400) y 

a un muestreador automático (Perkin Elmer, modelo AS-90).  

La muestra (1-5 g) se trató con 2.5 mL de agente de mineralización [mezcla al 20% 

m/v de MgNO3 (Panreac) y 2% m/v de MgO (Merck)] y 5 mL de HNO3 7 mol/L 
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(Merck). La mezcla se evaporó a sequedad en un baño de arena (Raypa, modelo PL 

5125) y posteriormente se mineralizó en un horno mufla (Heraeus, modelo K1253), 

aplicando un ciclo temperatura-tiempo en el que tras una subida paulatina de la 

temperatura (50 ºC/hora), las muestras se mantuvieron 12 horas a 450 ºC. Si tras el ciclo 

de mufla se obtuvieron cenizas blancas se procedió a su disolución. En caso contrario, 

las cenizas se trataron con 5 mL de HNO3 (50% v/v), se secaron en un baño de arena y 

fueron sometidas nuevamente al programa temperatura-tiempo indicado anteriormente. 

Las cenizas blancas obtenidas tras la mineralización se disolvieron en HCl 6 mol/L 

(Merck) y en una disolución reductora [5% m/v KI (Panreac) y 5% m/v ácido ascórbico 

(Merck)]. Transcurridos 30 minutos, la disolución se filtró a través de papel Whatman 

No. 1 y se llevó a un volumen final, 10 mL o 25 mL en función de la muestra analizada, 

mediante la adición de HCl 6 mol/L. La proporción de reductor adicionado respecto al 

volumen final de disolución fue de 1:5.  

La cuantificación del arsénico total mediante FI-HG-AAS se llevó a cabo 

empleando las condiciones instrumentales descritas en la tabla adjunta. 

 

Tabla 17. Condiciones instrumentales empleadas en la cuantificación de arsénico mediante FI-
HG-AAS. 
 

Generación de hidruros 

   Muestra    0.5 mL 

   Disolución reductora NaBH4 0.2% (m/v) en NaOH 0.05% (m/v) 

Flujo 5 mL/min 
    Disolución ácida    HCl 10% (v/v). Flujo 10 mL/min 

   Gas transportador    Argón. Flujo 100 mL/min 

Espectroscopía de absorción atómica 

   Tª de atomización    900 ºC 

   Longitud de onda    193.7 nm 

   Rendija    0.7 nm 

   Lámpara de As    Lámpara de descarga sin electrodos; 400 mA 
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El control del adecuado funcionamiento de la cuantificación mediante FI-HG-AAS 

se realizó a través del análisis de muestras de agua con un contenido certificado de 

arsénico total: EnviroMAT drinking water (EP-H-2) y RTC QCI-049-1. El control de 

calidad del procedimiento de digestión y posterior redisolución, se realizó con 

materiales de referencia certificados de alimentos: Fucus sp. IAEA 140/TM (IAEA); 

Rice flour SRM1568a (NIST).  

 

14.3. Determinación de arsénico inorgánico mediante extracción selectiva con 

cloroformo y cuantificación mediante FI-HG-AAS 

En algunas de las muestras de alimentos utilizados en esta tesis se llevó a cabo la 

determinación de arsénico inorgánico [As(III)+As(V)]. Para ello se aplicó una digestión 

ácida, extracción del arsénico inorgánico con solventes orgánicos, retroextracción en 

medio ácido y cuantificación mediante FI-HG-AAS. 

Se pesó la muestra (1-2 g) en un tubo de centrífuga de plástico de 50 mL. 

Posteriormente se adicionaron 4.1 mL de agua Mili-Q y la mezcla se agitó 

mecánicamente durante 10 minutos hasta la completa humectación de la muestra. 

Finalmente se adicionaron 18.4 mL de HCl 12 mol/L (Merck) y tras agitar, se dejó en 

reposo durante toda la noche (12-15 horas).  

Posteriormente se adicionaron a la digestión ácida, 1 mL de una disolución de 

sulfato de hidracina (1.5% m/v, Merck) y 2 mL de HBr concentrado (48%, Fluka), 

agitándose mecánicamente la mezcla durante 1 minuto. A continuación se adicionaron 

10 mL de cloroformo (Merck), se agitó la mezcla mecánicamente durante 10 minutos y 

se centrifugó (2000 rpm/5 minutos) para separar la fase ácida de la fase clorofórmica. 

La fase clorofórmica se recuperó por aspiración y se depositó en un nuevo tubo de 

plástico de 50 mL. El proceso de extracción con cloroformo se repitió dos veces más. Al 

final de esta etapa del proceso, se recuperó un volumen de fase clorofórmica de 

aproximadamente 30 mL.  

El conjunto de las fases clorofórmicas se filtró (filtros de politetrafluoroetileno con 

un tamaño de poro de 0.45 µm; Whatman GD/X). El arsénico inorgánico presente en la 

fase clorofórmica se extrajo empleando HCl 1.2 mol/L. En una primera fase se 
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adicionaron 10 mL de HCl 1.2 mol/L, y la mezcla se agitó durante 5 minutos. Las fases 

se separaron por centrifugación (2000 rpm/5 minutos), y la fase ácida se recuperó por 

aspiración y se depositó en un vaso de precipitado. El proceso de extracción se repitió 

una vez más. 

Finalmente se procedió a la mineralización de la fase ácida en la que se encuentra el 

arsénico inorgánico. Para ello, se adicionaron 2.5 mL de agente de mineralización 

[mezcla de al 20% m/v de MgNO3 y al 2% m/v de MgO] y 10 mL de HNO3 

concentrado (14 mol/L), y la mezcla se evaporó a sequedad en un baño de arena. 

Posteriormente, se aplicó el proceso de mineralización en horno mufla, disolución de las 

cenizas blancas y cuantificación mediante FI-HG-AAS descrito para la determinación 

de arsénico total. 

Debido a la inexistencia de muestras certificadas para arsénico inorgánico, el control 

de la metodología se realizó comparando los valores de arsénico inorgánico hallados en 

la muestra de referencia certificada para arsénico total, Rice flour SRM1568a (NIST), 

con el intervalo de valores de arsénico inorgánico hallados previamente en dicha 

muestra, tanto por nuestro laboratorio como por otros grupos de investigación. 

 

14.4. Cuantificación de arsénico mediante espectrometría de absorción atómica con 

generación selectiva de hidruros mediante trampa criogénica  

Las especies arsenicales inorgánicas [As(III), As(V)], monometiladas (MMA) y 

dimetiladas (DMA) presentes en las muestras tanto procedentes de los ensayos con 

cultivos celulares (células, medios apical, medio basal, mucus) como de los estudios de 

digestión gastrointestinal (fracción soluble o digestión de los alimentos con ácido 

ortofosfórico), fueron cuantificadas mediante espectrofotometría de absorción atómica 

acoplada a la generación selectiva de hidruros mediante trampa criogénica (CT-HG-

AAS).  

La generación de arsinas se realizó a pH 1 y a pH 6. Para el ensayo a pH 1, en el 

frasco de reacción se mezcló la muestra, en un volumen variable en función de la 

concentración de arsénico existente en la misma, con 1 mL de disolución acuosa de 

antiespumante B al 1% (v/v) (Sigma) y 1 mL de HCl 6 mol/L. El volumen restante hasta 
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alcanzar 10 mL se completó con agua desionizada. Para el ensayo a pH 6, el HCl 6 

mol/L fue sustituido por 1 mL de 2.5 mol/L Tris-HCl (Sigma). 

El frasco de reacción se conectó al separador gas-líquido y se inyectó 1 mL de 

NaBH4 al 4% m/v (Panreac) en NaOH 0.02 mol/L. Tras la adición de NaBH4, el canal 

de reacción se purgó con 200 mL/min de He durante 2 minutos. 

Los hidruros de las arsinas generados en el frasco de reacción y transportados por 

una corriente de He, fueron retenidos en una resina Chromosorb WAW-

dimetildiclorosilano 46/60 (Sigma) colocada en un tubo de vidrio en forma de U 

sumergido en N2 líquido. El tubo de vidrio estaba rodeado por una resistencia de 1,6 

Ω/ft conectada a un transformador de salida variable. Transcurridos 2 minutos, la resina 

se retiró del N2 líquido y se calentó para conseguir la separación de las arsinas según su 

punto de ebullición (-55 ºC para la arsina; 2 ºC para la metilarsina; 35.6 ºC para la 

dimetilarsina). Las arsinas fueron transportadas hasta la celda de cuarzo del AAS 

procediéndose a la cuantificación de las especies arsenicales según las condiciones 

instrumentales que se muestran en la tabla 18. Un esquema del proceso se presenta en la 

figura 21. La integración de las señales se realizó en área de pico y la cuantificación se 

realizó frente a las curvas de calibrado de patrones. 

 

 
Figura 21. Representación esquemática del sistema CT-HG-AAS. 
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 pH 1 las formas trivalentes y pentavalentes generan arsinas, especiándose arsénico 

inorgánico [As(III)+As(V)], MMA [MMA(III)+MMA(V)] y DMA 

[DMA(III)+DMA(V)], mientras que a pH 6, solamente las formas trivalentes son 

capaces de generar arsinas (Devesa el al., 2004). Sin embargo, existen algunos estudios 

que han comprobado la generación de arsinas por parte de formas pentavalentes tioladas 

(DMAS, MMAS) a pH 7 (Regmi el al., 2007), a pesar que estudios más recientes han 

empleado este sistema de cuantificación para discriminar entre formas arsenicales 

trivalentes y pentavalentes en matrices biológicas complejas (Currier el al., 2011). 

Debido a estas discrepancias se considera que a pH 1 se detectan contenidos totales de 

arsénico inorgánico, MMA y DMA, mientras que a pH 6 se cuantifica el As(III) y 

formas metiladas trivalentes y/o formas metiladas pentavalentes tioladas.  

El control del adecuado funcionamiento de la cuantificación a pH 1 se realizó a 

través del análisis de las muestras de agua EnviroMAT drinking water (EP-H-2) y RTC 

QCI-049-1, certificadas para su contenido en As(V). 

Tabla 18. Condiciones instrumentales empleadas en la cuantificación de especies arsenicales 
mediante trampa criogénica-HG-AAS.  
 

Generación de hidruros  

   Muestra    Variable en función de la muestra 

   Diluyente     pH = 1 ⇒ 1 mL HCl 6 mol/L  

   pH = 6 ⇒ 1 mL Tris-HCl 2.5 mol/L  

   Antiespumante    1 mL antiespumante B 1% (m/v) 

   Reductor 1 mL de NaBH4 4% (m/v) en NaOH 0.02 mol/L  

   Gas transportador    He. Flujo 200 mL/min 

Espectroscopía de absorción atómica 

   Aire    140 mL/min 

   Hidrógeno    600 mL/min  

   Longitud de onda    193.7 nm 

   Rendija    0.7 nm 

   Lámpara de As    Lámpara de descarga sin electrodos; 400 mA 



Metodología 
 

126 

15. Análisis estadístico 

Los resultados se analizaron estadísticamente mediante análisis de varianza de un 

factor (ANOVA), utilizando comparaciones mediante el test de Tukey HSD o t de 

Student. Se utilizó el programa estadístico SPSS versión 15.0. Las diferencias se 

consideraron significativas cuando p < 0.05. 
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El agua de bebida y los alimentos contaminados con arsénico son la principal fuente 

de exposición al tóxico para los humanos. Tras la ingesta de una especie arsenical a 

través de estas fuentes podrían producirse modificaciones de la especie química durante 

el tránsito gastrointestinal. Ello conllevaría cambios en la absorción y toxicidad de este 

metaloide a nivel intestinal y sistémico. En este capítulo se han evaluado los cambios en 

el estado de óxido/reducción de las formas arsenicales pentavalentes [As(V), MMA(V), 

DMA(V)] como consecuencia de su contacto con una matriz alimentaria y del proceso 

de digestión gastrointestinal.  

 

 

Resultados 

 
1.1. Especiación de arsénico en los alimentos crudos 

Los productos vegetales crudos utilizados en esta investigación (ajo, brócoli, 

espárragos y espinacas) han sido caracterizados en cuanto a su contenido en arsénico 

total y especies arsenicales. Presentan concentraciones bajas y muy similares de 

arsénico total (4-14 ng/g peso fresco). Este arsénico es aportado en su totalidad por 

especies inorgánicas [As(III) + As(V)], con concentraciones no detectables para las 

muestras del brócoli crudo y una concentración máxima de 14 ng/g peso fresco en una 

muestra de ajo crudo.  

 

1.2. Efecto de la digestión gastrointestinal sobre patrones de especies arsenicales 

El método de digestión gastrointestinal utilizado podría modificar las especies de 

arsénico inorgánico, monometiladas y dimetiladas. Con objeto de evaluar este efecto, se 

ha aplicado la digestión gastrointestinal a patrones de 1 mg/L de las especies 

pentavalentes [As(V), MMA(V) y DMA(V)] y sus análogos trivalentes [As(III), 

MMA(III) y DMA(III)].  
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La recuperación de cada especie tras el proceso gastrointestinal es cuantitativa, con 

valores que oscilan entre 93-109% para todas las especies. As(V), As(III), MMA(V) y 

DMA(V) no modifican su estado de oxidación tras la digestión aplicada. Las especies 

metiladas trivalentes, por el contrario experimentan un cambio en el estado de 

oxidación, apareciendo en forma pentavalente un 83 ± 7% del MMA(III) y un 71 ± 3% 

del DMA(III). No se ponen de manifiesto otros cambios cualitativos como metilaciones, 

desmetilaciones o tiolaciones.  

 

1.3. Efecto de la digestión gastrointestinal de alimentos sobre el estado de 

oxidación de As(V) 

En alimentos puestos en contacto con As(V) es de interés conocer si la especie 

solubilizada tras la digestión gastrointestinal es únicamente As(V) o podría existir una 

reducción a As(III). Para estudiar este efecto se han tratado con As(V) los alimentos 

crudos descritos al inicio de este capítulo, tanto a través de un remojo a temperatura 

ambiente con As(V) durante 24 horas, como de una cocción en agua con As(V). En la 

tabla 1 se presentan los valores de arsénico inorgánico existentes en los alimentos tras 

los procesos de remojo y cocción, así como los contenidos de arsénico inorgánico y 

As(III) en la fracción bioaccesible obtenida tras la digestión gastrointestinal in vitro de 

los mismos.  
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Tabla 1. Contenidos de arsénico inorgánico en alimentos tratados con As(V) 1 mg/L (remojo o 
cocción) y los contenidos de arsénico inorgánico y As(III) en la fracción bioaccesible de los 
mismos. Los resultados, expresados en peso húmedo (ph), presentan un valor medio ± desviación 
estándar de tres muestras distintas de cada vegetal.  
 

 
Alimento Fracción bioaccesible 

As inorgánico As inorgánico As(III) 
(ng/g) ph (ng/g) ph (ng/g) ph 

Ajo 
Remojo 1237 ± 80 1011 ± 138 1 ± 0,1 

Cocinado 1143 ± 324 573 ± 253 81 ± 6 

Brocoli 
Remojo 937 ± 86 993 ± 114 189 ± 22 

Cocinado 1059 ± 174 1037 ± 126 17 ± 10 

Espárrago 
Remojo 1035 ± 214 1097 ± 192 44 ± 8 

Cocinado 1526 ± 164 1589 ± 127 266 ± 65 

Espinaca 
Remojo 840 ± 134 890 ± 131 62 ± 9 

Cocinado 1634 ± 401 1219 ± 376 51 ± 38 

 

1.3.1. Alimentos en remojo 

Tras la digestión gastrointestinal se pone de manifiesto que la bioaccesibilidad del 

arsénico es completa (91-116%). El arsénico presente en la fracción soluble de 

espárrago, espinaca y brócoli es aportado en su totalidad por arsénico inorgánico. Para 

la muestra de ajo, también se pone de manifiesto la existencia de arsénico inorgánico en 

la fracción bioaccesible, si bien no supone la totalidad del arsénico cuantificado, hecho 

que indica la existencia de otras especies arsenicales. Estas especies, que generan señal 

en la cuantificación mediante CT-HG-AAS (figura 1), y cuyo tiempo de retención no 

coincide con el de los patrones de especies arsenicales disponibles en el laboratorio, no 

han podido ser identificadas. 
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Figura 1. Cromatogramas obtenidos en la cuantificación mediante CT-HG-AAS (pH 6) de: A) 
fracción soluble del ajo en remojo con As(V); B) patrón de As(III), MMA(III) y DMA(III), 30 ng 
de cada especie arsenical; C) fracción soluble de ajo en remojo con As(V) adicionada con As(III), 
MMA(III) y DMA(III). 

 

En la fracción bioaccesible de todas las muestras se detecta As(III). Los porcentajes 

de As(III) respecto al arsénico inorgánico solubilizado son variables en función de la 

matriz (figura 2). Los valores más elevados se encuentran en el brócoli (19-20%), 

seguido de espinaca (7-11%), espárrago (4-7%) y ajo (0.1-0.2%).  
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Figura 2. Porcentaje de As(III) en la fracción soluble obtenidas tras la digestión gastrointestinal 
de alimentos en remojo con As(V). Valores expresados como media ± desviación estándar (n=3). 
Cada barra corresponde a un lote de muestra. 

 

1.3.2. Alimentos cocinados  

El proceso de cocción de las muestras con agua conteniendo 1 mg/L de As(V), 

produce un incremento importante en el contenido de arsénico total (736-2251 ng/g 

peso fresco), que aparece en su totalidad como arsénico inorgánico (758-2100 ng/g peso 

fresco) (tabla 1). La digestión gastrointestinal de estos alimentos conlleva una 

solubilización elevada del arsénico para las muestras de brócoli, espárrago y espinacas 

(84-106%). En las muestras de ajo, la bioaccesibilidad es inferior (56-60%). 

Se detecta As(III) en las fracciones solubles de todos los alimentos cocinados (figura 

3). Los porcentajes respecto al arsénico inorgánico solubilizado oscilan entre 2 y 22% 

[ajo (9-22%) ≈ espárrago (14-22%) > espinaca (2-6%) > brócoli (1-2%)]. El porcentaje 

de As(III) es similar al hallado en las muestras mantenidas en remojo con As(V) (figura 

2), si bien se modifica el orden de la gradación de porcentajes entre muestras.  

En la fracción bioaccesible del ajo cocinado con As(V) aparecen señales que no 

corresponden a los patrones disponibles en el laboratorio. Los tiempos de retención de 
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estas especies no identificadas coinciden con los que se muestran en la figura 1 para la 

fracción bioaccesible del ajo en remojo. 

 

Figura 3. Porcentaje de As(III) en la fracción soluble obtenidas tras la digestión gastrointestinal 
de alimentos cocinados en presencia de As(V) 1 mg/L. Valores expresados como media ± 
desviación estándar (n=3). Cada barra corresponde a un lote de muestra. 

 

1.4. Efecto de la digestión gastrointestinal de alimentos sobre el estado de 

oxidación de MMA(V) y DMA(V) 

Los alimentos crudos descritos al inicio del este capítulo se han puesto en contacto 

de forma independiente con MMA(V) o DMA(V), tanto a través de un remojo como de 

una cocción en agua con la especie arsenical. Los contenidos de arsénico en el alimento 

tras los procesos de remojo y cocinado oscilan entre 1146-2760 ng/g peso húmedo 

(tabla 2). 

Tras estos tratamientos, los alimentos se han sometido a un proceso de digestión 

gastrointestinal, analizándose el contenido de arsénico bioaccesible. La bioaccesibilidad 

del arsénico de muestras en remojo con MMA(V) y DMA(V) es elevada (69-102%), 

siendo el ajo la muestra con menor bioaccesibilidad (tabla 2). En las muestras cocinadas 

los porcentajes de solubilización son muy inferiores a los encontrados tras el proceso de 
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remojo (8-20%). Dado que el balance de masas del proceso de digestión gastrointestinal 

es adecuado para todas las combinaciones alimento/especie (80-112%), indicativo de 

que no hay pérdidas durante el proceso experimental ni durante la cuantificación, las 

diferencias de bioaccesibilidad sólo pueden ser atribuidas a los efectos de la matriz 

alimentaria.  

El análisis de la fracción bioaccesible pone de manifiesto que se produce una 

transformación de MMA(V) y DMA(V) en porcentajes variables dependiendo del 

alimento (tabla 2). Debido a que mediante la técnica de cuantificación (HG-CT-AAS) a 

pH 6 se detectan formas metiladas trivalentes y/o pentavalentes tioladas (metodología, 

apartado 14.4), no es posible identificar la especie arsenical resultante de esta 

transformación.  

Como se ha comentado con anterioridad, el proceso de digestión aplicado por sí solo 

no produce cambios en la forma química de las especies metiladas pentavalentes, por lo 

que los cambios observados sólo pueden deberse a la presencia de la matriz en la 

digestión gastrointestinal. Cuantitativamente es destacable que hasta un 35% del 

arsénico bioaccesible aparece en una forma distinta a la adicionada. Los alimentos 

ensayados tienen distinta capacidad de transformación (espárrago>brócoli>ajo), sin 

observarse una tendencia clara en función de la especie (mono o dimetilada) o del efecto 

del tratamiento (remojo/cocción).  



 

 

Tabla 2. Arsénico total en el alimentos tratados con MMA(V) y DMA(V) (remojo y cocción), y en la fracción soluble obtenida tras una digestión 
gastrointestinal. Se indican también la bioaccesibilidad de arsénico, los contenidos de MMA(III)/MMAS y DMA(III)/DMAS existente en la fracción soluble, 
y el porcentaje de modificación de la especie metilada. Los datos están expresados como media ± desviación estándar (n=3).  

 
 Fracción bioaccesible 

Alimento y tratamiento As Total 
(ng/g ph) 

As Total 
(ng/g ph) 

Bioaccesibilidad  
(%) 

MMA(III)/MMAS 
(ng/g ph) 

DMA(III)/DMAS 
(ng/g ph) % Modificación  

Ajo 
remojo MMA(V) 1801 ± 112 1240 ± 31 69 ± 2 96 ± 5  8 ± 1 

DMA(V) 1405 ± 149 1064 ± 59 76 ± 4  182 ± 2 17 ± 3 

cocinado MMA(V) 1791 ± 91 226 ± 32 13 ± 2 181 ± 2  4 ± 0.5 
DMA(V) 2760 ± 141 245 ± 17 9 ± 1  128 ± 8 5 ± 0.3 

Brócoli 
remojo MMA(V) 1146 ± 23 1173 ± 25 102 ± 2 152 ± 3  13 ± 2 

DMA(V) 1359 ± 111 1060 ± 101 78 ± 7  200 ± 12 19 ± 3 

cocinado MMA(V) 1302 ± 45 257 ± 22 20 ± 2 57 ± 6  22 ± 3 
DMA(V) 1489 ± 79 204 ± 7 14 ± 1  44 ± 5 20 ± 1 

Espárrago 
remojo MMA(V) 1308 ± 131 1108 ± 66 85 ± 5 419 ± 35  35 ± 3 

DMA(V) 1139 ± 69 1091 ± 57 96 ± 5  288 ± 12 26 ± 1 

cocinado MMA(V) 1217 ± 47 139 ± 12 11 ± 2 48 ± 4  35 ± 3 
DMA(V) 1319 ± 99 104 ± 9 8 ± 1  25 ± 4 24  ± 4 
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1.5. Capacidad antioxidante de la fracción soluble tras la digestión gastrointestinal 

de alimentos  

Se ha analizado la capacidad antioxidante existente en la fracción soluble obtenida 

tras la digestión gastrointestinal de las muestras, tanto en remojo como cocinadas. Los 

resultados obtenidos, expresados como equivalentes de FeSO4 mM/100 g producto 

fresco a los 4 minutos y 30 minutos de iniciada la reacción, se muestran en la figura 4. 

La capacidad antioxidante en las muestras en remojo presenta la gradación brócoli > 

espárrago > espinaca > ajo, no existiendo diferencias de gradación entre los dos tiempos 

de análisis. Tras el cocinado se reduce significativamente el valor de equivalentes de 

FeSO4 en todas las muestras a excepción del ajo, indicando que las temperaturas 

aplicadas durante la cocción afectan a los compuestos con capacidad reductora. 
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Figura 4. Capacidad antioxidante de la fracción soluble de muestras en remojo y cocinadas, 
evaluada como concentración equivalente de FeSO4 (mM/100 g) a los 4 (barra blanca) y 30 
minutos (barra gris) (media ± desviación estándar; n = 3). Las diferencias estadísticamente 
significativas (p<0.05) entre muestras crudas y cocinadas se marcan con un asterisco. 
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Los contenidos de As(III) encontrados en la fracción solubilizada tras la digestión 

gastrointestinal de alimentos cocinados presentan una correlación lineal con los valores 

de FRAP (R2 = 0.82) (figura 5). No se ha encontrado correlación con el resto de 

especies arsenicales. Tampoco se ha observado correlación entre FRAP y especies 

arsenicales en la fracción solubilizada de las muestras en remojo.  
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Figura 5. Correlación entre el contenido de As(III) (ng) y el contenido de FRAP en la fracción 
bioaccesible de los alimentos cocinados.  

 

1.6. Glutatión oxidado y reducido en la fracción soluble  

La figura 6 muestra los contenidos de GSH y GSSG en la fracción soluble obtenida 

tras la digestión gastrointestinal de las muestras en remojo y cocinadas. Los mayores 

niveles de GSH se detectan en la muestra de espárrago, seguida de espinaca y brócoli. 

En el ajo no se detecta glutatión en forma reducida. Tras el cocinado de las muestras se 

observa una reducción significativa en los niveles de GSH.  
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Figura 6. Contenidos de GSH (barra blanca) y GSSG (barra gris) en la fracción soluble de 
muestras en remojo y cocinadas (media ± desviación estandar; n = 3). Las diferencias 
estadísitcamente significativas (p<0.05) entre los niveles de GSH y GSSG de muestras crudas y 
cocinadas se marcan con un asterisco. 

 

En la fracción soluble de los alimentos cocinados, se pone de manifiesto una 

correlación lineal entre los contenidos de MMA(III)/MMAS y los contenidos de GSH 

(R2 = 0.8132) (figura 7). Para el resto de especies arsenicales no se pone de manifiesto 

esta correlación. No existen correlaciones para la fracción soluble de alimentos en 

remojo. 
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Figura 7. Correlación entre el contenido de MMA(III)/MMAS (ng) y el contenido de GSH en la 
fracción bioaccesible de los alimentos cocinados.  

 

1.7. Efecto de la matriz alimentaria sobre la reducción de As(V) 

Las sustancias con capacidad reductora podría modificar el estado de oxidación del 

As(V) incorporado al alimento durante el proceso de remojo o cocinado, lo que 

supondría una modificación en el estado de oxidoreducción del arsénico inorgánico 

previa a la observada durante la digestión gastrointestinal. Con el objeto de evaluar este 

efecto, se lleva a cabo al análisis de As(III) y As(V) en los alimentos procesados, 

utilizándose para ello una extracción con ácido fosfórico y posterior cuantificación del 

extracto mediante CT-HG-AAS (pH 1 y 6) (metodología, apartado 14.4). Previamente 

al análisis de los alimentos, se evalúo la adecuación de la metodología analítica de 

extracción con ortofosfórico mediante su aplicación a un patrón de As(V) (1 mg/L). El 

análisis de extracto no revela la existencia de As(III), siendo la recuperación del As(V) 

del 100%.  
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1.7.1. Muestras en remojo con As(V)  

Las muestras en remojo con un patrón de As(V) 1 mg/L durante 24 horas, presentan 

un contenido de arsénico inorgánico que oscila entre 745 y 1294 ng/g (tabla 1). Tras la 

extracción con fosfórico se observa que parte del arsénico extraído desde la matriz se 

encuentra como As(III) (figura 8). El porcentaje de As(III) respecto al arsénico 

inorgánico extraído supone porcentajes muy elevados en el ajo 90-102%. Porcentajes 

inferiores aparecen en espinaca (33-58%), espárrago (44-49%) y brócoli (10-20%).  

El análisis de la disolución acuosa de As(V) tras haber estado en contacto con las 

distintas muestras, evidencia que también contiene As(III). Los porcentajes de As(III) 

suponen entre 7-11% para espinacas, 13-14% para brócoli, 5-6% para espárrago y 0.3-

0.5% para ajo. 

 

1.7.2. Muestras cocinadas con As(V)  

Los contenidos de arsénico inorgánico oscilan entre 758-2100 ng/g peso fresco 

(tabla 1). Tras la extracción con fosfórico de estas muestras cocinadas (figura 8) se 

observa la presencia de As(III) en porcentajes similares en brócoli (31-38%) y espárrago 

(35-41%) y ligeramente superiores en espinaca (48 y 61%) y ajo (54-60%).  

En el agua resultante de la cocción de los alimentos también se detecta As(III). Los 

porcentajes de As(III) del ajo (5-7%), espinaca (17-20%) y espárrago (12-23%) se 

incrementan respecto a los hallados en el agua de remojo, mientras que para el brócoli 

se mantienen aproximadamente los mismos niveles (10-13%).  
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Figura 8. Porcentaje de As(III) en alimentos en remojo con un patrón de 1 mg/L de As(V) (barra 

blanca) y en alimentos cocinado con As(V) 1 mg/L (barra punteada). Valores expresados como 

media ± desviación estándar (n=3). Cada barra corresponde a un lote de muestra. 
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Discusión 

 

A través del consumo de agua de bebida y de alimentos se produce el mayor aporte 

de arsénico al organismo. El contenido en los alimentos crudos suele utilizarse para la 

evaluación del riesgo asociado a la ingesta de arsénico inorgánico, pero debería 

considerarse que el procesado de los alimentos hasta su consumo y las transformaciones 

durante el tránsito gastrointestinal podrían introducir cambios en las especies arsenicales 

que llegan al epitelio intestinal y a la circulación sanguínea, introduciéndose nuevas 

variables a tener en cuenta en la estimación del riesgo asociado al consumo de este 

metaloide. De todas las especies arsenicales aportadas por los alimentos, son objeto de 

interés toxicológico las especies inorgánicas y las especies de bajo grado de metilación 

(mono y dimetiladas). En este capítulo se han evaluado las transformaciones del 

arsénico adicionado al alimento que se producen durante el proceso de digestión 

gastrointestinal.  

Los productos vegetales utilizados para el estudio, presentan contenidos de arsénico 

inferiores a 14 ng/g peso húmedo, valores habituales en este tipo de alimentos, 

encontrándose la totalidad en forma de arsénico inorgánico. En áreas que presentan 

contaminación ambiental por arsénico, el contenido de este elemento en los alimentos 

ingeridos por la población suele ser muy superior como consecuencia del uso de agua 

contaminada con As(V) para cocinar los alimentos (Smith et al., 2006). Emulando la 

situación de estas zonas, en la presente tesis se ha realizado la cocción o remojo de los 

vegetales en presencia de As(V), muestras que han sido posteriormente utilizadas para 

evaluar el efecto de la digestión gastrointestinal sobre el estado de oxidación de esta 

especie pentavalente. El mismo tipo estudio se ha llevado a cabo para las especies 

metiladas MMA(V) y DMA(V). Estas especies son minoritarias en el agua de bebida y 

con su utilización para el remojo y cocción de los alimentos no se ha tratado de emular 

una situación real, sino de evaluar si estas especies arsenicales, que pueden llegar a 

alcanzar altas concentraciones en alimentos crudos como algas, arroz y vegetales 

(Almela et al., 2005; Yathavakilla et al., 2008; Batista et al., 2011), pueden aparecer en 
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el lumen intestinal como formas arsenicales distintas a las ingeridas con los alimentos. 

Las muestras resultantes de los procesos de remojo y cocción de alimentos en presencia 

de 1 mg/L de cada una de las especies arsenicales presenta, en todos los casos, elevadas 

concentraciones de arsénico y constituyen muestras idóneas para el estudio del efecto de 

la digestión gastrointestinal.  

La bioaccesibilidad de arsénico inorgánico varía entre 56-116%, tanto en alimentos 

en remojo como cocinados. En las formas arsenicales metiladas, existen sin embargo 

grandes diferencias entre la bioaccesibilidad de muestras en remojo (69-96%) y 

cocinadas (2-13%). Este hecho puede deberse a la formación de complejos estables 

durante el cocinado que mantienen el arsénico adsorbido en la matriz y no permiten su 

solubilización. Estos complejos podrían formarse con fitoquelatinas y metalotioneínas, 

proteínas ricas en residuos de cisteína con elevada capacidad de unión de arsénico u 

otros metales (Raab et al., 2004, 2007). De hecho, estas proteínas se han relacionado 

con la baja bioaccesibilidad de plomo, cadmio y mercurio en alimentos (Torres-

Escribano et al., 2011). Por otra parte, podría ocurrir que el cocinado solubilice 

sustancias que actúen precipitando las especies metiladas arsenicales. En este sentido 

Shim et al. (2009) han indicado que la adición de sustancias quelantes y antioxidantes 

durante la digestión gastrointestinal de muestras conteniendo mercurio, reduce de forma 

significativa bioaccesibilidad por precipitación del tóxico. No obstante, sería 

conveniente realizar más estudios para corroborar si las diferente bioaccesibilidad de 

MMA(V) y DMA(V) tras el cocinado del alimentos es un efecto que se manifiesta en 

otros vegetales u otro tipo de alimentos. Debe tenerse en cuenta que no existen estudios 

previos sobre bioaccesibilidad de especies metiladas desde productos cocinados. 

El estado de oxidación de las especies arsenicales en la fracción bioaccesible se 

analizó mediante CT-HG-AAS, metodología basada en la generación selectiva de 

arsinas a partir de arsénico inorgánico, MMA y DMA. La especificidad en la generación 

de arsinas en función del pH de trabajo permite discriminar los estados de oxidación 

(Devesa et al., 2004). Así, a pH 1 tanto las formas trivalentes como pentavalentes 

generan arsinas, determinándose los contenidos totales de arsénico inorgánico 

[As(III)+As(V)], MMA [MMA(III)+MMA(V)] y DMA [DMA(III)+DMA(V)]. A pH 6 
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solamente las formas trivalentes son capaces de generar arsinas. Esta técnica ha sido 

utilizada para el análisis cualitativo o cuantitativo de arsénico inorgánico, MMA y 

DMA, sin diferenciar estados de oxidación, en muestras de orina (Ng et al., 1998; 

Feldmann et al., 1999; Xu et al., 2008), cultivos celulares y tejidos (Hernandez-Zavala 

et al., 2008, Xu et al., 2010) y en menor medida muestras de vegetales (Zhao et al., 

2006). Otros trabajos la han aplicado para diferenciar entre los estados de oxidación de 

formas pentavalentes y trivalentes en orina, tejidos y cultivos celulares (Del Razo et al., 

2001a; Drobna et al., 2005; Currier et al., 2011).  

El campo de la especiación del arsénico es, no obstante, complejo y está en continuo 

cambio debido a la identificación de nuevas especies. Estas especies en muchas 

ocasiones presentan comportamientos cromatográficos similares a los de especies 

tradicionales por lo que pueden generar errores en la cuantificación. Esto también puede 

ocurrir en el análisis por CT-HG-AAS. Así, Regmi et al. (2007) pusieron de manifiesto 

que las formas pentavalentes tioladas arsenicales DMAS y MMAS también son capaces 

de generar hidruros a pH 7. Estas especies tioladas podrían estar presentes en las 

fracciones bioaccesibles analizadas, como consecuencia de la reacción entre los 

patrones adicionados para la cocción o remojo y los grupos tiol propios de la matriz. Se 

ha descrito la formación de dimetiltioarsinoiolil glutatión (DMAS-GS) en plantas ricas 

en compuestos sulfurados, tales como Brassica oleracea (Raab et al., 2007). Los 

vegetales empleados en este estudio son ricos en tioles, tales como GSH, N-

acetilcisteína, sulfóxidos de alquil cisteína, metil sulfonilmetano, glucosinolatos 

(Vasanthi et al., 2009; Ramoutar y Brumaghim., 2010), por lo que la existencia de 

complejos sulfurados de arsénico en la fracción bioaccesible no es descartable.  

No se comercializan patrones de especies arsenicales metiladas pentavalentes 

tioladas por lo que no ha podido estudiarse si generan hidruros en las condiciones de 

trabajo utilizadas, y si se solapan con las señales de DMA(III) y MMA(III). Por todo lo 

expuesto, se considera que para los ensayos con las formas metiladas, las señales 

detectadas a pH 6 podrían corresponder a especies trivalentes [MMA(III) y DMA(III)] o 

a especies pentavalentes tioladas [MMAS y DMAS]. 
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Los resultados del análisis de la fracción bioaccesible ponen de manifiesto que tras 

la digestión gastrointestinal de alimentos adicionados de As(V), MMA(V) y DMA(V) 

se detecta en la fracción soluble especies arsenicales distintas a las adicionadas: As(III) 

y especies metiladas trivalentes o tioladas. Los porcentajes de modificación son 

variables según el alimento y la especie arsenical considerada; en los casos más 

extremos la fracción bioaccesible presenta un 22% del arsénico inorgánico, un 35% del 

MMA y un 26% del DMA como una especie química distinta a la adicionada al 

alimento. Los procesos de reducción del arsénico inorgánico tras la digestión 

gastrointestinal únicamente han sido descritos por Laparra et al. (2005b) en muestras de 

arroces cocinados en presencia de As(V). No existen sin embargo antecedentes sobre 

cambios en las especies metiladas pentavalentes tras su solubilización gastrointestinal. 

Las especies trivalentes o tioladas pentavalentes presentan mayor citotoxicidad que las 

formas pentavalentes (Raml et al., 2007; Naramandura et al., 2011a, 2011b), por lo que 

la presencia de estas especies en la fracción soluble resultante de la digestión 

gastrointestinal podría tener consecuencias toxicológicas. 

Los patrones de formas metiladas trivalentes son altamente inestables y tras el 

proceso de digestión gastrointestinal están casi completamente oxidados. Sin embargo, 

se han detectado formas metiladas trivalentes o tioladas tras la digestión gastrointestinal 

de alimentos conteniendo MMA(V) y DMA(V), pudiendo existir un efecto protector 

por parte de la matriz con la formación en la fracción soluble de complejos con las 

especies metiladas trivalentes en que eviten su oxidación. Está descrito que estas formas 

arsenicales son altamente reactivas y se unen a proteínas y aminoácidos sulfurados 

(Naramandura et al., 2006), formándose uniones covalentes entre el arsénico y el azufre, 

estables tanto a pH ácido como neutro (Schmidt et al., 2007). Tal y como se ha descrito 

anteriormente, los vegetales empleados en este estudio son ricos en compuestos 

sulfurados, potenciales puntos de unión de las distintas formas arsenicales.  

Dado el papel que pueden desempeñar las sustancias reductoras en los cambios de 

las especies arsenicales observados, se ha evaluado la capacidad reductora de dicha 

fracción. Solamente se han observado correlaciones positivas FRAP/ng As(III) y 

GSH/ng MMA(III) o MMAS. Para el resto de combinaciones especie arsenical/tipo de 
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procesado/nivel de GSH/capacidad reductora no se observa correlación lineal, hecho 

que evidencia la complejidad de los procesos implicados en las transformaciones 

observadas durante el proceso de digestión gastrointestinal.  

Adicionalmente al proceso de digestión gastrointestinal, se ha evaluado la 

posibilidad de que las modificaciones en la forma química del arsénico evidenciadas en 

la fracción soluble no sean sólo consecuencia del proceso de digestión gastrointestinal, 

sino que se produzcan previamente durante el remojo o cocinado del alimento. El 

estudio se ha centrado en las matrices tratadas únicamente con As(V). La determinación 

del estado de oxidación del arsénico inorgánico no es una labor frecuente dadas las 

dificultades analíticas; muchos de los métodos de extracción aplicados para disolución 

de las especies, pueden conllevar un cambio en el estado de oxidación y en 

consecuencia, no reflejar la verdadera naturaleza del arsénico inorgánico existente en la 

matriz (Heitkemper et al., 2001). Por ello, los datos existentes en la bibliografía sobre 

concentraciones de As(V) y As(III) en alimentos son muy escasos, frente a la mayor 

información disponible para los contenidos de arsénico inorgánico [As(V) + As(III)].  

En el presente estudio los alimentos sometidos a remojo y cocción con As(V) se han 

extraído con ácido ortofosfórico y posteriormente el extracto ha sido analizado mediante 

CT-HG-AAS. El ácido ortofosfórico se ha empleado previamente como extractante en 

alimentos de origen vegetal (Matos-Reyes et al., 2004), al presentar mayor capacidad 

extractiva que el agua, metanol/agua o ácido trifluoroacético, debido posiblemente a la 

capacidad de este ácido para romper las uniones S-As. De hecho, se ha demostrado 

efectivo para la extracción de especies arsenicales desde tejidos (Hughes et al., 2008). 

El proceso de extracción con ácido ortofosfórico no produce cambios en el estado de 

oxidación de patrones de As(V), por lo que se consideró adecuado para su aplicación a 

las matrices vegetales. En estas muestras la extracción con ácido ortofosfórico pone de 

manifiesto la presencia de As(III) en porcentajes que suponen entre el 10 y el 102% del 

arsénico inorgánico extraído en los alimentos en remojo con As(V), y entre el 31-61% 

en los alimentos cocinados. Adicionalmente, el patrón acuoso de As(V) utilizado para el 

remojo y cocción de las muestras también presenta As(III) tras el contacto con el 

alimento.  
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Estos resultados indican que las sustancias con capacidad reductora existentes en el 

alimento son capaces de modificar el estado de oxidoreducción del arsénico, incluso tras 

la aplicación de elevadas temperaturas. Estos compuestos podrían solubilizarse al agua 

de remojo o cocción produciendo la reducción del As(V) a As(III). Compuestos 

hidrosolubles con capacidad antioxidantes, como vitamina C, glutatión, ácido úrico o 

compuestos fenólicos (Köse y Dogan, 1995; Szeto et al., 2002; Pellegrini et al., 2003; 

Podsedek, 2007; Sumazian et al., 2010) podrían ejercer esta acción. Los porcentajes de 

reducción en las muestras en remojo y cocinadas sólo son similares para las muestras de 

espárragos. El brócoli y la espinaca presentan mayores porcentaje de As(III) tras la 

cocción, hecho que podría ser consecuencia una mayor eficacia de extracción de 

sustancias con capacidad reductora tras la aplicación de temperaturas elevadas, como ya 

han observado otros autores (Annamalai et al., 2011). Es importante señalar que en 

todos los vegetales analizados el porcentaje de As(III) hallado en la fracción soluble tras 

la digestión gastrointestinal es inferior al cuantificado en la muestra tras la extracción 

con ácido ortofosfórico. Este hecho pude tener dos causas. En primer lugar, las 

condiciones de tiempo, temperatura y pH durante el proceso de extracción ácido 

ortofosfórico son más agresivas que las aplicadas durante la digestión gastrointestinal. 

Ello puede liberar más sustancias reductoras capaces de modificar el estado de 

oxidación. Por otra parte, el As(III) presente en la matriz podría oxidarse durante el 

proceso de digestión gastrointestinal, a pesar que este efecto no se ha observado en 

patrones. 

Los resultados hasta ahora comentados evidencian la capacidad de la matriz 

alimentaria para modificar la especie arsenical ingerida, tanto previamente como 

durante el proceso de digestión gastrointestinal, hecho que conlleva un cambio en la 

estimación de la toxicidad. No obstante, se ha descrito el efecto beneficioso del 

consumo de vegetales en relación a la toxicidad del arsénico. Islam et al. (2009) 

observaron que en ratas coadministradas con arsénico y un extracto de espinacas se 

reducían los niveles del tóxico en distintos órganos, respecto a los animales 

administrados solamente con el metaloide. Zablotska et al. (2008) también han 

observado que el consumo de alimentos ricos en vitaminas y ácido fólico reduce el 
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riesgo de padecer lesiones dérmicas asociadas a la exposición a arsénico a través del 

agua de bebida. Estos resultados pueden deberse a que las distintas formas arsenicales 

solubles durante la digestión con alimentos no sean absorbidas. A este respecto Yang et 

al. (2012) han observado una reducción en la absorción de arsénico y otros metales en 

presencia de espinaca, posiblemente por procesos de quelación.  

Los cambios observados tras la digestión gastrointestinal mediante un método 

estático podrían incrementarse si aumentase la complejidad del sistema modelo, 

introduciendo otros factores existentes in vivo. En este sentido, Van de Wiele et al. 

(2010) y Alava et al. (2012) han realizado estudios con microbiota colónica humana, 

empleando un simulador del ecosistema microbiano intestinal humano (SHIME). Estos 

autores han comprobado la formación de As(III), MMA(V), MMA(III) y MMMTA(V) 

a partir del As(V) presente en disoluciones acuosas, suelos y arroz. Todo ello refuerza la 

necesidad de continuar las investigaciones sobre las transformaciones de las especies 

arsenicales ingeridas con el alimento en el tracto gastrointestinal.  

La figura 9 presenta a modo de resumen gráfico los resultados presentados en el 

presente capítulo. 
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Figura 9. Transformaciones de las especies arsenicales durante la digestión gastrointestinal de 
alimentos. 
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En la actualdidad existen distintas propuestas sobre la ruta metabólica del arsénico 

inorgánico, si bien todas ellas incluyen una serie de etapas de metilación que dan lugar a 

metabolitos con distinto carácter tóxico. El metabolismo hepático del arsénico se ha 

evaluado en profundidad durante los últimos años, sin embargo, no existen datos 

previos sobre el metabolismo intestinal de este metaloide. En el presente capítulo se ha 

evaluado la capacidad de metabolismo del arsénico inorgánico por el epitelio intestinal 

en función de distintos factores (tipo celular, tiempo de exposición, estado de 

diferenciación celular, soporte de cultivo, presencia de GSH y vitamina B12). 

 

 

Resultados 

 
2.1. Expresión relativa de ARNm de los marcadores de diferenciación en Caco-2 y 

HT29-MTX mediante RT-qPCR 

Diversos estudios muestran que las células Caco-2 y HT29-MTX se diferencian 

progresivamente tras alcanzar la confluencia hasta adquirir características típicas de 

células diferenciadas enterocíticas o secretoras de mucus, respectivamente (Mahler et 

al., 2009; Lesuffleur et al., 1993). En el presente estudio se ha evaluado la expresión a 

nivel de ARNm de marcadores de diferenciación comúnmente empleados para Caco-2 

(ALPI, SI y DPP4) y para HT29-MTX (MUC5AC) con el fin de evaluar el proceso de 

diferenciación de ambas líneas celulares. Los resultados muestran que los niveles de 

expresión de estos genes aumentan con el tiempo de siembra (tabla 1). Se observa que 

tras 15-21 días postsiembra, los niveles de ALPI, SI y DPP4 en células Caco-2 son 

mayores que a los 5 días postsiembra [ratio de expresión (log2) entre 2.6 y 8.6]. En 

HT29-MTX, los niveles de MUC5AC son superiores en células con 15-21 días 

postsiembra que en células 5 días postiembra [ratio de expresión (log2) entre 3.2 y 6.6].  
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Tabla 1. Expresión relativa de ARNm de marcadores de diferenciación celular en células Caco-2 
y HT29-MTX tras 15 y 21 días postsiembra. Los valores obtenidos a los 15 y 21 días se han 
comparado con los de 5 días postsiembra. Los datos representan la media ± desviación estándar (n 
= 3-6). Las diferencias estadísticamente significativas están marcadas con un asterisco (p < 0.05). 

 

 Gen Eficacia Días 
postsiembra 

Ratio de 
expresión 

(log2) 

Caco-2 

ALPI 1.88 ± 0.21 
15 8.6 ± 3.5* 

21 5.2 ± 2.4* 

DPP4 2.01 ± 0.32 
15 5.5 ± 2.3* 
21 2.6 ± 1.1* 

SI 2.12 ± 0.17 
15 5.0 ± 2.0* 
21 5.9 ± 2.6* 

HT29-MTX MUC5AC 1.84 ± 0.25 
15 3.2 ± 0.3* 
21 6.6 ± 1.6* 

 

 

2.2. Metabolismo de As(III) y As(V) en células diferenciadas (15 días postsiembra) 

 

2.2.1. Influencia del tiempo de exposición 

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que el metabolismo de las formas 

inorgánicas sólo es detectable a partir de 24 horas de exposición. A tiempos inferiores 

(4 y 6 horas) no se observa metabolismo de As(III) o As(V). En la tabla 2 se muestran 

las cantidades de especies arsenicales (ng de arsénico/mg proteína) en el medio y en las 

células tras exposición a As(III) y As(V), así como el porcentaje de metabolismo 

(MMA+DMA) y los ratios de metilación a los 15 días postsiembra. El porcentaje de 

metabolismo de As(III) no se modifica significativamente con el tiempo (24 horas: 29 ± 

6%; 48 horas: 36 ± 4%; 72 horas: 27 ± 4%). En todos los casos, el metabolito 

mayoritario es la forma monometilada (MMA) detectada tanto en el medio como en las 

células. La forma dimetilada (DMA) también se detecta a todos los tiempos, sin 

embargo, sólo aparece en el medio tras 72 horas de exposición.  

Para 1 µM de As(III) el primer ratio de metilación (MMA/As inorgánico) presenta 

valores similares a 24 y 72 horas (0.26 y 0.22 respectivamente), siendo 



Capítulo 2. Resultados 
 

 

155 

significativamente superior a las 48 horas (0.44). El segundo ratio de metilación 

(DMA/MMA) presenta un valor máximo a las 24 horas (0.72) y disminuye 

significativamente a los tiempos superiores de ensayo (48 horas, 0.32; 72 horas, 0.41). 

Por otro lado, no se detecta metabolismo en células tratadas con la concentración más 

alta de As(III) (10 µM) a ninguno de los tiempos ensayados. 

El contenido total de arsénico en el interior celular varía entre 32 y 38%. El análisis 

de las especies arsenicales existentes en el interior celular tras 48 horas de exposición se 

llevó a cabo tanto a pH 1 como a pH 6. A pH 1 se detecta arsénico inorgánico 

[As(III)+As(V)], MMA, [MMA(III)+MMA(V)] y DMA [DMA(III)+DMA(V)], 

mientras que a pH 6 se detectan formas trivalentes o tioladas (ver discusión capítulo 1). 

Se pone de manifiesto que todas las especies presentes en el interior celular están en 

forma trivalente o tiolada.  

 
 

 

 



  

 

Tabla 2. Arsénico total y formas arsenicales en los lisados celulares y medios tras exposición de células Caco-2 (15 días postsiembra) a 1 μM As(III) y 10 µM 
As(V) durante 24, 48 y 72 h. Los valores se expresan como media ± desviación estándar (n = 4), n.d: no detectado. El metabolismo total (%) es la suma de 
metabolitos (MMA y DMA) presentes en células y medio. 

 

Tiempo 
(h) 

 

Adición 
(ng As) 

 

ng As/mg proteína 
% Metabolismo 
(MMA+DMA) 

Ratios de 
metilación Total As As inorgánico MMA DMA 

Células Medio Células Medio Células Medio Células Medio MMA/ 
iAs 

DMA/ 
MMA 

As(III) 

24  173 ± 11 58 ± 5 115 ± 2 27 ± 5 86 ± 7 11 ± 1 18 ± 5 21 ± 4 n.d. 29 ± 6 0.26 0.72 

48  159 ± 7 60 ± 9 87 ± 8 26 ± 4 75 ± 13 20 ± 4 24 ± 1 14 ± 2 n.d. 36 ± 4 0.44 0.32 

72  180 ± 18 57 ± 5 134 ± 8 25 ± 6 128 ± 9 21 ± 2 13 ± 1 11 ± 4 3±1 27 ± 4 0.22 0.41 

As(V) 

24  1127 ± 13 17± 2 1113 ± 17 14 ± 1 1113 ± 17 3 ± 1 n.d. n.d. n.d. 1.5 ± 0.1* − − 

48  1096 ± 71 76 ± 21 1020 ± 71 32 ± 11 1020 ± 71 44 ± 7 n.d. n.d. n.d. 7 ± 1* − − 

72  1101 ± 47 75 ± 11 1045 ± 47 24 ± 7 1045 ± 47 51 ± 4 n.d. n.d. n.d. 7 ± 0.4* − − 

 

* Para el As(V), el porcentaje de metabolismo corresponde a la suma de las especies As(III)+MMA+DMA 
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Los resultados para el As(V) ponen de manifiesto que el metabolismo en Caco-2 tras 

15 días postsiembra es diferente del observado para su análogo trivalente. El As(V) 

requiere una etapa de reducción previa para dar lugar a As(III) y continuar la ruta 

metabólica, por tanto, los metabolitos de As(V) evaluados en el presente trabajo 

comprenden, además de las especies mono y dimetiladas, el As(III). En este caso no se 

observa metabolismo a la concentración más baja de As(V) (1 µM). Para la 

concentración 10 µM de As(V) el metabolismo es inferior al del As(III), con valores 

que oscilan entre 1.5-7%, no observándose DMA en ninguna de las condiciones. La 

cantidad de MMA en el interior celular a las 48 y 72 horas (44-51 ng/mg proteína) es 

más elevada que la hallada tras exposición a As(III). Al igual que para la especie 

trivalente, las especies encontradas en el interior celular a las 48 horas de exposición a 

As(V) están en forma trivalente o tiolada. 

A diferencia de lo observado en la línea celular Caco-2, las células secretoras de 

mucus HT29-MTX no presentan metabolismo tras 13-14 días postsiembra en ninguna 

de las condiciones ensayadas [especie arsenical (pentavalente o trivalente), 

concentración (1 o 10 μM) y tiempos de exposición (4, 6, 24, 48, 72 horas)]. 

 

2.2.2. Influencia de GSH y la vitamina B12 (cianocobalamina)  

El GSH y la vitamina B12 son componentes dietarios que pueden afectar el 

metabolismo de las formas inorgánicas de arsénico (Buchet y Lawyers, 1985, Hall et 

al., 2007). La exposición durante 48 horas de As(V) (10 μM) junto a estos dos 

compuestos no modifica significativamente el perfil metabólico ni la distribución de las 

especies arsenicales en la línea Caco-2. Contrariamente, estos compuestos afectan el 

metabolismo de As(III) (1 μM) a las 48 horas de exposición, tal y como se observa en la 

figura 1.  

Los porcentajes de metabolismo total en presencia de GSH (37 ± 7%) son similares 

a los hallados en células expuestas únicamente a As(III) (36 ± 4%), mientras que las 

células co-expuestas con vitamina B12 presentan porcentajes ligeramente inferiores (28 

± 7%). Aunque las diferencias en porcentajes de metabolismo no son acentuadas, 
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existen diferencias significativas en las especies arsenicales y su distribución (células o 

medio). En la exposición a As(III) o a As(III)/GSH el metabolito mayoritario es el 

MMA (28 ± 4% y 26 ± 3%, respectivamente), siendo el DMA minoritario (9 ± 1% y 9 ± 

4%  respectivamente). En ambos casos, tras 48 horas de exposición, el primer ratio de 

metabolismo es ligeramente superior al segundo (0.48 ± 0.04 y 0.31 ± 0.07, 

respectivamente). Sin embargo, tras el tratamiento As(III)/vitamina B12, el metabolito 

más abundante es el DMA (20 ± 3%), aumento que va ligado a una reducción en el 

MMA (10 ± 4%). Este cambio también se pone de manifiesto en los ratios de 

metilación, con una disminución del primer ratio (0.15 ± 0.02) y un aumento del 

segundo ratio (2 ± 0.1). 

La retención celular de arsénico disminuye significativamente en presencia de GSH 

[As(III): 60 ± 9 ng/mg proteína, 38 ± 6%; As(III)/ GSH: 27 ± 4 ng/mg proteína, 15 ± 

2%], debido a que existe una mayor salida de metabolitos al medio, mientras que en 

presencia de vitamina B12 los niveles de arsénico en el interior celular se incrementan 

[As(III)/ vit B12: 75 ± 8 ng/mg proteína, 45 ± 4%] (figura 1).  
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Figura 1. Efecto de GSH y vitamina B12 sobre el metabolismo del As(III) en células Caco-2 (15 
días postsiembra en placas 6 pocillos, 48 horas). Las barras representan los porcentajes de 
especies arsenicales en células y medio (media ± desviación estándar, n = 4) para los distintos 
tratamientos: 1 µM As(III) (barras blancas); 1 µM As(III) y 1 mM GSH (barras grises); 1 µM 
As(III) y 100 µg/mL vitamina B12 (barras punteadas). Los porcentajes de arsénico se han 
calculado respecto a la cantidad de arsénico inicial adicionada al sistema. Los asteriscos indican 
diferencias estadísticamente significativas (p < 0.05) para cada una de las especies, comparando 
los tratamientos con As(III)/GSH y As(III)/vit B12, respecto al tratamiento únicamente con 
arsénico.  

 

2.2.3. Metabolismo de As(III) en función del sistema de cultivo empleado  

La mayoría de estudios de metabolismo empleando modelos celulares se llevan a 

cabo en placas multipocillo. En el presente trabajo, y debido a que Caco-2 son células 

polarizadas cuando se diferencian, también se ha evaluado el metabolismo empleando 

un sistema bicameral (Transwell). Este sistema permite el contacto del compuesto con 

el dominio luminal (apical) de la monocapa y la eliminación del mismo tanto al lado 
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apical como al basal. Este estudio se llevó a cabo sólo en Caco-2 diferenciadas (15 días 

postsiembra) expuestas 48 horas a As(III) (1 µM). 

La tabla 3 muestra el porcentaje y distribución de las especies arsenicales en los tres 

compartimentos (medio apical, monocapa celular y medio basal). Los resultados 

muestran, a diferencia de lo que ocurría en las placas multipocillo, que la 

transformación de As(III) únicamente genera MMA. En el interior celular sólo se 

detecta arsénico inorgánico, mientras que el MMA se encuentra en porcentajes similares 

en el lado apical (5.4 ± 1.2%) y basal (5.3 ± 1.4%) basal. El porcentaje de metabolismo 

es significativamente inferior al observado en placas multipocillo (11 ± 3% vs. 36 ± 

4%), así como la retención celular (3.5 ± 0.4 % frente a 38 ± 5%). 
 
Tabla 3. Metabolismo en células Caco-2 (15 días postsiembra) sembradas sobre Transwell, tras 
exposición a 1 μM As(III) durante 48 horas. Los datos muestran los ng As/mg proteína (media ± 
desviación estándar, n = 4), con los porcentajes entre paréntesis. Los porcentajes de arsénico en 
células y medio están calculados respecto a la concentración inicial de arsénico adicionada al 
cultivo. n.d.: no detectado. 
 

 ng/mg proteína  
(%) 

 iAs  MMA  DMA 

Compartimento basal 23.1 ± 4.4  
(18.2 ± 3.5) 

6.8 ± 1.8 
(5.3 ± 1.4) n.d. 

Células 4.5 ± 1.2 
(3.5 ± 0.4) n.d. n.d. 

Compartimento apical 107.2 ± 5.6 
(84.4 ± 4) 

6.9 ± 1.5 
(5.4 ± 1.2) n.d. 

 

 

2.3. Metabolismo de As(III) y As(V) en función del estado de diferenciación 

Se ha puesto de manifiesto que la actividad metabólica así como los mecanismos de 

transporte de las líneas epiteliales del intestino varían como consecuencia del grado de 

diferenciación celular. Por este motivo, se ha evaluado el metabolismo de As(III) (1 

µM) y As(V) (10 µM) en Caco-2 y HT29-MTX a distintos tiempos postsiembra. Así, 
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además de células diferenciadas con 15 días postsiembra (tabla 2), se ha evaluado el 

metabolismo en células no diferenciadas (5 días postsiembra) y células diferenciadas 

tras 21 días postsiembra. 

Los resultados obtenidos indican que no se detectan metabolitos de arsénico 

inorgánico en las células HT29-MTX en ninguno de los estadios de diferenciación. En 

Caco-2, los resultados son distintos, tal y como se observa en la tabla 4, donde se 

presentan los contenidos totales de arsénico y de las especies arsenicales en el medio e 

interior celular tras 5 y 21 días postsiembra y exposición a As(III) durante 24, 48 y 72 

horas, junto con los ratios de metilación.  

Para el As(III), las células Caco-2 tras 5 días postsiembra son capaces de 

metabolizar el As(III) a MMA y DMA tras 48 horas en contacto con el tóxico, mientras 

que en los ensayos a 15 y 21 días se observa metabolismo a las 24 horas de exposición. 

El metabolismo en las células sin diferenciar es menor (8-11%) que en células 

diferenciadas (25-36%) (p<0.05), sin embargo, en todos los estadios de diferenciación 

el MMA es el metabolito mayoritario. Por otro lado, la retención celular varía 

significativamente entre los 5 días post siembra (7-16%) y los 15 (31-38%) o 21 días 

post siembra (17-29%). 

En cuento a los ratios de metilación, a los 5 días postsiembra el primer ratio de 

metilación (MMA/As inorgánico) es muy bajo (0.1) y se mantiene a 48 y 72 horas, 

mientras que el segundo ratio de metilación (DMA/MMA) alcanza un máximo a las 48 

horas (0.6) y se reduce a las 72 horas (0.25) (tabla 2). A los 21 días postsiembra, de 

forma similar a lo que ocurría a los 15 días, el primer ratio de metilación alcanza un 

máximo a las 48 horas, que disminuye a las 72 horas. El segundo ratio de metilación, 

sin embargo, presenta un incremento continuo con el tiempo de exposición.  

En cuanto al As(V), sólo se detectan metabolitos en células diferenciadas tras 48 

horas de exposición, siendo similar a los 15 y 21 días postsiembra (≤ 7%). 

 



  

 

Tabla 4. Arsénico total y formas arsenicales en los lisados celulares y medios tras exposición de células Caco-2 (5 y 21 días postsiembra) a 1 μM As(III) 
durante 24, 48 y 72 h. Los valores se expresan como media ± desviación estándar (n = 4), n.d: no detectado. El metabolismo total (%) es la suma de 
metabolitos (MMA y DMA) presentes en células y medio. 

 

 

Tiempo 
(h) 

 

Adición 
(ng As) 

 

ng As/mg proteína 
Metabolismo 

(%) 

Ratios de 
metilación Total As As inorgánico MMA DMA 

Células Medio Células Medio Células Medio Células Medio MMA/iAs DMA/MMA 

5 días postsiembra 

24  138 ± 3 11 ± 4 129 ± 15 11 ± 4 129 ± 15 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0 0 

48  143 ± 12 15 ± 2 144 ± 25 5 ± 1 138 ± 21 4 ± 1 6 ± 0.3 6 ± 1 n.d. 11 ± 2 0.07 0.6 

72  129 ± 7 13 ± 2 97 ± 11 8 ± 2 117 ± 12 3 ± 0.5 5 ± 1 2 ± 0.1 n.d. 8 ± 1 0.06 0.25 

21 días postsiembra 

24  138 ± 9 22 ± 7 116 ± 7 15 ± 3 105 ± 6 5 ± 1 11 ± 3 2 ± 0.4 n.d. 13 ± 3 0.13 0.13 

48  165 ± 15 43 ± 5 130 ± 12 21 ± 4 108 ± 7 15 ± 4 19 ± 2 7 ± 2 n.d. 25 ± 5 0.26 0.21 

72  191 ± 12 46 ± 8 143 ± 19 22 ± 3 135 ± 20 15 ± 2 12 ± 2 9 ± 3 4 ± 1 25 ± 2 0.17 0.48 
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2.4. Expresión relativa de ARNm de la As(+3) metiltransferasa (AS3MT)  

La AS3MT se considera en la actualidad el principal enzima responsable del 

metabolismo del arsénico inorgánico. Numerosos estudios han puesto de manifiesto que 

el estado de diferenciación de la línea celular Caco-2 afecta la expresión de genes 

relacionados con el metabolismo y el transporte (Hashimoto y Shimizu, 1993; Wang y 

Evers, 1999). Esto podría ocurrir con el gen que codifica la AS3MT y para corroborarlo 

se evaluó la expresión de este enzima en células en distintos estadios de diferenciación 

(5, 15 y 21 días postsiembra). Los resultados obtenidos muestran que en los tres estados 

de diferenciación tanto las células Caco-2 como HT29-MTX expresan este enzima. Los 

niveles de AS3MT en las células 15 y 21 días postsiembra no presentan diferencias 

significativas respecto a los niveles a los 5 días postsiembra en ambas líneas celulares 

[ratio de expresión (log2): Caco-2, 15 días: -0.82 ± 0.04 y 21 días: -0.12 ± 0.02; HT29-

MTX, 15 días: 1.4 ± 0.4 y 21 días: 1.1 ± 0.3].  

Adicionalmente se ha evaluado el efecto de la exposición a arsénico inorgánico 

sobre la expresión de AS3MT en células Caco-2. La expresión diferencial evaluada a 5, 

15 y 21 días postsiembra tras la exposición a As(III) (1 µM) o As(V) (10 µM) durante 

24, 48 y 72 horas se muestra en la tabla 5. La exposición a As(V) no conlleva ningún 

cambio significativo en la expresión del gen que codifica la AS3MT. Por el contrario, 

los resultados con As(III) muestran un incremento significativo en la expresión de 

AS3MT [ratio de expresión (log2) = 3 ± 0.5] tras 48 horas de exposición en células 

diferenciadas (15 días postsiembra). 

 

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo 2. Resultados
 

 

164 

Tabla 5. Expresión de ARNm de AS3MT tras tratamiento de las células Caco-2 (5, 15 y 21 días 
postsiembra) con 1 μM As(III) o 10 μM As(V) a diferentes tiempos (24, 48 y 72 h). Los datos 
representan el ratio de expresión (log2) de AS3MT (media ± desviación estándar, n = 8). Las 
diferencias estadísticamente significativas respecto a controles no tratados con arsénico a los 
distintos tiempos de tratamiento se marcan con un asterisco (p < 0.05). 
 

 Expresión relativa (log2) 

Especie 
arsenical 

Tiempo 
(h) 

5 días 
postsiembra 

15 días 
postsiembra 

21 días 
postsiembra 

As(III) 

24 –0.02 ± 0.01 –0.1 ± 0.02 0.1 ± 0.04 

48 –0.3 ± 0.04 3 ± 0.5* –0.1 ± 0.02 

72 0.8 ± 0.2 –0.7 ± 0.1 0.8 ± 0.5 

As(V) 

24 0.5 ± 0.1 0.2 ± 0.04 0.4 ± 0.1 

48 0.7 ± 0.2 0.8 ± 0.1 1 ± 0.2 

72 0.2 ± 0.1 0.7 ± 0.4 0.9 ± 0.4 

 

 

2.5. Influencia del mucus en la acumulación intracelular del arsénico inorgánico en 

la línea celular HT29-MTX 

El mucus secretado por HT29-MTX constituye una barrera a la difusión de 

nutrientes, drogas, iones, toxinas, metales pesados y macromoléculas (Forstner et al., 

1994). Por este motivo, y teniendo en cuenta que este tipo celular no presenta 

metabolismo de las formas inorgánicas en ninguna de las condiciones ensayadas, se ha 

evaluado la influencia de esta capa glicoproteica en la acumulación intracelular del 

tóxico. Para tal fin, células HT29-MTX diferenciadas se han expuesto a As(III) (1 µM) 

o As(V) (10 µM) durante 24 horas. 

Los resultados obtenidos para ambas especies muestran que del arsénico total 

adicionado al cultivo, la retención celular (mucus + interior celular) es mayor para la 

forma trivalente (8 ± 1%) que para la pentavalente (1 ± 0.2%). La figura 2 presenta los 
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porcentajes de arsénico total en mucus e interior celular respecto a la cantidad de 

arsénico presente en células HT29-MTX, mostrando que la mayoría del arsénico 

presente en este tipo celular queda retenido por el mucus.  

 

 

 
 
Figura 2. Distribución de arsénico en células HT29-MTX tras 24 horas de exposición a As(III) (1 
µM) (barras blancas) y As(V) (10 µM) (barras punteadas). Las barras representan el porcentaje de 
arsénico en mucus e interior celular respecto a los contenidos de arsénico en las células 
(mucus+interior celular). Los valores se expresan como media ± desviación estándar (n= 3-6). 
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Discusión 

 

El epitelio intestinal supone la primera barrera con la que se encuentran los tóxicos 

que entran al organismo por vía oral. La principal función de este órgano es la absorción 

de nutrientes y agua, pero también presenta la capacidad de metabolizar fármacos u 

otros compuestos a través de diversos sistemas enzimáticos que permiten especialmente 

las reacciones de fase 1 y 2 (Lin et al., 1999). Combinadas con las transformaciones 

hepáticas, el metabolismo de primer paso puede modificar los niveles y forma química 

en la que los compuestos alcanzan la circulación sistémica. Estudios in vitro han 

demostrado que hepatocitos primarios de distintas especies (humanos, perros, ratones, 

conejos, macacos y ratas) y líneas celulares hepáticas presentan una importante 

capacidad para metilar el arsénico inorgánico (Del Razo et al., 2001; Drobna et al., 

2010b; Watanabe et al., 2011). Sin embargo, no existen datos sobre la capacidad 

metabólica de células del tracto gastrointestinal. En el presente capítulo de tesis se ha 

llevado a cabo un estudio de la capacidad de metabolismo de células epiteliales del 

intestino tras exposición a unas concentraciones de arsénico inorgánico habituales en 

agua de bebida y alimentos (EFSA, 2009), empleando los dos tipos celulares más 

abundantes en este órgano, enterocitos, representados por las células Caco-2 y células 

caliciformes, representadas por las células HT29-MTX. 

Los resultados obtenidos indican que las células Caco-2 diferenciadas (≥ 15 días 

postsiembra), pueden metabolizar entre un 7% y un 36% del arsénico inorgánico 

adicionado, según se encuentre en forma pentavalente o trivalente respectivamente. Del 

Razo et al. (2001) en un estudio llevado a cabo con HepG2, línea celular obtenida de un 

carcinoma hepatocelular, ponen de manifiesto porcentajes de metabolismo del 28% tras 

24 horas de exposición a concentraciones de 1 µM de As(III), iguales a los obtenidos en 

este trabajo para Caco-2 15 días postsiembra (28 ± 6%, figura 1) en igualdad de tiempos 

y concentraciones. Asimismo, el ratio DMA/MMA observado para hepatocitos 

primarios humanos expuestos a concentraciones de As(III) entre 0.1 y 4 µM oscila entre 

0.7-0.1 (Styblo et al., 2000). En el presente estudio se ha determinado un ratio 
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DMA/MMA de 0.7 tras exposición de células Caco-2 a 1µM As(III) 24 horas (15 días 

postsiembra), dato que indica la elevada capacidad de metilación de este tipo celular. 

Estos datos indican que las células epiteliales del intestino tienen una capacidad de 

metilación del As(III) comparable a la de los hepatocitos humanos.  

Con respecto al As(V), Styblo et al. (1999b) observaron en hepatocitos humanos, un 

porcentaje de metilación a DMA y MMA menor o igual al 3% tras 48 horas de 

exposición a 0.1 µM de As(V), porcentaje similar al obtenido en el presente trabajo. El 

bajo metabolismo observado para el As(V) en Caco-2 comparado con el hallado para 

As(III), se debe posiblemente a una mínima entrada de la forma pentavalente al interior 

celular, hecho que ya ha sido puesto de manifiesto en otros tipos celulares (Dopp et al., 

2010). Se ha sugerido que la baja entrada del As(V) a las células se debe a mecanismos 

de competición con transportadores de fosfato (Hirano et al., 2003). En el presente 

estudio, las concentraciones de fosfato en el medio de ensayo (1 mM), similares a los 

contenidos fisiológicos in vivo (plasma 0.97-1.45 mmol/L; intersticio: 1 mmol/L, Dopp 

et al., 2010), son dos órdenes de magnitud superiores a las concentraciones de As(V) 

empleadas, por lo que el fosfato podría disminuir su captación celular y el subsiguiente 

metabolismo.  

Los resultados obtenidos evidencian que los enterocitos pueden producir cambios 

significativos en la forma química del arsénico inorgánico ingerido. El metabolito 

mayoritario encontrado en células Caco-2 diferenciadas es el MMA. Drobna et al. 

(2004) ponen de manifiesto que el perfil metabólico del As(III) depende de la 

concentración. De hecho, su trabajo evidencia que el DMA es el metabolito 

predominante en cultivos primarios de hepatocitos humanos expuestos a 

concentraciones menores a 0.9 nmol As(III)/mg de proteína, mientras que a 

concentraciones superiores (30 nmol As(III)/mg de proteína), similares a las empleadas 

en este estudio, predomina la forma monometilada. Esta disminución del metabolismo 

total o del paso de MMA a DMA, puede ser consecuencia del efecto inhibidor de la 

actividad de enzimas por parte del As(III) o de alguno de sus metabolitos. Se ha descrito 

que tanto el As(III) como el MMA(III) inhiben la actividad del AS3MT, enzima 

responsable de distintas etapas del proceso metabólico, con constantes de inhibición de 



Capítulo 2. Discusión 
 

 

169 

> 5 µM para el As(III) y ≥ 1 µM para el MMA(III) en el caso de la As3mt de rata 

(Styblo, comunicación personal). También se ha puesto de manifiesto que el MMA(III) 

y complejos de arsénico inorgánico-glutatión son inhibidores de enzimas que pueden 

intervenir indirectamente en el metabolismo de arsénico inorgánico tales como la 

glutatión reductasa (Styblo et al., 1997) y la tiorredoxina reductasa (Lin et al., 1999).  

En este sentido, nuestro estudio pone de manifiesto que una mayor acumulación de 

formas trivalentes, supone una disminución del paso de MMA a DMA y por tanto de la 

tasa metabólica total de las células. Estas inhibiciones pueden ser la causa de la 

reducción en el ratio DMA/MMA a los tiempos superiores de ensayo para células Caco-

2 (15 días postsiembra), donde se alcanzan las mayores concentraciones de MMA en el 

interior celular. Asimismo, el ratio DMA/MMA a las 48 horas de exposición es mayor 

para las células no diferenciadas (0.6) que para las células diferenciadas (0.3), 

coincidiendo con los menores contenidos en el interior celular tanto de As(III) como de 

MMA(III) (células no diferenciadas: As(III) 5 ± 1 ng As/mg proteína, MMA(III) 4 ± 1 

ng As/mg proteína; células diferenciadas: As(III) 26 ± 4 ng As/mg proteína, MMA(III) 

20 ± 4 ng As/mg proteína). Adicionalmente, concentraciones de 10 μM de As(III) 

provocan una inhibición completa del metabolismo del arsénico inorgánico, no 

encontrando metabolitos en el medio ni en las células a ninguno de los tiempos 

ensayados. Este hecho se ha observado previamente en hepatocitos humanos, donde el 

metabolismo de As(III) se bloquea completamente tras exposiciones de 10 y 20 µM de 

As(III) (Styblo et al., 1999a). 

Existen numerosos estudios que describen cambios en actividades enzimáticas, 

niveles de expresión de ARNm o proteína a lo largo del periodo de diferenciación de las 

células Caco-2 (Matsumoto et al., 1990; Jumarie y Malo 1991; Sonoyama et al., 2000; 

Fleet et al., 2002, 2003; Bédrine-Ferran et al., 2004; Siissalo, 2009). En el presente 

estudio se ha puesto de manifiesto que tanto las células Caco-2 diferenciadas como las 

no diferenciadas son capaces de metabolizar el arsénico inorgánico, si bien en estas 

últimas el porcentaje de metabolismo es inferior (11% vs 25-36% a las 48 horas). El 

menor metabolismo en células no diferenciadas puede deberse a un menor transporte de 

arsénico inorgánico al interior celular. De hecho, la cantidad de As total en el interior 
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celular tras 48 horas de exposición a As(III) es inferior en las células no diferenciadas 

(15 ± 2 ng As/mg proteína), que en las diferenciadas (15 días: 60 ± 9 ng/mg proteína; 21 

días: 49 ± 5 ng/mg proteína) (tablas 2 y 4). En la presente tesis se han identificado 

transportadores involucrados en la captación celular del As(III) en células Caco-2 

(capítulo 3), en concreto OATPB, GLUT5 y AQP10. La menor captación de As(III) a 

los 5 días postsiembra puede deberse a una menor expresión de estos transportadores. 

Diversos estudios han evaluado los niveles de expresión de estos transportadores en 

Caco-2 en función del estadio de diferenciación. Así, Konig et al. (2006) observaron 

que los niveles de OATPB aumentaban con el tiempo en cultivo de las células (1-5 

semanas). Mahraoui et al. (1992) determinaron que el nivel de ARNm de GLUT5 es 

dependiente del crecimiento celular y solo se detecta en células postconfluentes 

diferenciadas. Para AQP10, sin embargo, no existe bibliografía específica que 

correlacione los niveles proteicos o de ARNm con los distintos estadios de 

diferenciación, sin embargo, para otros miembros de esta familia de proteínas sí existen 

trabajos que indican aumentos en su expresión en células Caco-2 diferenciadas, frente a 

las no diferenciadas (Fleet et al., 2003; Landowski et al., 2004).  

Por otra parte, los cambios de metabolismo en distintos estadios de diferenciación 

pueden deberse también a cambios en la actividad metabólica. La AS3MT ha sido 

descrita como la enzima responsable de la ruta metabólica del arsénico inorgánico desde 

As(III) a DMA u óxido de trimetilarsina (Waters et al., 2004a, 2004b; Drobna et al., 

2006). En esta tesis se ha observado que Caco-2 y HT29-MTX expresan ARNm de 

AS3MT en todos los estadios de diferenciación, sin variaciones significativas entre ellos. 

Serían necesarios estudios que evalúen los niveles proteicos y la actividad enzimática de 

la AS3MT para definir la causa de las variaciones del metabolismo en los distintos 

tiempos postsiembra. Por otra parte, se han observado cambios en los niveles de la 

AS3MT tras exposición a As(III) (48 horas, 15 días postsiembra). Este hecho indica que 

la exposición al tóxico es capaz de alterar la expresión de genes relacionados con su 

metabolismo, siendo necesarios más estudios que evalúen las consecuencias de estos 

cambios.  
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Estudios previos han indicado que la polarización que acompaña a la diferenciación 

celular está influenciada por el soporte donde crecen las células. Así, Gaillard y Finlay 

(1996) observaron diferencias en la estructura de las uniones estrechas en Caco-2 

crecidas sobre filtros porosos. Anderle et al. (2003) observan cambios en la expresión 

de P-gp entre Caco-2 cultivadas sobre filtros de policarbonato y frascos de poliestireno. 

Así mismo, células caninas renales Mandin-Darby presentan mayor polaridad cuando 

crecen en soportes permeables (Fuller y Simons, 1986). Teniendo en cuenta la 

influencia de la diferenciación celular de Caco-2 sobre el metabolismo del arsénico 

inorgánico y la importancia de la polarización en procesos de absorción, transporte y 

metabolismo intestinal, se he evaluado el metabolismo y distribución de metabolitos en 

Caco-2 diferenciadas (15 días postsiembra) sobre membranas semipermeables 

(Transwell).  

El porcentaje de metabolismo obtenido en estas condiciones es menor al observado 

en células crecidas sobre placas de polipropileno (11% frente a 36%). Este hecho puede 

ser debido a la menor retención celular de arsénico observada en células crecidas en 

Transwell (5 ± 1 ng As/mg proteína en Transwell; 60 ± 9 ng As/mg proteína en 

placas) tras 48 horas de exposición a arsénico inorgánico. Estos resultados ponen de 

manifiesto el importante efecto del sistema de cultivo en la evaluación del metabolismo 

de estas células polarizadas. En células sembradas sobre soportes porosos hay un 

aumento de la superficie de membrana y pueden intervenir en el transporte proteínas 

presentes en la membrana basolateral, aumentando de esa forma los procesos de 

eliminación celular, y por tanto disminuyendo la retención del arsénico. Hay que 

destacar el hecho de que los metabolitos generados en este sistema bicameral son 

transportados tanto hacia el lado apical, que emularía el lumen intestinal y por tanto el 

sentido secretorio, como al lado basolateral, que reproduciría la cavidad serosa y por 

tanto el transporte en sentido absortivo. En consecuencia, tras la ingesta de arsénico 

inorgánico, podrían llegar a la vena porta metabolitos de arsénico generados en el 

epitelio intestinal.  

La absorción de nutrientes, fármacos o tóxicos en el tracto gastrointestinal es un 

proceso complejo afectado por numerosos factores como las propiedades moleculares 
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del compuesto (tamaño, grado de ionización, solubilidad, polaridad), factores 

fisiológicos (motilidad intestinal, permeabilidad de la mucosa, estado), propiedades 

cinéticas (afinidad por transportadores, capacidad de los transportadores, metabolismo) 

e interacciones con alimentos, fármacos u otras sustancias presentes en el lumen. 

Adicionalmente, diversos componentes de la dieta se han descrito como potentes 

moduladores de actividades enzimáticas (Ferriola et al., 1989; Agullo et al., 1997). En 

el presente estudio se pone de manifiesto que en células diferenciadas, el perfil 

metabólico y la retención celular del arsénico inorgánico varían en presencia de GSH o 

vitamina B12, dos componentes que están presentes de forma habitual en el quimo.  

La presencia de vitamina B12 favorece el paso de MMA a DMA, siendo el DMA el 

metabolito mayoritario, a diferencia de lo observado para el resto de condiciones 

estudiadas. El ratio DMA/MMA se incrementa significativamente en presencia de 

vitamina B12 en comparación con células expuestas sólo a As(III) (2 vs 0.3) y el ratio 

MMA/As inorgánico disminuye. Buchet y Lauwerys (1985) observaron la misma 

tendencia trabajando con un preparado citosólico de hígado de rata, si bien este 

fenómeno sólo se manifestaba en presencia de S-adenosilmetionina (SAM), el dador de 

grupos metilo en la etapa de metilación. SAM requiere metionina para su síntesis y, por 

su parte, la vitamina B12 es esencial en la remetilación de la homocisteína a metionina, 

por tanto, indirectamente actúa como cofactor en las etapas de metilación del arsénico 

inorgánico (Vahter, 2007). Estos datos no coinciden con los obtenidos en estudios 

poblacionales (Heck et al., 2007; Hall et al., 2009a, 2009b) que muestran que la 

vitamina B12 se asocia inversamente con los porcentajes de arsénico inorgánico en 

orina, aumentando el ratio MMA/As inorgánico. En cuanto al GSH, aunque no hay 

variaciones significativas en el perfil metabólico, sí que hay una disminución del 

arsénico presente en el interior celular, posiblemente por favorecer la extrusión de las 

formas arsenicales al formar complejos As-GSH, tal y como documentan otros autores 

(Leslie et al., 2004). Estos resultados indican que la composición de la matriz 

alimentaria es un factor muy importante que puede afectar el perfil de especies durante 

el tránsito y la absorción gastrointestinal, y puede influir en el metabolismo y la 

toxicidad del arsénico ingerido.  
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Por otra parte, el intestino no se compone únicamente por enterocitos. El segundo 

tipo celular mayoritario en el intestino son las células caliciformes. Las células HT29-

MTX se han descrito previamente como una línea celular capaz de diferenciarse a 

células secretoras de mucus (Lesuffleur et al., 1990) y secretar a una capa protectora de 

mucus sobre el cultivo. La barrera de mucus gastrointestinal se compone de una capa 

interna íntimamente adherida a la superficie celular y una capa externa de mucus no 

adherente. Esta última se elimina continuamente por los movimientos peristálticos que 

desplazan distalmente el contenido luminal. En el presente trabajo se ha observado que 

el arsénico inorgánico queda retenido en la capa de mucus, evitando en parte su entrada 

al interior celular y posiblemente facilitando su eliminación en heces. Esta retención es, 

posiblemente, la responsable de la ausencia de metabolismo del arsénico inorgánico por 

HT29-MTX. Es necesario llevar a cabo más estudios para esclarecer el papel de esta 

capa glicoproteica en la protección del epitelio intestinal frente a la exposición a 

arsénico inorgánico y evaluar su papel en el metabolismo y la entrada y retención 

celular. Asimismo, sería necesario evaluar el efecto del arsénico sobre la cantidad y 

composición de glicoproteínas presentes en el mucus, ya que existen estudios que 

demuestran la capacidad de disolver el mucus por compuestos que interacionan con 

grupos -SH (Allen y Flemström, 2005).  

Hasta el momento se ha considerado que el arsénico inorgánico ingerido con los 

alimentos o el agua de bebida, tras la absorción intestinal, es metabolizado por el hígado 

antes de llegar a la circulación sistémica. El presente trabajo muestra que las células 

intestinales también son capaces de transformar el arsénico inorgánico y por lo tanto 

modificar las especies arsenicales que llegan a la circulación portal. Se pone de 

manifiesto la necesidad de considerar al intestino en la evaluación del metabolismo 

presistémico del arsénico inorgánico, si bien deberían combinarse los estudios in vitro e 

in vivo para establecer la importancia real de estos procesos (Lin et al., 1999). La 

presencia de formas metiladas trivalentes en el interior celular muestra la necesidad de 

llevar a cabo más estudios sobre el posible efecto de estas formas arsenicales a nivel 

intestinal.  
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La figura 3 presenta, a modo de resumen, los procesos del metabolismo intestinal 

del arsénico inorgánico observados en este capítulo, así como la información existente 

en bibliografía sobre el metabolismo hepático, recirculación enterohepática y 

eliminación. 

 

 
 
Figura 3. Representación esquemática del metabolismo del arsénico inorgánico, su circulación 
enterohepática y eliminación. 
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El epitelio intestinal constituye la primera barrera para la absorción de las distintas 

especies arsenicales hacia el torrente sanguíneo, sin embargo, los estudios sobre su 

permeabilidad intestinal son muy escasos. En este capítulo se muestran los resultados 

obtenidos en el estudio de retención celular, transporte y permeabilidad aparente de 

especies arsenicales inorgánicas, mono y dimetiladas [As(III), As(V), MMA(III), 

MMA(V), DMA(III), DMA(V)] utilizando la línea celular Caco-2 como modelo de 

epitelio intestinal. Se ha evaluado el transporte de las especies arsenicales en distintas 

condiciones (apertura de uniones intercelulares, pH, temperatura, presencia de 

componentes dietéticos y/o fisiológicos del quimo) con el fin de profundizar en el modo 

de absorción intestinal del arsénico y en los factores que pueden afectar a la misma. Así 

mismo se han identificado proteínas transportadoras implicadas en el transporte de las 

formas inorgánicas.  

 

 

Resultados 

 

3.1. Captación y transporte de especies arsenicales en células Caco-2 

En todos los ensayos se llevaron a cabo pruebas para evaluar la integridad de la 

monocapa y la viabilidad celular, tal y como se describe en metodología (apartado 6.5). 

Los parámetros se mantuvieron dentro de los límites establecidos para considerar la 

monocapa íntegra, excepto que se indique lo contrario en el texto.  

 

3.1.1. Especies arsenicales pentavalentes  

En los estudios de transporte y retención de las especies arsenicales pentavalentes en 

dirección apical-basolateral y basolateral-apical se han empleado dos medios de cultivo, 

DMEMc y HBSS. El empleo de estos dos medios aporta información sobre el efecto de 

su composición en el transporte de las especies arsenicales, tal y como se ha descrito 

para otros compuestos (Zucco et al., 2005; Ingels y Augustijns, 2003). 
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3.1.1.1. Transporte y captación en dirección apical-basolateral 

Las concentraciones de las especies arsenicales evaluadas [As(V), MMA(V) y 

DMA(V)] para los estudios de transporte en DMEMc fueron 1, 7, 13 y 67 µM.  

La figura 1 muestra el arsénico transportado frente a la concentración tras 24 horas 

de exposición. Para el As(V) (figura 1a) y DMA(V) (figura 1c), la cantidad de arsénico 

transportada al lado basolateral se incrementa linealmente con la concentración. En el 

caso del MMA(V) (figura 1b), esta linealidad se mantiene sólo hasta la concentración de 

13 µM, sugiriendo la participación de un componente saturable en el transporte. Los 

valores de los parámetros cinéticos tras la aplicación de la ecuación de Michaelis-

Menten al MMA(V) son: Km = 2.02 µM; Vmax = 4. 6 × 10-5 pmol/106 células/min.  

Los porcentajes de transporte al lado basolateral tras 24 horas [As(V): 3-10%; 

MMA(V): 3-11%; DMA(V): 4-6%], indican un bajo transporte de estos compuestos a 

través de la monocapa Caco-2. La retención celular de todas las especies también es 

muy baja (<0.1-0.5%; 12-20 ng/106 células), sin diferencias significativas entre 

concentraciones y especies. 

 

 

 



 

 

 
 
 

 
Figura 1. Transporte apical-basolateral en DMEMc (ng As/106 células) de As(V) (1a), MMA(V) (1b) y DMA(V) (1c) en función de la concentración. Valores 
expresados como media ± desviación estándar (n=3). 
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En los ensayos de captación y transporte llevados a cabo en medio HBSS, se utilizó 

una única concentración para cada especie arsenical (67 µM) a un tiempo de 24 horas. 

Los resultados de transporte obtenidos en medio HBSS se muestran en la tabla 1 junto a 

los comentados anteriormente para el medio DMEMc.  
 

Tabla 1. Efecto del medio de cultivo en el transporte apical-basal de especies pentavalentes (67 
µM) por células Caco-2. Contenido de arsénico (ng As/106 células) en el compartimento basal tras 
24 horas de exposición. Valores expresados como media ± desviación estándar (n=3). 
 

 
DMEMc 

(ng As/106 células) 

HBSS 

(ng As/106 células) 

As(V) 516 ± 20 637 ± 12 

MMA(V) 106 ± 10 157 ± 15 

DMA(V) 149 ± 4 129 ± 19 

 

El transporte de As(V) y MMA(V) es significativamente superior en HBSS, 

mientras que para DMA(V) las diferencias no son significativas. Por lo que respecta a 

los contenidos intracelulares, los valores son muy bajos (< 1%), similares a los hallados 

en DMEMc.  

3.1.1.2. Transporte y captación en dirección basolateral-apical 

Las concentraciones de las formas arsenicales pentavalentes empleadas en dirección 

basolateral-apical en medio DMEMc fueron las mismas que en dirección apical- 

basolateral (1, 7, 13 y 67 µM). Para el As(V) el porcentaje de transporte basolateral-

apical en DMEMc tras 24 horas de exposición se reduce significativamente respecto al 

observado en dirección apical-basolateral (<0.2% vs 3-10%). Sin embargo, el transporte 

de MMA(V) (5-8%) y DMA(V) (5-6%) es comparable al observado en el sentido 

apical-basal. Por lo que respecta a la retención celular, es muy baja (0.1-1%), al igual 

que ocurría en el transporte apical-basolateral. En la figura 2 se representan los ng de 

arsénico en el lado apical frente a la concentración de cada una de las especies 

arsenicales.  



 

 

 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Transporte apical-basolateral (ng As/106 células) de As(V) (2a), MMA(V) (2b) y DMA(V) (2c) en función de la concentración. Valores expresados 
como media ± desviación estándar (n=3). 
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Los ensayos de captación y transporte en medio HBSS se llevaron a cabo sólo a una 

concentración de cada especie arsenical (67 µM). Los resultados en medio HBSS y 

DMEMc se muestran conjuntamente en la tabla 2.  

 

Tabla 2. Efecto del medio de cultivo en el transporte basal-apical de especies 
pentavalentes (67 µM) por células Caco-2. Contenido de arsénico (ng As/106 células) en 
el compartimento receptor tras 24 horas de exposición. Valores expresados como media 
± desviación estándar (n=3).  
 

 DMEMc 
(ng As/106 células) 

HBSS 
(ng As/106 células) 

As(V) 12 ± 3 237 ± 3 

MMA(V) 167 ± 12 55 ± 4 

DMA(V) 222 ± 8 46 ± 7 

 

En el caso del As(V) observamos un incremento significativo en el transporte en 

HBSS (5 ± 0.7%) frente al obtenido en DMEMc (0.16 ± 0.05%). Las formas metiladas 

pentavalentes presentan un comportamiento distinto, con una reducción significativa en 

el transporte en HBSS (0.9-1%) frente a DMEMc (5-6%). 

 

3.1.2. Especies arsenicales trivalentes  

El estudio del transporte de las formas trivalentes se realizó únicamente en medio 

HBSS. Las concentraciones evaluadas en dirección apical-basolateral y basolateral-

apical fueron 1, 7, 13 y 67 µM para As(III) y 1 µM para MMA(III) y DMA(III). 

Los ensayos de transporte se extendieron hasta las 24 horas para el As(III) y hasta 

las 4 horas para el MMA(III) y DMA(III). Las diferencias en los tiempos y 

concentraciones de ensayo entre el As(III) y las formas metiladas trivalentes se deben a 

la mayor toxicidad del MMA(III) y DMA(III).  

3.1.2.1. Transporte y captación en dirección apical-basolateral 
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La figura 3 muestra el transporte de As(III) en función de la concentración 

adicionada, tras 24 horas de exposición. Se observa un incremento lineal de los ng en el 

lado basolateral con el aumento de la concentración, indicando que en las condiciones 

estudiadas no existe un componente saturable en el transporte de esta especie. Los 

porcentajes de transporte de esta forma arsenical varían entre 45 y 64%, valores muy 

superiores a los obtenidos para la forma pentavalente.  
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Figura 3. Transporte apical-basolateral en HBSS de As(III) (ng As/106 células) en función de la 
concentración. Valores expresados como media ± desviación estándar (n=3).  

 

La figura 4 representa los ng de arsénico en el lado basolateral en función del tiempo 

tras exposiciones a MMA(III) y DMA(III). Los porcentajes de transporte al lado 

basolateral de ambas especies son similares a los 240 minutos [MMA(III): 50 ± 4% y 

DMA(III): 58 ± 3%]. Se observa una ligera reducción en la velocidad de transporte 

entre las 3 y 4 horas, hecho que puede deberse a una reducción en la concentración de 

estas formas arsenicales en el compartimento apical o a una oxidación de las mismas, ya 

que son compuestos inestables que se oxidan con rapidez. 
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Figura 4. Transporte apical-basolateral (ng As/106 células) de MMA(III) (○) y DMA(III) (●), 
ambos a la concentración de 1 µM, en función del tiempo. Valores expresados como media ± 
desviación estándar.  

 

Los contenidos intracelulares en dirección apical-basal son superiores a los 

observados para las formas pentavalentes en medio HBSS. El contenido intracelular de 

As(III) a tiempo final de ensayo (24 horas) varía entre 0.9-2.4% y aumenta con el 

incremento de la concentración (1, 7, 13 y 67 µM: 2.4 ± 0.2, 8 ± 1, 21 ± 3 y 43 ± 5 

ng/106 células, respectivamente). El incremento, sin embargo no es lineal si 

consideramos la concentración más elevada de As(III), indicando que en estos niveles 

de exposición existe una saturación en la entrada de esta forma arsenical al interior 

celular.  

El MMA(III) y el DMA(III) tienen una retención celular muy superior al As(III), 30 

± 4% (76 ± 11 ng/106 células) y 35 ± 5% (88 ± 13 ng/106 células) respectivamente. La 

suma del transporte al lado basolateral y el contenido intracelular de estas formas 

arsenicales supone el 100% del arsénico adicionado.  
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3.1.2.2. Transporte y captación en dirección basolateral-apical 

La figura 5 muestra el transporte de As(III) al lado apical en función de la 

concentración, tras 24 horas de exposición. Al igual que para la dirección apical-

basolateral, se observa un incremento lineal en el transporte con el aumento de la 

concentración, por lo que no existe saturación en las condiciones de ensayo. Los 

porcentajes de transporte de esta forma arsenical varían entre 26-36%. 
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Figura 5. Transporte basolateral-apical (ng As/106 células) de As(III) en función de la 
concentración. Valores expresados como media ± desviación estándar (n=3). 

 

El transporte en dirección basolateral-apical de MMA(III) y DMA(III) frente al 

tiempo se representa en la gráfica 6. Estas dos formas arsenicales presentan tasas de 

transporte similares a las observadas en dirección opuesta, con una tendencia lineal en el 

transporte. No se observa, sin embargo, la reducción en la velocidad de paso a lado 

basolateral que se detectaba entre las 3 y 4 horas, especialmente para el DMA(III).  
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Figura 6. Transporte basolateral-apical (ng As/106 células) de MMA(III) (○) y DMA(III) (●), 
ambos a la concentración de 1 µM, en función del tiempo. Valores expresados como media ± 
desviación estándar (n = 3). 

 

Los contenidos intracelulares de arsénico tras 24 horas de exposición a As(III) en el 

compartimento basolateral son similares a los observados en la dirección opuesta, con 

porcentajes que varían entre 1-3% y que se incrementan con el aumento de la 

concentración (1, 7, 13 y 67 µM: 3.1 ± 0.9, 15 ± 2, 31 ± 4 y 55 ± 7 ng/106 células, 

respectivamente). La concentración más elevada modifica la tendencia lineal, indicando 

una saturación a estos niveles de exposición.  

Los niveles de arsénico en el interior celular tras exposiciones a MMA(III) y 

DMA(III) en el compartimento basal (4 horas) son ligeramente superiores a los 

observados en dirección apical-basolateral, 37 ± 3% (92 ± 7 ng/106 células) y 42 ± 5% 

(105 ± 12 ng/106 células) respectivamente, y superiores a los encontrados para As(III). 

Al igual que en dirección opuesta, la totalidad del arsénico adicionado se encuentra en 

las células y compartimento basolateral.  

 

 

 



Capítulo 3. Resultados 
 

 

187 

3.2. Cálculo del coeficiente de permeabilidad aparente. Determinación del ratio de 

eliminación 

El coeficiente de permeabilidad aparente (Papp) calculado in vitro, evalúa la 

velocidad de paso de un compuesto a través de una monocapa celular y constituye un 

parámetro muy útil para establecer comparaciones, ya que corrige los valores obtenidos 

por la superficie del inserto, el tiempo y la concentración del compuesto adicionada.  

La Papp en condiciones estándar de cultivo (37 ºC y pH 7.2) y dirección apical-basal 

y basal-apical, se evaluó para 67 µM de As(V), MMA(V), DMA(V) y As(III), y para 1 

µM de MMA(III) y DMA(III). 

En las especies pentavalentes, la retirada de alícuotas se ha efectuado cada 15 

minutos hasta el tiempo final de exposición, 120 minutos. En las especies trivalentes, 

las alícuotas se retiraron a 5, 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos. Los valores de Papp 

obtenidos para las distintas especies arsenicales y el valor del ratio de eliminación (Er) 

se presentan en la tabla adjunta.  

 
Tabla 3. Coeficientes de permeabilidad aparente (x 10-6 cm/s) de las especies arsenicales en 
dirección apical-basal, basal-apical y el ratio de eliminación en medio HBSS. Valores expresados 
como media ± desviación estándar (n=3)   
 
 

 

 Papp 

Apical-basal 

Papp 

Basal-apical 

Ratio de eliminación 

(Er) 

(Papp B-A)/(Papp A-B) 

As(V) 67 µM 1.04 ± 0.05 0.46 ± 0.05 0.46 ± 0.08 

MMA(V) 67 µM 0.26 ± 0.08 0.08 ± 0.01 0.31 ± 0.03 

DMA(V) 67 µM 0.30 ± 0.04 0.12 ± 0.02 0.20 ± 0.03 

As(III) 67 µM 4.61 ± 0.32 4.72 ± 0.51 1.02 ± 0.12 

MMA(III) 1 µM 7.15 ± 0.91 8.43 ± 0.5 1.18 ± 0.21 

DMA(III) 1 µM 11.05 ± 1.42 13.15 ± 1.6 1.18 ± 0.07 
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Adicionalmente, para el As(III), se calcularon los valores de Papp para 

concentraciones inferiores (1, 7 y 13 µM), con valores similares al encontrado para la 

concentración superior (67 µM) (3.75 - 4.46 x 10-6 cm/s). 

Los valores de Papp en dirección apical-basolateral y basolateral-apical presentan la 

siguiente gradación según la especie arsenical: DMA(III) > MMA(III) > As(III) > 

As(V) > DMA(V) ≈ MMA(V). En el caso de las formas pentavalentes, el Er es menor 

que 1, indicando que el transporte en dirección apical-basolateral es superior al 

observado en dirección opuesta. Los valores de Er para las formas trivalentes están 

próximos a 1, mostrando un transporte similar en ambas direcciones.  

 

 

3.3. Mecanismos de absorción de formas arsenicales en el modelo celular in vitro 

Caco 2  

Con el fin de identificar los mecanismos de transporte implicados en la absorción de 

las formas arsenicales, se evaluó la Papp tras una serie de modificaciones de las 

condiciones de transporte consideradas estándar (37 ºC y pH 7.2). Para las especies 

pentavalentes [As(V), MMA(V), DMA(V)] los ensayos se llevaron a cabo a una 

concentración de 67 µM y la exposición se prolongó hasta los 120 minutos, con retirada 

de alícuotas a los 15, 30, 60 y 120 minutos. Para las especies trivalentes, la 

concentración estudiada fue 67 µM para As(III) y 1 µM  para MMA(III) y DMA(III), 

con un tiempo de exposición de 120 minutos y retirada de alícuotas a 5, 15, 30, 45, 60, 

90 y 120 minutos. Si existen cambios en estas condiciones se detallan en el apartado de 

resultados correspondiente.  

 

3.3.1. Participación de la ruta paracelular  

Para evaluar la participación de la vía paracelular en la absorción de especies 

arsenicales, se llevó a cabo la apertura de las uniones estrechas intercelulares mediante 

la depleción de calcio en el medio de cultivo tras incubación con un agente quelante 

(EDTA 5 mM). La eliminación del Ca2+ extracelular causa la retracción de las proteínas 
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que forman las uniones estrechas y en consecuencia una apertura de los espacios 

intercelulares (Ma et al., 2000).  

Tras el tratamiento con EDTA se constató que existe una apertura importante de las 

uniones intercelulares en base a dos hechos: a) el incremento detectado en el transporte 

del marcador paracelular LY (100 mM) y b) el descenso en el valor de RET. La figura 7 

muestra los valores de Papp de las especies arsenicales y del LY en las monocapas 

tratadas y no tratadas con EDTA. La apertura de las uniones intercelulares conlleva un 

aumento significativo del valor de la Papp de todas las especies ensayadas, con excepción 

del DMA(III) cuya Papp disminuye. El incremento de la Papp presenta la siguiente 

gradación: DMA(V) > MMA(V) > As(V) > As(III) > MMA(III).  
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Figura 7. Valores de permeabilidad aparente a los 120 min para el marcador paracelular LY, 
As(V), MMA(V), DMA(V), As(III), MMA(III) y DMA(III) con las uniones estrechas íntegras 
(ausencia de EDTA) (barras blancas) y en tras la apertura de las uniones estrechas con 5mM de 
EDTA (barras grises). Las barras representan la media ± desviación estándar de al menos tres 
réplicas. Las diferencias estadísticamente significativas (p<0.05) entre tratamientos se marcan con 
un asterisco. 
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3.3.2. Efecto del pH sobre el transporte  

Los resultados en las condiciones de pH evaluadas (apical 5.5/basal 7.2) se 

comparan con los hallados anteriormente en condiciones estándar de pH 7.2/7.2. La 

figura 8 muestra los valores de Papp para las distintas formas arsenicales, obtenidos en 

ambas condiciones de pH.  

El descenso del pH en el medio apical sólo afecta el transporte de As(V) y DMA(V), 

que ven incrementada significativamente su Papp en dirección apical-basal. Para el 

As(V), la Papp pasa de 1 × 10-6 cm/s en condiciones estándar a 4 × 10-6 cm/s cuando el 

pH es ácido en el compartimento apical. El incremento es mayor para el DMA(V), que 

pasa de 0.26 × 10-6 cm/s a 2 × 10-6 cm/s. Por el contrario, las especies trivalentes y el 

MMA(V), no modifican significativamente su Papp con el cambio de pH en el lado 

apical. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 8. Valores de permeabilidad aparente a los 120 min de exposición a As(V), MMA(V), 
DMA(V), As(III), MMA(III) y DMA(III) a pH 7.2/7.2 (barras blancas) y pH 5.5/7.2 (barras 
grises). Las barras representan la media ± desviación estándar de al menos tres réplicas. Las 
diferencias estadísticamente significativas (p<0.05) entre tratamientos se marcan con un asterisco.  
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Por lo que respecta a la retención celular, la acidificación del medio en el 

compartimento apical no afecta al contenido intracelular de MMA(V) ni de las especies 

trivalentes. Únicamente existen diferencias significativas para el As(V) y DMA(V), con 

un incremento en la retención de arsénico a pH 5.5/7.2 [As(V): 30 ± 2 ng/106 células; 

DMA(V): 37 ± 4 ng/106 células] respecto a los valores hallados a pH 7.2/7.2 [As(V): 12 

± 1 ng/106 células; DMA(V): 17 ± 3 ng/106 células].  

 

3.3.3. Efecto de la temperatura sobre la permeabilidad aparente del As(V), As(III), 

MMA(III) y DMA(III)  

Debido a los bajos porcentajes de transporte y retención celular y a los bajos valores 

de Papp descritos con anterioridad para MMA(V) y DMA(V), el efecto de la temperatura 

se evaluó para As(V), As(III), MMA(III) y DMA(III). El estudio se llevó a cabo 

inicialmente a 4 ºC, y a diferencia del resto de ensayos, solamente se extienden hasta los 

60 minutos de exposición, con retirada de alícuotas a 5, 15, 30, 45 y 60 minutos. 

La figura 9 compara los valores de Papp obtenidos a 4 ºC y 37 ºC. En todas las 

especies trivalentes se pone de manifiesto un descenso significativo de los valores de 

Papp a 4 ºC, siendo mayor la reducción para el DMA(III) (85% de reducción), que para 

el MMA(III) (79% de reducción) y As(III) (63% de reducción). Por otra parte, mientras 

que a 37 ºC sí existen diferencias evidentes entre los valores de Papp de las especies 

trivalentes, estas desaparecen a 4 ºC [As(III): (1.6 ± 0.3) × 10-6 cm/s; MMA(III): (1.4 ± 

0.7) × 10-6 cm/s; DMA(III): (1.5 ± 0.2) × 10-6 cm/s)]. Por lo que respecta al As(V), el 

descenso en el transporte a 4 ºC respecto a 37 ºC no es significativo. 
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Figura 9. Valores de permeabilidad aparente a los 120 min de exposición a As(III), 
MMA(III) y DMA(III) y As(V) a 37 ºC (barras blancas) y 4 ºC (barras grises). Las barras 
representan la media ± desviación estándar de al menos tres réplicas. Las diferencias 
estadísticamente significativas (p<0.05) entre tratamientos se marcan con un asterisco. 

 

Las energías de activación (Ea), calculadas mediante la ecuación de Arrhenius a 

partir de los datos de Papp obtenidos a 4, 15 y 37 ºC, son las siguientes: As(V) = 4 

kJ/mol (1 kcal/mol); As(III) = 25 kJ/mol (6 kcal/mol); MMA(III) = 35 kJ/mol (8 

kcal/mol); DMA(III) = 41 kJ/mol (10 kcal/mol). 

La temperatura no afecta a la captación celular del As(V), mientras que la retención 

de las especies trivalentes sí se ve afectada por el descenso de temperatura, tal y como 

se observa en la tabla 4. El contenido intracelular de As(III) y MMA(III) a 4 ºC 

disminuye respecto al hallado a 37 ºC entre 1.5 y 2 veces. El DMA(III) presenta una 

reducción en la retención celular mucho más marcada con el descenso de la temperatura 

(7 veces).  
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Tabla 4. Contenidos de arsénico en el interior de Caco-2 tras 60 minutos de exposición a As(V), 
As(III), MMA(III) y DMA(III), utilizando distintas temperaturas de ensayo. Valores expresados 
en ng As/106 células y en porcentaje (media ± desviación estándar; n=3). Los cambios 
significativos (p<0.05) en la retención celular a ambas temperaturas se marcan con un asterisco. 
 

  4 ºC 37 ºC 

As(V) 
67 µM 

ng As/106 células 
porcentaje 

8.7 ± 1.1  
(0.17 ± 0.02) 

10.2 ± 2.1 
(0.2 ± 0.04) 

As(III) 
67 µM 

ng As/106 células 
porcentaje 

28.1 ± 3.2 
(0.56 ± 0.1) 

47.2 ± 7.4* 

(0.98 ± 0.2) 

MMA(III) 
1 µM 

ng As/106 células 
porcentaje 

54.2 ± 4.5 
(21.6 ± 1.6) 

79.4 ± 8.1* 

(31.6 ±  3.2) 

DMA(III) 
1 µM 

ng As/106 células 
porcentaje 

15.9 ± 3.8 
(6.4 ± 1.2) 

(108.1 ± 4.1)* 

(43.24 ± 2) 

 
 

3.4. Estudio de los transportadores implicados en la absorción intestinal de As(V) y 

As(III) 

Teniendo en cuenta que las formas inorgánicas de arsénico [As(III) y As(V)] son las 

mayoritarias en agua de bebida, y considerando que según los resultados hasta ahora 

expuestos podrían tener un componente transcelular en su absorción, se procedió a 

identificar posibles transportadores implicados en su captación y transporte transcelular. 

Los transportadores seleccionados para el estudio fueron elegidos en base a datos 

bibliográficos que confirmaban o sugerían su participación en el transporte de las 

formas inorgánicas en otros tipos celulares o tejidos. Se exponen a continuación los 

resultados obtenidos en los ensayos de expresión diferencial, inhibición química y 

silenciamiento génico. 
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3.4.1. Efecto de la presencia de fosfato inorgánico sobre la Papp y retención celular del 

As(V)  

Existen numerosos trabajos que apuntan a un posible transporte activo del As(V) 

mediado por transportadores de fosfato. En la presente tesis se estudia la participación 

de este tipo de transportadores valorando la influencia del fosfato en la absorción del 

As(V). Para ello se evaluó la Papp y la retención celular del As(V) (67 µM) en un medio 

salino sin fosfato y en medios con distintos contenidos de fosfato inorgánico (1.1 y 10 

mM). Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 5. Los valores de Papp a los 240 

minutos de exposición muestran una disminución del transporte a medida que aumenta 

la concentración de fosfato en el medio. A tiempo final de ensayo, los contenidos 

celulares de As(V) en presencia de fosfato son significativamente inferiores a los 

obtenidos en el medio sin fosfato.  
 

Tabla 5. Valores del coeficiente de permeabilidad aparente (Papp x 10-6 cm/s) y acumulación 
intracelular (ng As/106 células) en células expuestas a As(V) (67 µM) en medios con y sin fosfato 
durante 240 minutos. Valores expresados como media ± desviación estándar (n=3). Los cambios 
significativos (p<0.05) entre la Papp y retención celular con y sin fosfato se marcan con un 
asterisco.  
 

 Tratamiento 
Papp  

(10–6 cm/s) 
Retención celular 
(ng As/106 células) 

As(V) 

Sin fosfato 2.3 ± 0.2 32 ± 4 

1.1 mM fosfato 1.9 ± 0.1* 17 ± 2* 

10 mM fosfato 0.96 ± 0.10* 1.4 ± 0.1* 

 
 

3.4.2. Efecto de inhibidores de transportadores sobre la Papp y la retención celular del 

As(III)  

Con objeto de poner de manifiesto la participación en el transporte intestinal de 

As(III) de transportadores identificados en otros tipos celulares, se evaluaron la Papp y la 
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retención celular de 10 µM As(III) en presencia de inhibidores de estos transportadores, 

todos ellos a 100 µM (rifamicina SV, phloridzin, phloridzin y sulfato de cobre). La Papp 

se calculó a los 60 minutos de exposición debido a que a tiempos superiores, el 

tratamiento con Cu2SO4 afectó a la integridad de la membrana (valores de RET > 20% 

del valor inicial y Papp LY > 0.5 × 10-6 cm/s). Los resultados obtenidos se presentan en 

la tabla 6.  

La rifamicina SV, inhibidor de OATPs, produce una reducción de la Papp que es 

dependiente del tiempo de preincubación (40% de reducción a los 15 minutos, 70% de 

reducción a 60 minutos). La retención celular también se ve significativamente reducida 

(64% de reducción). 

La phloridzin, un inhibidor de SGLT y la phloridzin, inhibidor de GLUT y AQP, 

también reducen significativamente la captación y el transporte del As(III). La 

phloridzin necesita tiempos de preincubación de 60 minutos para producir descensos 

significativos en el valor de Papp, mientras que la phloretin produce un descenso en la 

Papp a tiempos de preincubación de 15 minutos. Ambos compuestos producen una 

reducción similar del Papp del As(III) (40% de reducción) y de la retención celular 

(reducción del 57% y 53% para la phloridzin y phloretin respectivamente).  

El tratamiento Cu2SO4, inhibidor de AQP, reduce tanto la Papp (69% menor que el 

valor obtenido en ausencia de inhibidor) como la retención celular (55% de reducción) 

del As(III).  
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Tabla 6. Valores del coeficiente de permeabilidad aparente (Papp) y acumulación intracelular (ng 
As/106 células) en células con y sin inhibición previa, expuestas a 10 µM de As(III) durante 60 
minutos. Valores expresados como media ± desviación estándar (n=3). Los cambios significativos 
(p<0.05) entre la Papp y retención celular con y sin inhibidores se marcan con un asterisco.  

 

 Tratamiento Preincubación 
(minutos) 

Papp 
(10–6 cm/s) 

Retención celular 
(ng As/106células) 

As(III) 

Sin inhibidor ― 4.5 ± 0.3 47 ± 7 

Rifamicina  15 2.7 ± 0.3* n.a. 

 60 1.2 ± 0.3* 17 ± 4* 

Phloridzin  15 4.0 ± 0.4 n.a. 

 60 2.7 ± 0.4* 22 ± 4* 

Phloretin  15 2.7 ± 0.3* 20 ± 3* 

CuSO4  15 1.4 ± 0.3* 21 ± 6* 
n.a. no analizado 

 

3.4.3. Inhibición de transportadores mediante silenciamiento transitorio y su efecto 

sobre la captación celular de arsénico inorgánico  

En base a los resultados obtenidos en los ensayos de inhibición, se seleccionan 

cuatro transportadores para confirmar mediante silenciamiento génico su participación 

en la entrada en células del epitelio intestinal de As(III) (GLUT5, AQP10 y OATPB) y 

As(V) (NaPiIIb). Se escogen transportadores localizados en la membrana apical y por 

tanto en contacto con el lumen intestinal.  

La figura 10 muestra el cambio de expresión de las muestras transfectadas respecto a 

los respectivos controles no transfectados. Para los cuatro transportadores estudiados 

existe un silenciamiento significativo, similar para AQP10, OATPB y NaPiIIb. Para el 

GLUT5 el silenciamiento es mayor. La figura 11 representa el porcentaje de retención 

celular de arsénico para los cultivos transfectados respecto a la retención observada en 

los controles. Para el As(III), el silenciamiento de GLUT5, AQP10 y OATPB producen 

reducciones significativas en la acumulación celular (59 ± 5%, 57 ± 9% y 72 ± 9%, 
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respectivamente). Para el As(V), el silenciamiento de NaPiIIb también produce una 

importante reducción de la acumulación celular (81 ± 7%).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

3.4.4. Expresión diferencial de transportadores tras la exposición a As(V)  

Tras el tratamiento de células Caco-2 con As(V) (100 µM) durante 24, 48 y 72 

horas, se evaluaron los cambios en la expresión de ARNm los transportadores de fosfato 

tipo II (NaPiIIa y NaPiIIb) y tipo III (PiT1 y PiT2), así como de SGLT1, GLUT1, 

GLUT2, GLUT5, OATPB, OATPE, AQP1, AQP3, AQP4 y AQP10. También se 

evaluaron los transportadores de salida (P-gp, MRP2, MRP3 y BCRP). Todos los 

transportadores analizados se expresan en el clon de Caco-2 empleado; sin embargo los 

niveles de expresión de ARNm de AQP1, GLUT1 y OATPE son muy bajos, tanto en los 

Figura 10. Expresión relativa de 
transportadores en células Caco-2 transfectadas 
con siRNA, en relación a células no 
transfectadas [ratio de expresión (log2)] (media 
± desviación estándar, n=6). Las diferencias 
estadísticamente significativas respecto a 
controles de células no transfectadas se marcan 
con un asterisco (p<0.05).  

Figura 11. Porcentaje de arsénico en el 
interior celular en células Caco-2 
transfectadas con siRNA respecto a células 
control (media ± desviación estándar, n=6). 
Las diferencias estadísticamente 
significativas respecto a controles de células 
no transfectadas se marcan con un asterisco 
(p<0.05).  
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controles como en las células tratadas, por lo que no se consideran en los estudios de 

expresión diferencial.  

La exposición a 100 µM de As(V) no afecta significativamente a la expresión de 

GLUT2, GLUT5, AQP4, PiT1 y PiT2, ni a la de los transportadores de salida (P-gp, 

MRP2, MRP3 y BCRP). A pesar de ello se observa una tendencia al descenso en su 

expresión, con valores entre -1.7 y -0.4 [ratio de expresión (log2)]. La figura 12 muestra 

los cambios en la expresión del ARNm de aquellos transportadores que sí presentan 

cambios significativos tras los tratamientos con As(V). Existe un incremento en la 

expresión de ARNm de los transportadores NaPiII, que se manifiesta a las 48 horas para 

el NaPiIIa, y a las 24 y 48 horas para el NaPiIIb. En cuanto al resto de transportadores, 

el SGLT1 experimenta un descenso en su expresión a las 24 horas, mientras que para el 

OATPB, AQP3 y AQP10 este descenso se observa a las 72 horas de tratamiento.  
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Figura 12. Expresión relativa de transportadores [ratio de expresión (log2)] de células Caco-2 
tratadas con As(V) (100 µM) (media ± desviación estándar, n=8). Las barras representan 
diferentes tiempos de tratamiento: 24 horas (barras blancas); 48 horas (barras gris claro); 72 horas 
(barras gris oscuro). Las diferencias estadísticamente significativas respecto a controles no 
tratados con arsénico mantenidos el mismo tiempo en cultivo se marcan con un asterisco (p<0.05) 
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3.4.5. Expresión diferencial de ARNm de transportadores tras la exposición a As(III) 

Se analizaron los cambios en la expresión de SGLT1, GLUT1, GLUT2, GLUT5, 

OATPB, OATPE, AQP1, AQP3, AQP4, AQP10, P-gp, MRP2, MRP3 y BCRP tras la 

exposición a 10 µM de As(III) durante 24, 48 y 72 horas. Al igual que para el As(V), los 

transportadores AQP1, GLUT1 y OATPE no se consideran en la evaluación de la 

expresión diferencial.  

La figura 13 muestra los cambios observados en la expresión del ARNm. Los 

resultados ponen de manifiesto una sobreexpresión de GLUT2 y AQP3 a las 48 y 72 

horas. OATPB, GLUT5, AQP4 y AQP10 presentan incrementos en su expresión a todos 

los tiempos de ensayo. El transportador SGLT1 no presenta cambios significativos entre 

las muestras tratadas y las muestras control. Por lo que respecta a los transportadores de 

salida, se observa una regulación a la baja, excepto para el MRP3, que presenta una 

sobreexpresión a las 24 y 72 horas, y el BRCP que se sobreexpresa a las 72 horas.  
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Figura 13. Expresión relativa de transportadores [ratio de expresión (log2)] de células Caco-2 
tratadas con As(III) (10 µM) (media ± desviación estándar, n=8). Las barras representan 
diferentes tiempos de tratamiento: 24 horas (barras blancas); 48 horas (barras gris claro); 72 horas 
(barras gris oscuro). Las diferencias estadísticamente significativas respecto a controles no 
tratados con arsénico mantenidos el mismo tiempo en cultivo se marcan con un asterisco 
(p<0.05).  
 

 

3.5. Factores que afectan al transporte intestinal del arsénico inorgánico 

Los estudios de absorción empleando patrones acuosos de especies arsenicales 

suponen una aproximación parcial a los complejos procesos que pueden experimentar 

las especies arsenicales ingeridas con los alimentos y el agua de bebida en su paso a 

través del tracto gastrointestinal. No obstante, aportan información valiosa ya que se 



Capítulo 3. Resultados
 

 

202 

eliminan variables que pueden dificultar la interpretación de los datos. La presencia de 

matrices alimentarias y el efecto de ciertos componentes presentes en el quimo, deben 

sin embargo evaluarse para establecer posibles cambios en la absorción del arsénico. En 

la presente tesis doctoral, se ha estudiado el efecto sobre la permeabilidad intestinal del 

As(III) y As(V), ambos a una concentración de 67 µM, del GSH y de las sales biliares, 

componentes habituales en el quimo, así como del extracto de té verde, un producto con 

propiedades antioxidantes, quelante de metales y con efectos sobre la estructura del 

citoesqueleto y de las uniones estrechas. 

 

3.5.1. Efecto del glutatión reducido (GSH) 

Los valores de la Papp de As(V) y As(III) en presencia de 5 mM de GSH, obtenidos 

tras 120 min de exposición tanto en dirección apical-basal como basal-apical, se 

presentan en la tabla 7. La Papp en dirección apical-basal de As(V) y As(III) experimenta 

cambios significativos respecto a los hallados previamente en ausencia del tripéptido; 

aumentan para As(V) y disminuye para As(III). En dirección basal-apical, el GSH 

también incrementa significativamente la Papp del As(V), pero no afecta al transporte de 

As(III).  

Por lo que respecta a los contenidos intracelulares, en dirección apical-basal la 

presencia de GSH incrementa significativamente el contenido celular de As(V) pero 

reduce el contenido de As(III). En sentido basal-apical, los contenidos celulares en 

presencia de GSH aumentan de forma significativa para ambas especies [13 veces para 

el As(V) y 1.3 veces para el As(III)]. 
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Tabla 7. Valores del coeficiente de permeabilidad aparente (Papp) y acumulación intracelular (ng 
As/106 células) en células expuestas a As(V) y As(III) (67 µM) con y sin coexposición a GSH (5 
mM) durante 120 minutos. Valores expresados como media ± desviación estándar (n=3). Los 
cambios significativos (p<0.05) de la Papp y retención celular en presencia de GSH, respecto al 
tratamiento únicamente con arsénico, se marcan con un asterisco. 
 

 

3.5.2. Efecto de las sales biliares  

Los estudios de permeabilidad en dirección apical-basolateral en presencia de sales 

biliares (25 mg/mL) tras 120 minutos de exposición a As(III) y As(V) ponen de 

manifiesto un incremento en la Papp de ambas especies. El aumento es de 4 veces para el 

As(V) y de 2 veces para el As(III), respecto a los valores de Papp hallados en ausencia de 

sales biliares (figura 14). Los valores de retención celular también se incrementan 

significativamente respecto a lo observado en ausencia de sales biliares [As(V): 27 ± 6  

ng As/mg proteína frente a 4 ± 0.3 ng/mg proteína; As(III): 83 ± 12 ng As/mg proteína 

frente a 55 ± 7  ng As/mg proteína].  
 

 
 

 
 

 

  Papp 

(10-6 cm/s) 
Retención celular 
(ng/mg proteína) 

Apical-basolateral As(V) 1.0 ± 0.1 12 ± 2 

As(V)+GSH 2.3 ± 0.2* 22 ± 3* 

As(III) 4.6 ± 0.6 49 ± 5 

As(III)+GSH 2.1 ± 0.3* 20 ± 4* 

Basolateral-apical As(V) 0.5 ± 0.1 4 ± 0.3 

As(V) + GSH 2.8 ± 0.4* 53 ± 2* 

As(III) 4.7 ± 0.5 55 ± 7 

As(III) + GSH 3.3 ± 0.7* 70 ± 5* 
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Figura 14. Valores del coeficiente de permeabilidad aparente (Papp) (x 10-6 cm/s) (120 min) en 
medio HBSS sin sales biliares (barra blanca) y con sales biliares (barra gris). Valores expresados 
como media ± desviación estándar (n=3). Los cambios significativos (p<0.05) se marcan con un 
asterisco. 
 

3.5.3. Extracto de té verde (ETV)  

En los ensayos de permeabilidad realizados en presencia de 10 µg/mL de ETV 

(dirección apical-basal) la exposición se ha prolongado hasta los 240 minutos. En la 

figura 15 se muestran los valores de Papp de As(V) y As(III) tras la adición de ETV a la 

monocapa celular, y los porcentajes de variación de la RET respecto a la monocapa no 

tratada.  

Inicialmente (60 minutos) existe un incremento muy marcado en los valores de 

RET junto con una disminución del Papp de LY (0.004 × 10-6 cm/s) respecto al control 

(0.1 × 10-6 cm/s). Este comportamiento revierte a partir de los 120 minutos, momento en 

que la RET de la monocapa expuesta a ETV disminuye respecto al control, siendo la 

disminución del 50% a los 240 minutos. Estos cambios en la monocapa celular se 

reflejan en los valores de Papp de As(III) y As(V). Así, en las monocapas celulares 

coexpuestas a estas especies arsenicales y a ETV, se produce una reducción inicial del 
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transporte del As(V) [60 min; Papp As(V) = 1 × 10-6 cm/s; Papp As(V) + ETV = 0.4 × 10-6 

cm/s] y del As(III) [60 min; Papp As(III) = 4 × 10-6 cm/s; Papp As(III) + ETV = 1.8 × 10-6 

cm/s]. Este efecto revierte a tiempos más largos de exposición, coincidiendo con la 

apertura de las uniones intercelulares, observándose incrementos de la Papp  del As(III) y 

As(V) (5 y 18 veces respectivamente). 
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Figura 15. Valores de porcentaje de resistencia eléctrica transepitelial (RET) respecto al control y 
coeficientes de permeabilidad aparente (Papp) (x 10-6 cm/s) del As(III) y As(V) en presencia de 
ETV a distintos tiempos. La línea punteada (eje izquierdo), representa los valores de RET, la línea 
partida (eje derecho) representa los valores de Papp de As(V) y la línea continua (eje derecho) 
representa los valores de Papp de As(III). Los datos se expresan como media ± desviación estándar 
de al menos tres réplicas.  
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Discusión 
 

El modelo celular Caco-2 ha sido ampliamente empleado para la evaluación de la 

absorción intestinal de fármacos y nutrientes. Su aplicación para determinar la 

absorción de tóxicos alimentarios está menos descrita. Los datos de permeabilidad 

aparente obtenidos in vitro empleando el modelo celular formado por Caco-2 se pueden 

correlacionar con la magnitud de la absorción intestinal en humanos, tal y como ponen 

de manifiesto diversos estudios sobre fármacos (Yee, 1997; Pade y Stavchansky, 1998; 

Artursson et al., 2001; Zhao et al., 2010). 

Para los estudios de transporte se describe en la bibliografía el uso de medios muy 

distintos. Estudios previos sobre transporte y permeabilidad de arsénico en Caco-2 

refieren DMEMc o MEM (medio esencial mínimo con sales de Eagle) como medio de 

ensayo (Laparra et al., 2005, 2006). Sin embargo, el medio HBSS es el más empleado 

en los ensayos de permeabilidad de fármacos en células Caco-2 (Hidalgo y Borchardt, 

1990; Knipp et al., 1997; Saitoh et al., 2004; Hubatsch et al., 2007; Catalioto et al., 

2008), debido a la ausencia de compuestos que pueden interferir en los procesos de 

absorción, tales como aminoácidos, vitaminas o elevados niveles de glucosa. No existen 

datos previos que empleen HBSS en el cálculo de la permeabilidad y transporte de 

arsénico a nivel intestinal in vitro.  

En la presente tesis, el empleo de distintos medios de cultivo aporta información 

sobre el efecto de la composición del medio en el transporte de las especies arsenicales 

pentavalentes, tal y como se ha descrito para otros compuestos (Mathieu et al., 1999). 

Los resultados obtenidos muestran diferencias significativas en el transporte de arsénico 

en DMEMc y HBSS. La composición de cada uno de ellos puede ser la causa; el 

DMEMc contiene suero fetal bovino y elevados niveles de glucosa (4.5 g/L), vitaminas 

y aminoácidos, mientras que el HBSS es un medio salino mucho más pobre en su 

composición y con niveles de glucosa inferiores (1 g/L). El menor transporte de As(V) y 

MMA(V) que existe en medio DMEMc podría ser consecuencia de la interacción de 

estas especies con ciertos componentes del medio, disminuyendo así la cantidad de 
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especie arsenical libre. En este sentido, existen trabajos previos que evidencian la 

interacción del arsénico con la glucosa (Mandal et al., 2011) y con la albúmina presente 

en el suero fetal bovino (Jiang et al., 2003). El transporte de As(III) también está 

afectado por el cambio de medio, ya que la Papp obtenida en medio DMEMc por Laparra 

et al. (2006) es inferior a la determinada en la presente tesis en medio HBSS (1 × 10-6 

cm/s vs 4.4 × 10-6 cm/s). Estos resultados indican que las condiciones de estudio, entre 

las que se incluye el medio de transporte, deben ser consideradas al comparar los 

resultados obtenidos en distintos trabajos, poniendo de manifiesto la importancia de 

estandarizar los protocolos para obtener datos comparables. Tras los resultados 

obtenidos, el medio HBSS ha sido el seleccionado para el resto de experiencias de 

permeabilidad, transporte y captación celular realizados. 

Los resultados de transporte y permeabilidad obtenidos en dirección apical-basal 

muestran que el transporte intestinal del arsénico es dependiente de su forma química. 

En general, el transporte de las formas trivalentes es mayor que el de las formas 

pentavalentes. Para las especies trivalentes, la velocidad de entrada es directamente 

proporcional al grado de metilación [DMA(III)>MMA(III)>As(III)], al contrario de lo 

observado en las especies pentavalentes [As(V)>MMA(V)>DMA(V)].  

La permeabilidad en sentido secretorio (basal-apical) es, para todas las formas 

arsenicales estudiadas, igual o inferior a la observada en sentido absortivo, por lo que el 

ratio de eliminación, cociente entre permeabilidades en ambas direcciones (Papp B-

A/Papp A-B), no supera la unidad. Según, Hubatsch et al. (2007), los valores de este ratio 

aportan información sobre la posible existencia de mecanismos de eliminación activos. 

Valores superiores a 1.5 sugieren la participación de glicoproteína P u otros sistemas de 

eliminación, hecho que no se pone de manifiesto para ninguna de las especies 

arsenicales evaluadas.  

En lo referente a la retención celular, es destacable la importante acumulación de las 

formas metiladas trivalentes, que al igual que ocurre en el transporte, aumenta al 

aumentar el grado de metilación [DMA(III)>MMA(III)>As(III)]. Este dato es de suma 

importancia cuando se considera la elevada toxicidad que se ha descrito para estas 



Capítulo 3. Discusión 
 

 

209 

formas arsenicales en otros sistemas celulares (Styblo et al., 2000, 2001; Mass et al., 

2001; Nesnow et al., 2002, Kliegerman et al., 2003) y que, tal y como se comentará 

posteriormente en esta tesis, también producen importantes efectos tóxicos sobre las 

células epiteliales del intestino (capítulo 5 y 6). Por tanto, su acumulación en el epitelio 

intestinal podría afectar al normal funcionamiento de la mucosa intestinal. 

La evaluación de los coeficientes de permeabilidad aparente obtenidos en la presente 

tesis se ha realizado en base al criterio descrito por Yee (1997), según el cual 

permeabilidades <10-6 cm/s corresponden a sustancias de baja absorción (<30%), 

permeabilidades entre 10-6-10-5 cm/s a sustancias con moderada absorción (30-70%), y 

permeabilidades >10-5 cm/s a sustancias con una elevada absorción (>70%). Aplicando 

este criterio a los valores de Papp obtenidos en el monocultivo Caco-2 en condiciones de 

transporte apical-basal estándar (37 ºC y pH 7.2), el DMA(III) se clasificaría como de 

alta absorción, As(V), As(III) y MMA(III) presentarían una absorción moderada, 

mientras que MMA(V) y DMA(V) se considerarían compuestos con una baja absorción.  

Los estudios de absorción intestinal de patrones de especies arsenicales realizados in 

vivo difieren en cuanto a la magnitud de la absorción in vitro con el modelo celular 

Caco-2. Así, se ha descrito una absorción elevada de As(V) y As(III) en modelos 

animales como pollo (Fullmer y Wasserman, 1985), rata (Gonzalez et al., 1995) y cerdo 

(Juhasz et al., 2006), llegándose en muchos casos a una absorción completa. Para las 

especies orgánicas pentavalentes se ha descrito menor absorción in vivo [33-50% 

DMA(V) y 17% MMA(V) (Hwang y Schanker, 1973; Juhasz et al., 2006)]. Las 

diferencias in vivo-in vitro son especialmente importantes para las formas inorgánicas y 

pueden deberse a distintos motivos. Uno de ellos podría ser la modificación de la 

especie química ingerida durante el tránsito gastrointestinal, cambio que no es 

contemplado en el sistema in vitro. Algunas de estas transformaciones ya se han puesto 

de manifiesto en el capítulo 1 y 2 de esta tesis, consecuencia de sustancias reductoras 

presentes en el quimo y del metabolismo intestinal. Otros autores han observado que la 

flora microbiana intestinal también produce cambios entre especies, con reducción del 

As(V) a As(III) y metilación del As(III) a MMA(III) (Ávila et al., 2012; Van de Wiele 



Capítulo 3. Discusión
 

 

210 

et al., 2010, Hall et al., 1997). Todas estas transformaciones podrían generar especies 

arsenicales de mayor absorción que la especie ingerida con el agua y los alimentos. 

Otra posible causa de las diferencias in vivo-in vitro es la propia morfología del 

modelo celular Caco-2. Estas células forman densos complejos intercelulares, más 

semejantes a los presentes en el colon (RET 200 Ω cm²) que a los observados en el 

epitelio del intestino delgado humano (RET 60 Ω cm²) (Hilgendorf et al., 2000). Por 

ello, algunas moléculas hidrofílicas que se transportan por vía paracelular presentan una 

permeabilidad en Caco-2 hasta 100 veces menor que en el intestino humano (Wikman-

Larhed y Artursson, 1995). En el caso del arsénico, la existencia de un transporte 

paracelular podría causar una subestimación de su absorción cuando se utiliza el modelo 

Caco-2. Se ha evidenciado que las formas arsenicales estudiadas con excepción del 

DMA(III) presentan un transporte paracelular, siendo más importante para las formas 

pentavalentes [DMA(V) > MMA(V) > As(V)] que para las trivalentes [As(III) > 

MMA(III)]. Por otra parte, tras la apertura de las uniones intercelulares se observa un 

aumento de la Papp para el LY, compuesto que se transporta mayoritariamente por vía 

paracelular, muy superior al observado para las especies arsenicales. Este hecho apunta 

a la coexistencia de ambas vías de transporte (transcelular y paracelular), tal y como se 

ha descrito para otros compuestos hidrofílicos como la ranitidina o cimetidina (Bourdet 

et al., 2004; Nagahara et al., 2004) o para el fosfato (Eto et al., 2006). 

Otra posible causa de las diferencias in vivo-in vitro observadas en las especies 

arsenicales es el pH, el cual influye en la absorción de compuestos de carácter iónico. 

Este parámetro presenta un intervalo amplio de valores a lo largo del tracto 

gastrointestinal, desde el pH ácido del estómago hasta valores de pH 8 en el colon 

(Neuhoff et al., 2005). El pH puede afectar de forma significativa a los procesos de 

permeabilidad pasiva, habiéndose descrito este fenómeno como la hipótesis de partición 

de pH por Shore et al. (1957). La absorción de fármacos o tóxicos en el tracto 

gastrointestinal por difusión pasiva depende de la fracción de compuesto que se 

encuentra en forma no disociada al pH de interés (Kristl, 2009). Por otra parte, existen 

transportadores que dependen de la concentración de protones, tal como el polipéptido 
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transportador de aniones orgánicos (OATP), que podría participar en la absorción 

intestinal del arsénico (Lu et al., 2006).  

Las modificaciones de pH realizados en este estudio sólo han afectado 

significativamente el transporte de As(V) y DMA(V), el cual se ha incrementado 

significativamente tras reducir el pH apical de 7.2 a 5.5. Ambas especies experimentan 

cambios en el estado de ionización en este intervalo de pH. A pH 5.5, el As(V) pasa de 

forma dianiónica a monoaniónica (pKa 2.3, 6.7, 11.6), mientras que el DMA(V) pasa de 

forma monoaniónica a neutra (pKa 6.3). La reducción en el número de cargas negativas 

hacen más permeable al As(V) en estas condiciones de pH, tal y como se ha descrito 

para el fosfato, molécula con la cual tiene una gran similitud (Virkki et al., 2007). Así 

mismo, las formas neutras de ácidos y bases débiles, como es el caso del DMA(V), 

presentan mayor permeabilidad que las formas aniónicas, fenómeno demostrado para un 

gran número de compuestos (Knipp et al., 1997). La permeabilidad aparente a pH ácido 

para As (V) (4 x 10-6 cm/s) y DMA(V) (2 x 10-6 cm/s) aumenta significativamente 

respecto a la obtenida a pH 7.2, y en el caso de la forma dimetilada es más comparable a 

los datos de absorción intestinal observados in vivo. El hecho de que el MMA(V) y las 

especies trivalentes no modifiquen su transporte con el cambio de pH pude deberse a 

que en el intervalo de pH evaluado no existe modificación en las cargas, como es el 

caso del MMA(V) (pKa 3.6, 8.2) o porque no estén implicados en su absorción 

transportadores dependientes de gradiente de protones. Para el MMA(III) y DMA(III) 

no existen datos de pKa, por lo que no se conoce si existe variación de carga en estas 

especies. Consideramos pues, el transporte de estas especies arsenicales a través del 

epitelio intestinal independiente del gradiente de protones.  

El incremento en la absorción del As(V) y DMA(V) con valores ácidos de pH en el 

lado apical podría posibilitar la absorción de estas especies no sólo en las regiones 

proximales del intestino, sino también en el estómago. A pesar de que el componente 

gástrico no se considera mayoritario en la absorción de fármacos o nutrientes, se ha 

demostrado su importancia en compuestos tales como el flúor (Liteplo et al., 2002) o el 

ácido oxálico (Hatch y Freel, 2005). A pH < 2 tanto el As(V) como el DMA(V) se 

encuentran en forma neutra, por lo que su absorción en el estómago no es descartable.  
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Las bajas temperaturas aplicadas sobre sistemas celulares se consideran inhibidores 

generales del metabolismo y del transporte activo (Hubatsch et al., 2007). El estudio del 

transporte de las especies arsenicales a bajas temperaturas muestra diferencias respecto 

al transporte a 37 ºC para algunas especies arsenicales. La reducción en los valores de 

Papp con la disminución de la temperatura para las formas trivalentes [7 veces menor 

para el DMA(III); 5 veces menor para MMA(III); 3 veces menor para As(III)], podrían 

indicar un transporte transcelular dependiente de temperatura para estas formas 

arsenicales. Por el contrario, para el As(V) las permeabilidades a 37 y 4 ºC no difieren 

significativamente, por lo que se considera que la participación de un componente 

transcelular activo en su absorción intestinal es insignificante. Por otra parte, Hidalgo y 

Borchardt (1990) indican que valores de energías de activación (Ea) entre 5-7 y 25 

kcal/mol se asocian con transportes activos, mientras que Ea más bajas se relacionan 

con difusión pasiva o transporte facilitado a través de canales no dependientes de 

energía. Los valores de Ea obtenidos para el As(V) (1 kcal/mol) indican la existencia de 

procesos de difusión pasiva o transporte facilitado, mientras que para MMA(III) y 

DMA(III) (8 y 10 kcal/mol, respectivamente) indican que el transporte transcelular tiene 

un componente activo. Los valores obtenidos para el As(III) (6 kcal/mol) no permiten 

confirmar la participación de un transporte activo en su absorción. No obstante, cabe 

señalar que los procesos de difusión pasiva también pueden verse afectados por la 

temperatura (Sugano et al., 2010).   

La figura 16 presenta de forma esquemática las distintas vías de absorción de las 

formas arsenicales hasta ahora comentadas (transcelular, paracelular). Las flechas de 

color rojo indican la entrada al interior celular y el grosor de las mismas representa una 

mayor o menor captación celular. Las flechas azules punteadas indican la vía 

paracelular y el grosor de las mismas indica una mayor o menor absorción.  
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Figura 16. Representación de las vías de absorción intestinal de las distintas formas arsenicales. 

 

En la presente tesis se ha querido profundizar en los procesos relacionados con la 

absorción intestinal de las formas arsenicales, centrándonos exclusivamente en las 

formas inorgánicas de arsénico. Como se ha comentado con anterioridad, los resultados 

obtenidos indican un importante componente paracelular en la absorción intestinal de 

las formas inorgánicas, sin embargo, parecen coexistir mecanismos transcelulares, 

especialmente para el As(III). Existen estudios sobre captación celular de arsénico 

inorgánico que identifican varios transportadores implicados en este proceso. Así, Liu 

(2010) y Liu et al. (2006) demostraron que AQP7, AQP9 y GLUT1 aumentaban la 

permeabilidad del As2O3, empleando como modelo oocitos de Xenopus laevis. Shinkai 
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et al. (2009) y Torres-Ávila et al. (2010) describen la participación de la AQP9 en la 

entrada de arsénico inorgánico a células de hígado de ratón. Lu et al. (2006) observaron 

que células embrionarias de riñón HEK-293 transfectadas con el transportador OATP-C 

tenían un mayor contenido intracelular de As(III) y As(V). Un estudio reciente de Villa-

Bellosta y Sorribas (2010), en el que se utilizan oocitos de Xenopus laevis, pone de 

manifiesto que un transportador tipo II de fosfato inorgánico (NaPiIIb) presenta una alta 

afinidad por el As(V). Beene et al. (2011) demuestran que el transportador de fosfato 

tipo II en Danio rerio, NaPiIIb1, transporta As(V) in vitro cuando se expresa en 

Xenopus laevis y que además existe una correlación positiva entre los tejidos que 

expresan NaPiIIb1 y la acumulación de arsénico en los mismos. 

Estos estudios se han llevado a cabo en distintos modelos celulares o tejidos, sin 

embargo, no existen datos sobre los transportadores implicados en la captación de 

arsénico a nivel intestinal. Para confirmar la participación de ciertos transportadores en 

la entrada de arsénico inorgánico en las células y en su absorción intestinal vía 

transcelular, se ha evaluado el efecto de distintos inhibidores sobre su permeabilidad y 

captación celular, así como el efecto del silenciamiento de transportadores específicos 

sobre la captación del As(III) y As(V). Asimismo, se ha determinado el efecto de estas 

formas arsenicales sobre la expresión de una selección de transportadores presentes en 

el intestino delgado.  

En otros tipos celulares, tal y como se ha comentado anteriormente, el transportador 

de fosfato sodio dependiente parece participar en la captación celular de As(V) (Huang 

et al., 1996; Villa-Bellosta y Sorribas, 2008, 2010).  En esta tesis se evidencia una 

reducción en el transporte y permeabilidad del As(V) cuando las concentraciones de 

fosfato en el medio son elevadas (10 mM). Esta reducción podría deberse a un proceso 

competitivo, tal y como ha sugerido Villa-Bellosta y Sorribas (2008). Los estudios de 

interferencia génica realizados muestran una reducción superior al 80% en la retención 

celular de As(V) tras el silenciamiento génico parcial del NaPiIIb. Por otro lado, los 

resultados de expresión evidencian una sobreexpresión de los transportadores de fosfato 

sodio-dependientes tras la exposición 24 horas a As(V), siendo especialmente 

destacable la inducción de ARNm del NaPiIIb (incremento de 10 veces). Estos 
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resultados confirman que a nivel intestinal, el transportador de fosfato NaPiIIb participa 

en la captación celular y absorción de As(V) y que esta forma arsenical actúa facilitando 

su propia permeabilidad intestinal, como se deduce de los incrementos en la expresión 

de ARNm de NaPiIIb tras exposiciones al tóxico. Adicionalmente, estos cambios de 

expresión pueden afectar a la absorción del fosfato.  

Existen estudios que indican diferentes procesos de regulación de la actividad del 

co-transportador Na-Pi a nivel intestinal. Estudios realizados en roedores muestran 

incrementos en la actividad de este transportador cuando los animales se alimentan con 

dietas bajas en fosfato (Hattenhauer et al., 1999; Takeda et al., 2000). Beene et al. 

(2011) sugieren que los niveles de fosfato pueden influir en la toxicidad el As(V) 

ingerido, apuntando que niveles bajos de fosfato en la dieta pueden favorecer la 

captación celular de As(V) a través de transportadores de fosfato sodio dependientes. 

Así, en situaciones de elevada demanda de fosfato, como etapas de crecimiento, 

gestación y lactancia, podría producirse una mayor absorción de As(V), coincidiendo 

con períodos de elevada susceptibilidad al tóxico.  

Hay que tener en cuenta, sin embargo, que la vía de entrada mayoritaria del As(V) a 

nivel intestinal, según los datos obtenidos en la tesis, es la paracelular, por lo que el 

paso transcelular de esta forma arsenical puede considerarse mínimo. Asimismo, la 

reducción de la temperatura, tal y como se ha descrito anteriormente, no afecta a la 

permeabilidad de este compuesto, a pesar que se ha demostrado la participación del 

transportador de fosfato dependiente de energía, avalando la escasa participación de la 

vía transcelular en la absorción. Es importante, sin embargo, considerar la implicación 

del transportador de fosfato en la entrada a los enterocitos, ya que como se ha 

comentado en el capítulo 2, el As(V) que se capta por el epitelio intestinal se metaboliza 

a formas trivalentes y/o tioladas, formas químicas con niveles de toxicidad muy 

superiores a los observados para las formas pentavalentes, tal y como se pone de 

manifiesto posteriormente en el capítulo 5. 

En el caso del As(III), la inhibición química ha puesto de manifiesto una reducción 

de la permeabilidad y de la retención celular al utilizar inhibidores de los 

transportadores SLGT, GLUT, AQP y OATP. Los estudios de interferencia génica se 
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han centrado en los transportadores que se localizan en el dominio apical de las células 

intestinales, GLUT5, AQP10 y OATPB (Davidson et al., 1992; Mobasheri et al., 2004; 

Sai et al., 2006). Los resultados del silenciamiento de estos genes muestran una 

reducción significativa de la captación de As(III) por la monocapa Caco-2. Estos datos 

conjugados con los obtenidos en los ensayos de inhibición química sugieren que estos 

transportadores están implicados en el transporte transcelular de As(III). Teniendo en 

cuenta que estos transportadores funcionan como transportadores bidireccionales (Bell 

et al., 1993; Verkman y Mitra, 2000; Mahagita et al., 2007), podrían favorecer tanto la 

entrada de As(III) al organismo desde el lumen intestinal como los procesos de 

eliminación celular del tóxico desde el interior celular hacia el lumen. Adicionalmente, 

se ha constatado que la exposición de las células Caco-2 a As(III) causa una 

sobreexpresión de GLUT5, AQP10 y OATPB, por lo que al igual que ocurre para el 

As(V), el As(III) facilitaría su propia entrada en el enterocito, afectando además la 

absorción de otros compuestos que empleen estos transportadores. 

Cabe destacar los datos obtenidos en los estudios de expresión diferencial 

realizados en la presente tesis, que aportan información novedosa sobre el efecto del 

arsénico inorgánico en la expresión de isoformas de transportadores presentes en el 

intestino. Así, tras la exposición de las células Caco-2 a As(V) se observa una 

tendencia al descenso en la expresión de la mayoría de genes evaluados, siendo 

significativa para SGLT1, OATPB, AQP3 y AQP10. Este efecto puede ser resultado de 

complejas respuestas celulares al tóxico. Debido a la gran cantidad de vías de 

señalización celular que pueden verse afectadas por el arsénico inorgánico (Flora, 

2011), serían necesarios más estudios para esclarecer los mecanismos por los que se 

producen estos procesos de regulación de la transcripción, que finalmente conllevan 

cambios en la expresión génica de transportadores y posiblemente en los procesos de 

absorción de determinados compuestos.  

Del mismo modo que para el As(V), el As(III) induce cambios en la expresión de 

las isoformas evaluadas, sin embargo, la tendencia observada es de incrementos en la 

expresión, al contrario que en la forma pentavalente. Así, la exposición a As(III) induce 

significativamente la expresión de GLUT2, AQP3 y AQP4, transportadores que se 
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localizan en el lado basolateral del enterocito (Cheeseman, 1993; Koyama et al., 1999) 

y que en el caso de participar en el transporte de As(III), favorecerían el paso de 

arsenito del interior del epitelio intestinal a sangre o viceversa, ya que también son 

transportadores bidireccionales. Sin embargo son necesarias más pruebas para 

confirmar este hecho.  

En el caso de los transportadores que pueden participar en la eliminación de tóxicos 

del interior celular, el As(III) también afecta significativamente a su expresión. Existen 

trabajos previos que apuntan a la familia de proteínas transportadoras de membrana 

ABC (ATP-binding cassette) como responsables de la salida de As(III) de las células. 

En la presente tesis se ha evidenciado un descenso en la expresión de P-gp y MRP2 a 

distintos tiempos de exposición a As(III), contrariamente a lo reportado para otros 

cultivos celulares. Así por ejemplo, Liu et al. (2001) ponen de manifiesto un 

incremento en la expresión de los genes codificadores de MRP1, MRP2 y P-gp en 

cultivos celulares de hepatocitos de rata expuestos crónicamente a As(III). También 

Drobna et al. (2010b) sugieren un importante papel del MRP2 en la salida de arsénico 

inorgánico en cultivos primarios de hepatocitos humanos, observando una correlación 

positiva entre los niveles de expresión proteica de este transportador y la salida del 

metaloide de la célula.  

Por otra parte, el tratamiento de la línea celular Caco-2 con As(III) conlleva un 

incremento en la expresión de MRP3 a las 24 y 72 horas, y de BRCP a las 72 horas. El 

transportador MRP3 se ha descrito en otros trabajos como posible transportador de 

complejos de GSH con formas arsenicales trivalentes desde el hígado a la circulación 

(Drobna et al., 2010b). En cuanto al BRCP, no se ha descrito su posible participación en 

procesos de eliminación celular de arsénico inorgánico, si bien se han observado 

cambios en su expresión en células madre expuestas a As(III) (Tokar et al., 2010).  

La localización en el intestino de los transportadores de eliminación celular 

ensayados está polarizada. La expresión de P-gp, MRP2 y BCRP es mayor en el ribete 

en cepillo, donde se produce la absorción de distintos compuestos (Ito et al., 2005). 

MRP3, sin embargo se encuentra localizado en la membrana basolateral (Yokooji et al., 

2007). El incremento en la expresión de MRP3 a las 24 horas inducida por As(III) 
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facilitaría su entrada a la circulación sistémica, mientras que el descenso en la expresión 

de los transportadores de salida localizados en la membrana apical (24 horas) 

dificultaría su eliminación hacia el lumen intestinal, favoreciendo por tanto el proceso 

absortivo. Teniendo en cuenta la importancia de los procesos de eliminación en la 

citotoxicidad de As(III) y la falta de datos bibliográficos, serían necesarios más estudios 

para confirmar la participación de estos transportadores, especialmente BCRP y la 

isoforma MRP3, en los procesos de captación o eliminación de As(III) en células 

intestinales. 

Los estudios descritos hasta el momento empleando patrones arsenicales han 

permitido evaluar los distintos mecanismos implicados en la absorción intestinal, sin 

embargo, con este tipo de aproximación se obvian las interacciones en este proceso con 

los componentes exógenos o endógenos presentes en el quimo, como GSH o sales 

biliares. Estos compuestos pueden producir variaciones importantes tanto en la cantidad 

y forma del arsénico absorbido como en los procesos implicados en su absorción. 

Adicionalmente, los alimentos son matrices complejas que aportan compuestos que 

pueden interaccionar en los procesos de absorción del arsénico. A este respecto, Laparra 

et al. 2005a, 2005b, han observado una mayor captación (retención celular + transporte) 

del arsénico presente en el extracto obtenido tras la digestión gastrointestinal de 

muestras de arroz (4-20%), respecto a disoluciones estándar de la misma especie 

arsenical (<1.6%). En el presente trabajo, la evaluación de las permeabilidades de As(V) 

y As(III) en presencia de sales biliares, GSH y extracto de te verde (ETV) también pone 

de manifiesto la importancia de los compuestos luminales en la absorción intestinal de 

este metaloide.  

El GSH es un compuesto que se encuentra en la mayoría de los tejidos animales y 

vegetales, y por tanto es ingerido con la dieta (Valencia et al., 2001). El intestino 

delgado y el colón presentan concentraciones de GSH entre 1-10 mM (Martensson et 

al., 1990), mantenidas por el GSH dietario y el procedente del hígado vía bilis o sangre. 

Suzuki et al. (2001) han demostrado que gran parte del As(III) captado por el hígado 

tras la administración intravenosa de arsenito se conjuga con GSH, formando 

As(III)(GS)3, forma necesaria para su eliminación por bilis. Otros autores, sin embargo, 
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no reportan cambios en el transporte de arsenito en presencia de GSH. Así, Burton et al. 

(1995) muestra que el GSH extracelular no afecta la captación y acumulación de As(III) 

en células de la corteza renal de conejos.  

En este trabajo se ha puesto de manifiesto que la presencia de GSH extracelular 

reduce el transporte de As(III) y aumenta el transporte de As(V), igualándose los 

valores de Papp obtenidos para ambas especies. Esto puede deberse a que en presencia de 

GSH el As(V) se reduzca y conjugue con el tripéptido (Delnomdedieu et al., 1994), de 

forma que ambas especies inorgánicas se encuentren en la misma forma. En los estudios 

en dirección apical-basolateral se observa una reducción del contenido intracelular de 

As(III) en presencia de GSH, bien porque se favorece su salida del interior celular hacia 

el lumen intestinal o porque se reduce su entrada al interior celular. Sin embargo, para el 

As(V), el GSH causa un incremento en la retención celular. Es destacable el incremento 

en el transporte (6 veces) y retención celular (13 veces) del As(V) en presencia de GSH 

en la dirección basal-apical, indicando que este compuesto es importante para el proceso 

de salida al lumen intestinal de la forma inorgánica pentavalente, aunque durante este 

proceso el incremento de retención celular puede aumentar la toxicidad sobre el epitelio 

intestinal. Debe tenerse en cuenta también la posible participación de co-transportadores 

acoplados a GSH, tales como MRP u OATP, en el transporte de arsénico inorgánico por 

las células del epitelio intestinal.   

Por lo que respecta a las sales biliares, provocan un incremento en la absorción del 

arsénico inorgánico. En estudios previos se ha indicado que las sales biliares son 

capaces de aumentar la permeabilidad intestinal de distintos fármacos debido a que 

reducen la fluidez y/o interaccionan con dominios hidrofílicos de la membrana (Sharma 

et al., 2005). Este puede ser el motivo por el cual el arsénico inorgánico ve 

incrementado su transporte, tanto al interior celular como al compartimento basal. La 

presencia de sales biliares y GSH en el tracto gastrointestinal podría favorecer la 

absorción del arsénico inorgánico, especialmente del As(V). La inclusión de estos 

factores en el modelo in vitro Caco-2, podría dar lugar a valores de absorción más 

semejantes a los observados en modelos in vivo por otros autores (Gonzalez et al., 

1995a, Juhasz et al., 2006). 
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Adicionalmente a los compuestos que se encuentran habitualmente en el tracto 

gastrointestinal, distintos alimentos pueden influir en la absorción del arsénico. En el 

presente trabajo se ha observado que el extracto de té verde provoca un incremento de 

los valores de la resistencia eléctrica transepitelial (RET) a tiempos cortos, y 

consecuentemente una reducción en los valores de Papp del As(V) y del As(III), debido a 

una disminución del transporte paracelular de esta especies. Sin embargo a tiempos 

superiores a 120 min el efecto es opuesto (reducción de RET, aumento Papp de arsénico 

inorgánico). Lu et al. (2005) describen el efecto del ETV en la remodelación de la 

actina en distintos tipos celulares, debido al incremento en la polarización de la actina 

filamentosa por aumentos en expresión de anexina I. Este efecto no está descrito en la 

línea celular Caco-2, si bien los resultados obtenidos indican que el té verde podría 

actuar sobre el citoesqueleto originando los cambios observados en los valores de RET 

y consecuentemente en la Papp del As(V) y del As(III). Por otro lado, se ha evidenciado 

la capacidad del ETV de quelar otros metales como el Fe(III) (Ryan y Hynes, 2007), 

capacidad quelante que también podría afectar al As(III). 

El estudio realizado muestra que los mecanismos de absorción de los compuestos 

arsenicales, especialmente las formas inorgánicas, son complejos e implican 

posiblemente distintas vías de transporte, así como distintos transportadores, tal y como 

se refleja en la figura 17. 
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Figura 17. Hipótesis sobre el transporte del arsénico inorgánico a nivel intestinal.  
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Transporte y permeabilidad de formas arsenicales 

pentavalentes y trivalentes empleando cocultivos 

Caco-2/HT29-MTX como modelo celular 

 



 

 

 



Capítulo 4. Resultados 
 

225 

En el presente capítulo se han llevado a cabo estudios de transporte y permeabilidad 

de arsénico en el modelo Caco-2/HT29-MTX con el fin de evaluar la influencia del 

modelo celular en la absorción in vitro de distintas formas químicas de este metaloide. 

La incorporación de células HT29-MTX al cultivo de células Caco-2 da lugar a uniones 

estrechas más laxas, además de producir una capa de mucus que recubre la monocapa 

celular, factores que puden influir en la absorción intestinal de las especies arsenicales.   
 

 

Resultados 
 

4.1. Caracterización del cocultivo Caco-2/HT29-MTX 

El incremento en los valores de RET durante el proceso de diferenciación celular 

permite evaluar el desarrollo de uniones estrechas. La figura 1 muestra la evolución de 

los valores de RET durante el crecimiento de los distintos cultivos ensayados. En el 

monocultivo de Caco-2, la RET aumenta progresivamente durante los 14 días 

postsiembra, alcanzando un valor máximo de 446 ± 30 Ohms cm2. Por lo que respecta a 

los cocultivos Caco-2/HT29-MTX, el valor de RET se mantiene estable hasta el quinto 

día postsiembra (140 ± 20 Ohms cm2) y a partir de entonces sólo aumenta 

significativamente en el cocultivo 90/10. Los valores de TEER obtenidos en los 

cocultivos tras 14 días de siembra (164–363 Ohms cm2) son inferiores al hallado en 

Caco-2, especialmente en las proporciones 50/50 y 30/70. 
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Figura 1. Valores de RET obtenidos durante el periodo de cultivo de las distintas proporciones 
Caco-2/HT29-MTX ensayadas: 100/0 (•); 90/10 (▼); 50/50 (■) y 30/70 (♦). Resultados 
expresados en Ohms cm2 (media ± desviación estándar; n=10). 
 

 

En las monocapas diferenciadas (14 días postsiembra), el coeficiente de 

permeabilidad aparente del LY aumenta significativamente con el incremento de la 

proporción de HT29-MTX en el cocultivo (figura 2). El radio de poro de la unión 

estrecha estimado oscila entre 5 y 8 Å, y se incrementa al aumentar la proporción de 

HT29-MTX en el cocultivo (figura 2). Los valores de radio de poro correlacionan 

negativamente con los valores de RET (R2 = 0.96). 
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Figura 2. Caracterización de los cocultivos Caco-2/HT29-MTX transcurridos 14 días 
postsiembra. Valores de RET [Ohms cm2 (línea negra; eje derecho)], permeabilidad aparente del 
LY [10-6 cm/s; 120 min; (barra blanca, eje izquierdo)] y radio de poro estimado [Å (barra gris; eje 
izquierdo)]. Resultados expresados como media ± desviación estándar (n=10). 
 

 

4.2. Coeficiente de permeabilidad aparente de las especies arsenicales 

Los distintos cultivos celulares se expusieron durante 120 minutos a especies 

pentavalentes [67 µM de As(V), MMA(V) y DMA(V)] y trivalentes [67 µM de As(III); 

1 µM de MMA(III) y DMA(III)]. Todas las especies arsenicales se testaron en Caco-2 y 

en las proporciones 90/10, 50/50 y 30/70 de los cocultivos Caco-2/HT29-MTX. Sin 

embargo, los resultados de los estudios de permeabilidad de MMA(III) y DMA(III) en 

la proporción 30/70 no se han tenido en cuenta debido a que los cambios en los valores 

de RET y Papp del LY superaron los límites establecidos para considerar íntegra la 

membrana (metodología, aparatados 6 y 9).  

La figura 3a muestra los valores de Papp obtenidos para las especies pentavalentes, 

evidenciándose un aumento de la Papp al incrementarse la proporción de células HT29-

MTX en el cocultivo. El incremento es significativo a partir de la proporción Caco-

2/HT29-MTX 50/50 para As(V) y MMA(V) y de la proporción 90/10 para DMA(V). El 
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mayor aumento del valor de Papp se produce para el MMA(V) (30/70 vs. 100/0: 

incremento de 36 veces). El As(V) y DMA(V) presentan incrementos similares de la 

Papp [30/70 vs. 100/0: As(V) 16 veces; DMA(V) 14 veces].  

El comportamiento para las especies trivalentes (figura 3b) es distinto al de las 

especies pentavalentes. El As(III), no muestra diferencias significativas entre los valores 

de Papp obtenidos en las distintas proporciones Caco-2/HT29-MTX (media = 3 ± 0.2 x 

10-6 cm/s). Las especies metiladas trivalentes disminuyen su Papp al incrementarse la 

proporción de células HT29-MTX en el cocultivo. El Papp para el MMA(III) disminuye 

de 8.6 x 10-6 cm/s en Caco-2 a 4.4 x 10-6 cm/s en Caco-2/HT29-MTX 50/50, siendo la 

reducción del mismo orden para el DMA(III) (de 11.6 x 10-6 cm/s a 6.5 x 10-6 cm/s). 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Coeficientes de permeabilidad aparente (Papp) para As(V), MMA(V), DMA(V) (figura 3a) y As(III), MMA(III) y DMA(III) (figura 3b) en las 
diferentes proporciones Caco-2/HT29-MTX ensayadas: 100/0 (barras blancas); 90/10 (barras gris claro); 50/50 (barras gris oscuro) y 30/70 (barras punteadas). 
Valores expresados en 10-6 cm/s (media ± desviación estándar de al menos cuatro réplicas de cada especie arsenical). El asterisco indica diferencias 
estadísticamente significativas respecto al cultivo Caco-2 (p<0.05) 
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4.3. Retención celular y transporte de especies arsenicales en el cocultivo Caco-

2/HT29-MTX 

En el estudio de transporte y retención celular se utilizaron las concentraciones y 

tiempos descritos anteriormente para el estudio de la permeabilidad aparente. Los 

resultados de transporte muestran un comportamiento similar al obtenido para 

permeabilidad aparente, tal y como se muestra en las tablas 1 (especies pentavalentes) y 

2 (especies trivalentes). En las especies pentavalentes, la incorporación de HT29-MTX 

al cultivo incrementa el transporte al lado basal, alcanzado los porcentajes de transporte 

más elevados en la proporción 30/70 [As(V) 54%; MMA(V) 47%; DMA(V) 25%]. Para 

las formas trivalentes, la introducción de HT29-MTX en el cultivo afecta de forma 

desigual a las especies; no modifica el transporte basal de As(III) y disminuye el 

transporte de MMA(III) y DMA(III), tal y como se había observado en el estudio de 

permeabilidad.  

La retención celular para las especies pentavalentes es baja (≤ 0.5%), similar en 

todas ellas y no se modifica con el porcentaje de HT29-MTX en el cultivo. Un 

comportamiento similar se observa para el As(III), aunque la retención (≈ 1.4%) es 

ligeramente superior a la de su análogo pentavalente. Para MMA(III) y DMA(III), la 

retención celular es muy superior a la de especies pentavalentes (27-46% vs ≤ 0.5%) y 

se incrementa al aumentar la proporción de células HT29-MTX en el cultivo.  
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Tabla 1. Retención celular y transporte de As(V), MMA(V) y DMA(V) en distintas proporciones 
del cultivo Caco-2/HT29-MTX (100/0; 90/10; 50/50 y 30/70). Se indica el contenido de arsénico 
adicionado a las células y el contenido presente en el medio basal e interior celular a los 120 min 
de exposición. Se indica también la captación (contenido celular + transporte basal). Valores 
expresados en ng As/106 células (media ± desviación estándar de al menos cuatro réplicas de cada 
especie arsenical) y en porcentaje (valor entre paréntesis).  
 
 
 As(V) 

(%)  
Caco-2/HT29-MTX 100/0 90/10 50/50 30/70 

Adición  ng 4250 ± 124 4439 ± 211 4067 ± 39 3971 ± 275 

Basal 
ng 126 ± 29 164 ± 15 530 ± 50 2140 ± 264 

(%) (3.0 ± 0.4) (4.0 ± 0.5) (13 ± 2) (54 ± 5) 

Celular 
ng 13 ± 2 14 ± 3 14 ± 2 15 ± 3 

(%) (0.3 ± 0.1) (0.3 ± 0.1) (0.3 ± 0.1) (0.4 ± 0.1) 

Captación 
(basal+células) 

ng 139 ± 27 171 ± 12 539 ± 12 2191 ± 217 

(%) (3.0 ± 0.4) (4 ± 1) (13 ± 2) (55 ± 5) 

 

 MMA(V) 

(%)  
Caco-2/HT29-MTX 100/0 90/10 50/50 30/70 

Adición  ng 4719 ± 141 4994 ± 205 4517 ± 27 4821 ± 84 

Basal 
ng 603 ± 43 750 ± 103 1330 ± 195 2240 ± 8 

(%) (13 ± 2) (15 ± 3) (30 ± 4) (47 ± 1) 

Celular 
ng 17±2 15 ± 3 13 ± 2 22 ± 7 

(%) (0.4 ± 0.1) (0.3 ± 0.1) (0.30 ± 0.1) (0.5 ± 0.1) 

Captación 
(basal+células) 

ng 624 ± 51 771 ± 105 1345 ± 15 2281 ± 26 

(%) (13 ± 3) (15 ± 3) (30± 4) (50 ± 1) 
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Tabla 1. Continuación. 

 

 DMA(V) 

(%)  
Caco-2/HT29-MTX 100/0 90/10 50/50 30/70 

Adición  ng 5015 ± 71 4841 ± 25 4530 ± 119 4212 ± 79 

Basal 
ng 312 ± 65 856 ± 120 1270 ± 49 1041 ± 107 

(%) (6 ± 1) (18 ± 4) (28 ± 1) (25 ± 3) 

Celular 
ng 11 ± 3 10 ± 3 12 ± 2 19 ± 4 

(%) (0.2 ± 0.03) (0.2 ± 0.1) (0.3 ± 0.1) (0.5 ± 0.1) 

Captación 
(basal+células) 

ng 334 ± 71 867 ± 125 1284 ± 51 1057 ± 110 

(%) (6 ± 1) (18 ± 4) (28 ± 1) (25 ± 4) 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Tabla 2. Retención celular y transporte de As(III), MMA(III) y DMA(III) en distintas proporciones del cultivo Caco-2/HT29-MTX (100/0; 90/10; 50/50). 
Se indica el contenido de arsénico adicionado a las células y el contenido presente en el medio basal e interior celular a los 120 min de exposición. Se indica 
también la captación (contenido celular + transporte basal). Valores expresados en ng As/106 células (media ± desviación estándar de al menos cuatro 
réplicas de cada especie arsenical) y en porcentaje (valor entre paréntesis).  
 

 As(III) MMA(III) DMA(III) 

(%)  
Caco-2/HT29-MTX 100/0 90/10 50/50 100/0 90/10 50/50 100/0 90/10 50/50 

Adición  ng 3250 ± 105 3700 ± 91 3550 ± 201 190 ± 11 126 ± 14 141 ± 20 153 ± 17 124 ± 16 142 ± 25 

Basal 
ng 758 ± 94 701 ± 36 967 ± 56 55 ± 15 24 ± 3 28 ± 2 56 ± 10 38 ± 5 30 ± 6 

(%) (23 ± 5) (19 ± 3) (26 ± 5) (28 ± 7) (22 ± 1) (17 ± 2) (47 ± 4) (35 ± 4) (26 ± 1) 

Células 
ng 46 ± 3 48 ± 5 46 ± 2  55 ± 1 65 ± 6 47 ± 2 32 ± 7 40 ± 6 50 ± 5 

(%) (1.4 ± 0.2) (1.5 ± 0.2) (1.4 ± 0.1) (28 ± 1) (37 ± 1) (46 ± 4) (27 ± 5) (37 ± 3) (43 ± 4) 

Captación 
(basal+células) 

ng 804 ± 95 749 ± 27 1013 ± 60 110 ± 15 89 ± 9 75 ± 4 88 ± 12 78 ± 9 80 ± 10 

(%) (24 ± 5) (21 ± 4) (28 ± 6) (56 ± 8) (59 ± 6) (64 ± 3) (74 ± 4) (73 ± 4) (70 ± 5) 
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La mayor retención de las especies metiladas trivalentes puede ser debida al mucus 

secretado por las células HT29-MTX, cuyo efecto en la retención de arsénico 

inorgánico ya ha sido evidenciado en el capítulo 2. Con objeto de evaluar la influencia 

de esta capa glicoprotéica en la acumulación intracelular de las especies metiladas 

trivalentes, se han expuesto células HT29-MTX a MMA(III) y DMA(III) (1 µM) 

durante 2 horas. La figura 4 muestra los porcentajes de arsénico en el mucus, interior 

celular y medio. En ambas especies, el porcentaje de arsénico en el mucus [MMA(III): 

33 ± 8%; DMA(III): 65 ± 2%] es superior al hallado en el interior celular [MMA(III): 7 

± 2%; DMA(III): 2.9 ± 0.6%]. 

 

 

 
Figura 4. Porcentaje de arsénico en mucus, células y medio tras la exposición de células HT29-
MTX a 1 µM de MMA(III) (barra blanca) y DMA(III) (barra gris) durante 2 horas. El porcentaje 
de arsénico se evalúa respecto a la cantidad adicionada a las células al inicio del tratamiento. Los 
valores expresados como media ± desviación estándar (n = 3-6). 
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4.4. Retención y transporte de arsénico desde alimentos empleando como modelo el 

cocultivo Caco-2/HT29-MTX 

Tras el estudio con patrones de especies arsenicales, se procedió a evaluar el efecto 

de la incorporación de HT29-MTX en el cultivo sobre el transporte y retención celular 

de la fracción bioaccesible obtenida tras la digestión gastrointestinal in vitro de muestras 

de alimentos: arroz y alga crudos; ajo cocinado en un patrón acuoso de As(V) (1 

mg/mL).  

El análisis de arsénico total y especies arsenicales en la fracción bioaccesible, 

evidencia que en las muestras de arroz y de ajo la totalidad del arsénico solubilizado se 

encuentra como arsénico inorgánico. En el alga, sin embargo, no se detecta arsénico 

inorgánico ni MMA, y el DMA sólo representa un 1% del arsénico total (16 ng), por lo 

que el resto arsénico podrían atribuirse a especies que no generan hidruros en las 

condiciones de análisis utilizadas, muy probablemente arsenoazúcares (Francesconi y 

Kuehnelt, 2004).  

Los resultados obtenidos para el transporte y retención de arsénico en el cocultivo 

desde las fracciones bioaccesibles de distintos alimentos se presentan en la tabla 3. En 

las dos muestras de arroz ensayadas la cantidad de arsénico adicionada al cultivo celular 

es muy similar (≈50 ng). Al utilizar el cocultivo Caco-2/HT29-MTX en la proporción 

50/50 se incrementa notablemente el transporte al lado basal (≈27%), respecto al 

hallado en la proporción 90/10 (≈12%) y en Caco-2 (≈13%). La retención celular es 

muy superior en los cocultivos, independientemente de la proporción de HT29-MTX 

que contengan (Caco-2 ≈13%; cocultivos 22-34%).  

Para las muestras de alga y ajo, la cantidad de arsénico adicionada al cultivo es en 

torno a 20 veces superior a la adicionada al arroz (1187 ng y 890 ng respectivamente). 

En ambas muestras, la introducción de HT29-MTX en el cocultivo incrementa 

notablemente el transporte basal de arsénico, siendo especialmente elevado en el ajo 

para la proporción 50/50 (33 ± 2%; 293 ± 17 ng/mg proteína). La retención celular en 

ambas muestras (<2%) es muy inferior a la hallada para el arroz, y no se ve afectada de 

forma destacable por la presencia de células HT29-MTX.  
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Considerando todas la muestras ensayadas, el porcentaje de transporte en Caco-2 y 

en cocultivo muestra la misma gradación: ajo ≈ arroz > alga. La gradación en la 

retención celular (arroz >> ajo ≈ alga) tampoco varía entre los distintos cultivos 

celulares. 



 

 

Tabla 3. Retención celular y transporte en distintas proporciones Caco-2/HT29-MTX (100/0; 90/10; 50/50) del arsénico existente en la fracción bioaccesible 
de alimentos. Se indica el contenido de arsénico adicionado a las células y el contenido presente en el medio basal e interior celular tras 120 minutos de 
exposición. Valores expresados en ng As/106 células (media ± desviación estándar de al menos cuatro réplicas de cada especie arsenical) y en porcentaje 
(valor entre paréntesis).  
 

 (%) Caco-2/HT29-
MTX 100/0 90/10 50/50 

 Adición 
(ng As)  Transporte  

basal 
Retención  

celular 
Transporte  

basal 
Retención 

celular 
Transporte 

basal Retención celular 

Oriza sativa  
(muestra 1) 53 ± 6 

ng 7.0 ± 0.2 4.0 ± 0.3 8 ± 2 10 ± 1 15 ± 2 12 ± 2 

(%) (14 ± 2) (7 ± 0.5) (15 ± 4) (28 ± 2) (27 ± 1) (22 ± 1) 

Oriza sativa 
(muestra 2)  49 ± 4 

ng 6 ± 1 5 ± 0.4 6.0 ± 0.3 9.0 ± 0.4 14 ± 3 11 ± 3 

(%) (13 ± 2) (9 ± 1) (12.0 ± 0.5) (34 ± 2) (29 ± 2) (22 ± 4) 

Hizikia 
fusiforme 1187 ± 71 

ng 12 ± 2 7 ± 1 67 ± 4 14 ± 2 129 ± 13 21 ± 4 

(%) (1.0 ± 0.1) (0.6 ± 0.1) (6.0 ± 0.3) (1.0 ± 0.2) (11 ± 1) (2 ± 0.3) 

Allium sativa  
cocinado con 

As(V) 
890 ± 57 

ng 97 ± 3 8 ± 1 217 ± 30 13 ± 1 293 ± 17 14 ± 1 

(%) (11.0 ± 0.4) (2.0 ± 0.1) (24 ± 3) (1.0 ± 0.1) (33 ± 2) (2 ± 0.2) 
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Discusión 

 

Los estudios sobre los mecanismos de transporte en células Caco-2 diferenciadas 

llevados a cabo en el capítulo 3 de esta tesis ponen de manifiesto el importante papel de 

la vía paracelular en el transporte de la mayoría de las especies arsenicales evaluadas. 

Por lo tanto, el empleo de células Caco-2 diferenciadas como modelo de epitelio 

intestinal puede no ser el más adecuado para evaluar su transporte intestinal, dado que 

este tipo celular forma uniones estrechas menos permeables que las presente en el 

intestino delgado humano. Esta limitación del modelo celular Caco-2 ha sido descrita 

previamente para sustancias con una importante participación de la vía paracelular en su 

transporte (Tavelin et al., 2003, Hilgendorf et al., 2000; Nagahara et al., 2004). El 

empleo de modelos que combinan células Caco-2 y HT29-MTX incluyen los dos tipos 

celulares más abundante en el epitelio intestinal (células absortivas y células 

caliciformes) y emulan mejor las condiciones fisiológicas (Hilgendorf et al., 2000) ya 

que la presencia HT29-MTX modula la geometría y tamaño de las uniones 

intercelulares, y crea una capa de mucus que cubre la superficie celular. Este modelo de 

epitelio intestinal ha sido ampliamente utilizado en la bibliografía para múltiples 

propósitos (Wikman-Lared y Artursson, 1995; Mahler et al., 2009; Laparra y Sanz, 

2009), si bien no existen antecedentes sobre el estudio de la absorción intestinal de las 

especies arsenicales en estos cocultivos. En el presente capítulo de tesis se evalúan las 

modificaciones de la permeabilidad aparente, transporte y retención celular de especies 

arsenicales pentavalentes y trivalentes como consecuencia de la introducción de células 

HT29-MTX en el cultivo.  

La caracterización del cocultivo Caco-2/HT29-MTX ha puesto de manifiesto que la 

incorporación de HT29-MTX produce un descenso significativo en el valor de la RTE y 

un aumento en la Papp del LY respecto al monocultivo de Caco-2. La existencia de 

cambios en ambos parámetros ya ha sido puesta de manifiesto en trabajos previos que 

utilizan células secretoras de mucus junto a células Caco-2 (Karlsson et al., 1993; 

Wikman-Larhed y Artursson, 1995; Hilgendorf et al., 2000; Wood et al., 2010). Estos 
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cambios pueden deberse a un aumento en el tamaño medio del radio de poro de las 

uniones estrechas por la presencia de HT29-MTX, tal y como ponen de manifiesto otros 

autores (Cohen et al., 1985). El incremento del radio de poro también se ha evidenciado 

en esta tesis, siendo mayor en los cocultivos, 6-8 Å (figura 2), y más próximo a los 

valores fisiológicos del intestino delgado, 6.7-7.9 Å (Fordtran, 1965; Soergel, 1968) que 

los obtenidos con el monocultivo Caco-2 (5 Å).  

Por otra parte, trabajos más recientes indican que en los cocultivos Caco-2/HT29-

MTX la mayor permeabilidad de los compuestos que se transportan por vía paracelular 

puede deberse también a un mayor número de poros entre células por cm2 que los 

existentes en monocultivos de Caco-2 (Linnankoski et al., 2010). Wikman-Lared y 

Artursson (1995) observaron que si bien se siembra un proporción concreta de cada uno 

de los dos tipos celulares Caco-2 y HT29-H, durante los primeros días de cultivo se 

produce un mayor crecimiento de las células HT29-H, por lo que al alcanzar el estadio 

de diferenciación celular existe una elevada proporción de células HT29-H en el 

cocultivo. Ello supondría un mayor número de poros por cm2 y un mayor transporte 

paracelular. Es posible que este fenómeno se haya producido en los cocultivos Caco-

2/HT29-MTX utilizados en este trabajo y que el incremento en la Papp del LY se deba 

tanto a un mayor número de poros por cm2, como a uniones estrechas más laxas entre 

los dos tipos celulares.  

La apertura de las uniones estrechas y/o incremento en la porosidad observado en el 

cocultivo afecta al transporte y a la Papp de las especies arsenicales pentavalentes, que 

aumentan significativamente con la proporción de HT29-MTX en el cocultivo. Este 

hecho corrobora la importante participación de la vía paracelular en el transporte de 

estas formas arsenicales observada en el capítulo 3. El comportamiento de las especies 

trivalentes difiere del observado para los análogos pentavalentes. Así, la Papp, transporte 

y retención celular del As(III) no se modifica con la incorporación de HT29-MTX al 

cultivo, mientras que las especies metiladas trivalentes disminuyen su Papp y por tanto su 

paso al lado basolateral. Estos resultados apuntarían a una escasa participación de la vía 

paracelular en su transporte, si bien estudios previos realizados en el capítulo 3 
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evidencian incrementos significativos en la Papp de As(III) y MMA(III) tras la apertura 

de las uniones estrechas.  

El mucus secretado por HT29-MTX constituye una barrera a la difusión de 

nutrientes, drogas, iones, toxinas, metales pesados y macromoléculas (Forstner et al., 

1994). Estructuralmente, las mucinas consisten en un núcleo proteico conjugado con 

múltiples cadenas de carbohidratos. MUC2 y MUC5AC, presentes en el tracto 

gastrointestinal contienen residuos de cisteína y participan en la formación de geles 

extracelulares (Gum et al., 1992; Lau et al., 2004). Los estudios realizados en células 

HT29-MTX para evaluar el efecto del mucus sobre la retención de especies trivalentes 

metiladas y As(III) indican que son altamente retenidas por el mucus [DMA(III) >> 

MMA(III) >> As(III)] y que esta retención es muy superior a su entrada al interior 

celular. Esta retención posiblemente se produce por interacción con residuos de cisteína 

libres existentes en la mucina, dado que se ha descrito una importante unión de las 

especies arsenicales trivalentes a los residuos tiolados de proteínas y péptidos (Styblo y 

Thomas, 1997).  

Esta retención por el mucus podría ser la causa de la disminución del Papp del 

DMA(III) y MMA(III). Como se ha indicado en el capítulo 3, para el DMA(III) el 

transporte paracelular sería mínimo, mientras que para el As(III) y MMA(III) sí se ha 

puesto de manifiesto su significación. En cuanto a la forma monometilada, su transporte 

paracelular, que debería estar incrementado en los cocultivos Caco-2/HT29-MTX, se 

vería contrarrestado por la retención de esta especie en el mucus. Respecto al As(III), 

sería necesario realizar estudios adicionales con objeto de dilucidar las razones por las 

que su Papp no se modifica con la incorporación de HT29-MTX. 

La retención por el mucus de las especies trivalentes podría ser considerada como 

beneficiosa al suponer un efecto barrera a la entrada a la circulación sanguínea de estas 

especies, altamente reactivas y tóxicas. No obstante debería evaluarse si estas especies 

podrían afectar a la producción de mucus, lo cual daría lugar a disfunciones en la 

barrera intestinal, o podrían producir otros efectos tóxicos sobre las propias células 

intestinales.   
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La significación de los cambios en la Papp que introduce el uso de cocultivo ha sido 

evaluada utilizando el criterio de Yee (1997), ya descrito para los ensayos con el 

monocultivo Caco-2 [Papp <10-6 cm/s: baja absorción in vivo (<30%); Papp entre 10-6-10-5 

cm/s: moderada absorción (30-70%); Papp >10-5 cm/s: absorción completa (>70%)]. Las 

especies pentavalentes pasan de ser compuestos poco absorbibles a compuestos con una 

absorción moderada con la proporción Caco-2/HT29-MTX 50/50. De las especies 

trivalentes, solo el DMA(III) cambia su clasificación, pasando de ser altamente 

absorbible en el modelo Caco-2 y en el cocultivo 90/10, a ser moderadamente 

absorbible en el cocultivo 50/50. Los valores de Papp de las formas pentavalentes 

obtenidos con el modelo Caco-2/HT29-MTX suponen una mejor aproximación a los 

datos in vivo (Juhasz et al., 2006, 2008) que los hallados en el monocultivo Caco-2. Las 

diferencias que persisten entre el modelo in vitro y la situación in vivo son posiblemente 

al efecto de factores que no se contemplan en este modelo de cocultivo (superficie de 

absorción, movimientos peristálticos, regulación neuroendocrina, presencia de 

componentes del quimo como sales biliares o GSH).  

Los estudios en patrones acuosos comentados hasta ahora evidencian que el 

transporte varía con el modelo de cultivo empleado y que esta variación es distinta 

según la forma arsenical considerada. Estos cambios podrían ocurrir igualmente en la 

absorción de arsénico desde los alimentos. Para estudiar este aspecto se ha evaluado el 

transporte y retención celular del arsénico presente en la fracción solubilizada tras la 

digestión gastrointestinal de distintos alimentos: arroz, alga y ajo. Los datos obtenidos 

muestran un aumento del transporte de arsénico con la incorporación de HT29-MTX al 

cultivo Caco-2, para las tres fracciones bioaccesibles. La retención celular sólo se 

modifica en las muestras de arroz, que experimentan aumentos muy acentuados en 

presencia de HT29-MTX. La magnitud de la respuesta al cambio del modelo celular no 

es igual para todas las matrices, hecho que puede estar relacionado con las especies 

arsenicales existentes en cada una de las fracciones bioaccesibles (arsénico inorgánico 

para arroz y ajo; arsenoazúcares y DMA para el alga), la concentración de arsénico en la 

fracción bioaccesible (≈ 50 ng para arroz; ≈ 1000 ng para alga y ajo) y con el efecto de 

otros constituyentes de la matriz. En este sentido, estudios in vivo realizados por Juhasz 



Capítulo 4. Discusión 
 

 

243 

et al. (2006) en cerdos alimentados con arroz evidenciaron que la biodisponibilidad es 

muy distinta si las muestras contienen mayoritariamente DMA o As(V) (33% vs 100%). 

Por lo que respecta al efecto de los concomitantes, los mismos autores postulan que la 

presencia de polisacáridos no digestibles puede reducir la absorción de arsénico 

inorgánico, haciendo que la biodisponibilidad de acelgas y lechuga (≈ 50%) sea inferior 

a la obtenida en arroz, rábano, soja y judías (77-100%) (Juhasz et al., 2008). Se requiere 

el estudio de un mayor número de muestras para establecer los posibles efectos de la 

matriz alimentaria, así como evaluar transportes con los mismos contenidos de arsénico 

adicionados al cultivo. El presente estudio pone de manifiesto la importancia del 

modelo celular, de la matriz alimentaria y de la especiación en los estudios sobre la 

absorción de arsénico.  

La investigación realizada evidencia que la presencia de mucus y la apertura de las 

uniones intercelulares aportada por las HT29-MTX al cocultivo con Caco-2 tiene un 

marcado efecto en la absorción intestinal in vitro de especies arsenicales. Teniendo en 

cuenta la elevada exposición a arsénico inorgánico a través del agua de bebida y de los 

alimentos que presentan muchas poblaciones rurales de Asia y Latinoamérica, la 

ampliación del conocimiento sobre su absorción intestinal y el establecimiento de 

modelos que permitan realizar estos estudios debería ser objeto de mayor investigación.  
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Figura 5. Representación esquemática del efecto del mucus y la apertura de uniones estrechas en 

el cocultivo de Caco-2 y HT29-MTX sobre la absorción intestinal de distintas especies 

arsenicales.  
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En el presente capítulo se ha evaluado la toxicidad de las formas arsenicales 

inorgánicas, mono y dimetiladas [As(V), As(III), MMA(V), MMA(III), DMA(V) y 

DMA(III)] sobre el modelo de epitelio intestinal formado células Caco-2 diferenciadas. 

Existen muchos estudios que evalúan la toxicidad del arsénico en otros tipos celulares, 

si bien los datos existentes a nivel intestinal son escasos y se centran únicamente en la 

toxicidad de As(III) (Davis et al., 2000, Laparra et al., 2006, 2008, Nakagawa et al., 

2002). 

 

 

Resultados 
 

5.1. Actividad mitocondrial de células Caco-2 expuestas a especies arsenicales 

pentavalentes y trivalentes 

Las células diferenciadas se expusieron durante 24, 48 y 72 horas a 0.1, 0.5, 1, 10 y 

100 µM de cada una de las especies arsenicales pentavalentes. Los resultados obtenidos 

muestran que el MMA(V) y el DMA(V) no afectan a la actividad mitocondrial en 

ninguna de las concentraciones y tiempos ensayados (figura 1b y 1c). El As(V) produce 

sin embargo, una reducción de la actividad mitocondrial únicamente tras la exposición a 

la concentración más elevada (100 µM), que alcanza el 71 ± 6% a las 72 horas de 

tratamiento (figura 1a).  

 

 

 

 

 



 

 

 
Figura 1. Porcentaje de actividad mitocondrial respecto al control en células Caco-2 expuestas a distintas concentraciones de As(V) (1a), MMA(V) (1b) y 
DMA(V) (1c) durante 24 (barra blanca), 48 (barra gris) y 72 horas (barra rayada). Valores expresados como media ± desviación estándar (n = 8-12). Las 
variaciones significativas respecto al control se marcan con un asterisco (p<0.05). 
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Las células también se expusieron a As(III) (1, 10, 25, 50 y 75 µM) durante 24, 48 y 

72 horas y a MMA(III) y DMA(III) (0.05, 0.1, 0.5, 1 y 5 µM) durante 2 y 24 horas. Los 

resultados obtenidos (figura 2) indican que las formas trivalentes presentan mayor 

toxicidad, reduciendo la actividad mitocondrial a concentraciones de exposición 

inferiores a las de As(V). Así, la exposición a 10 µM de As(III) (figura 2a) produce un 

descenso de la actividad mitocondrial del 53 ± 3% y 55 ± 8% a las 48 y 72 horas de 

tratamiento, respectivamente. A concentraciones más altas, 50 y 75 µM de As(III), se 

producen reducciones moderadas de la actividad mitocondrial tras 24 horas de 

exposición (65 ± 2% y 68 ± 3% respectivamente) y reducciones totales a 48 y 72 horas.  

En cuanto al MMA(III) (Figura 2b), sólo la concentración de 1 µM produce cambios 

significativos en la actividad mitocondrial tras 2 horas de exposición. Cuando el 

tratamiento con MMA(III) se prolonga hasta las 24 horas existen descensos 

significativos de la actividad para las concentraciones iguales o superiores a 1 µM 

(reducción: 1 µM = 60 ± 8%, 5 µM = 100 ± 3%).  

El DMA(III) (figura 2c), a concentraciones iguales o inferiores a 0.5 µM se produce 

mayor descenso de la actividad mitocondrial a 2 horas que a 24 horas de exposición, 

siendo estadísticamente significativos respecto al control los cambios a las 2 horas. A 

concentraciones superiores, 1 y 5 µM, la mayor reducción de la actividad se pone de 

manifiesto a las 24 horas (reducción: 1 µM = 35 ± 7%, 5 µM = 49 ± 5%). 



 

 

 
 
Figura 2. Porcentaje de actividad mitocondrial respecto al control en células Caco-2 expuestas a distintas concentraciones de As(III) (figura 
2a) durante 24 (barra blanca), 48 (barra gris) y 72 horas (barra rayas oblicuas); MMA(III) (figura 2b) y DMA(III) (figura 2c) durante 2 (barra 
punteada) y 24 horas (barra rayas horizontales). Valores expresados como media ± desviación estándar (n = 8-12). Las variaciones 
significativas respecto al control se marcan con un asterisco (p<0.05).  
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5.2. Generación de especies reactivas de oxígeno de células Caco-2 expuestas a 

especies arsenicales pentavalentes y trivalentes 

Para la cuantificación de las especies reactivas de oxígeno (ROS) se ha empleado 

2',7'-dicloro fluoresceína diacetato (DCFDA). Esta molécula es deacetilada por esterasas 

a diclorofluoresceina (DCFH), compuesto no fluorescente que se transforma a DCF, 

altamente fluorescente, tras reaccionar con las ROS intracelulares.  

La evaluación del efecto del arsénico sobre la generación de ROS en células Caco-2 

se llevó a cabo tras exposición durante 24 horas a especies pentavalentes [0.1, 0.5, 1, 10 

y 100 µM de As(V), MMA(V) y DMA(V)] y trivalentes [5, 10, 25 y 50 µM de As(III); 

0.01, 0.1, 0.5 y 1 µM de MMA(III); 0.1, 1, 5 y 10 µM de DMA(III)]. 

Los resultados obtenidos muestran que para las formas arsenicales pentavalentes, 

sólo la concentración más elevada de As(V) (100 µM) produce un aumento significativo 

de la fluorescencia de DCF (149 ± 19%) respecto al control. Por el contrario, los 

resultados obtenidos tras los tratamientos con las formas trivalentes son diferentes 

(figura 3). Existe un incremento estadísticamente significativo en la fluorescencia de 

DCF a concentraciones ≥ 10 µM de As(III), ≥ 0.1 µM de MMA(III) y ≥ 1 µM de 

DMA(III) y. Estos resultados indican que el MMA(III) es la especie arsenical que 

incrementa de forma más notoria la generación de ROS respecto al control. Cabe 

destacar que las concentraciones más elevadas de MMA(III) producen aumentos de la 

fluorescencia de DCF respecto al control (0.5 µM: 401 ± 57%; 1 µM: 1145 ± 162%) 

muy superiores a los observados para el tratamiento con H2O2 2 mM (272 ± 28%).  
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Figura 3. Porcentaje de fluorescencia de DCF respecto al control en células Caco-2 expuestas a 
distintas concentraciones de As(III), MMA(III) y DMA(III) durante 24 horas. Valores expresados 
como media ± desviación estándar (n = 8-12). Las variaciones significativas respecto al control se 
marcan con un asterisco (p<0.05). 
 

5.3. Peroxidación lipídica de células Caco-2 expuestas a especies arsenicales 

trivalentes 

El malondialdehído (MDA) es una de las muchas moléculas de bajo peso molecular 

formadas tras el proceso de peroxidación lipídica ocasionado por el estrés oxidativo. 

Los equivalentes de MDA se han evaluado tras su reacción de adición nucleofílica con 

el ácido 2-tiobarbitúrico en células Caco-2 tratadas durante 24 horas con distintas 

concentraciones de especies arsenicales trivalentes [10, 25 y 50 µM de As(III); 0.1, 0.5 

y 1 µM de MMA(III); 0.1, 1 y 5 µM de DMA(III)]. La figura 4 muestra el incremento 

en los equivalentes de MDA en células tratadas respecto al control, expresado en 

porcentaje. El valor de equivalentes de MDA en las células control es de 134 ± 12 

pmol/mg proteína. 
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El As(III) es la forma arsenical que menos efecto tiene sobre la peroxidación 

lipídica, con incrementos que no difieren significativamente respecto al control para 

ninguna de las concentraciones estudiadas. El DMA(III) produce el mayor porcentaje de 

equivalentes de MDA respecto al control en todas las concentraciones ensayadas (692-

1074%). El MMA(III), también induce un incremento muy marcado a la concentración 

más elevada (1 µM, 577 ± 50%).  

 
 
 

 
 
 
Figura 4. Porcentaje de equivalentes de MDA respecto al control en células Caco-2 expuestas a 
distintas concentraciones de As(III), MMA(III) y DMA(III) durante 24 horas. Valores expresados 
como media ± desviación estándar (n = 6). Las variaciones significativas respecto al control se 
marcan con un asterisco (p<0.05).  
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5.4. Determinación de glutatión reducido (GSH) y oxidado (GSSG) en células 

Caco-2 expuestas a especies arsenicales pentavalentes y trivalentes 

Los niveles de GSH y GSSG en células Caco-2 expuestas durante 24 horas a As(V) 

(0.1, 0.5, 1, 10 y 100 µM), presentan solamente una reducción significativa tras el 

tratamiento con 100 µM [control: 72 ± 9 nmol GSH/mg proteína y 1 ± 0.3 nmol 

GSSG/mg proteina; As(V): 41 ± 6 nmol GSH/mg proteína y 0.3 ± 0.1 nmol GSSG/mg 

proteína]. A concentraciones inferiores sin embargo, los niveles de GSH y GSSG se ven 

significativamente aumentados respecto al control (GSH: 124-153%; GSSG: 135-

169%). Ninguno de los tratamiento con As(V) modifica el ratio GSSG/GSH. El 

MMA(V) y DMA(V) aumentan los niveles de GSH (128-177%) y GSSG (134-215%) a 

todas las concentraciones estudiadas (0.1, 0.5, 1, 10 y 100 µM). Sin embargo, para estas 

especies el ratio GSSG/GSH se ve significativamente aumentado (0.03-0.05) respecto al 

control (0.015). 

La tabla 1 muestra los contenidos intracelulares de GSH y GSSG (nmol/mg 

proteína) y el ratio GSSG/GSH en células Caco-2 tratadas durante 24 horas con especies 

trivalentes: As(III) [5, 10, 25 y 50 y 75 µM], MMA(III) y DMA(III) [0.1, 0.5, 1, 5 y 10 

µM]. Las muestras no tratadas presentan valores medios de 72 ± 9 nmol GSH/mg 

proteína. Los tratamientos con las formas trivalentes conllevan, en general, una 

disminución significativa de los contenidos intracelulares de GSH. Esta disminución ya 

se pone de manifiesto desde la concentración más baja de As(III) (5 µM), y a partir de 

0.5 µM para MMA(III) y 1 µM para DMA(III). El descenso de la concentración de 

GSH no va acompañada de un aumento de la forma oxidada (GSSG) para los 

tratamientos con MMA(III) y DMA(III); todo lo contrario, las disminuciones de GSSG 

son similares a las observadas para el GSH y por tanto no hay cambios en el ratio 

GSSG/GSH. Para el As(III) sin embargo, sí hay aumentos significativos del ratio 

GSSG/GSH (0.046-0.062) respecto al control no tratado (0.015), que son 

independientes de la concentración de As(III) utilizada.  
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Tabla 1. Contenidos de GSH y GSSG (nmol/mg proteína) y ratio GSSG/GSH en células Caco-2 
tratadas con As(III), MMA(III) y DMA(III) durante 24 horas. Los valores se expresan como 
media ± desviación estándar (n = 8). Las variaciones significativas respecto al control se marcan 
con un asterisco (p<0.05).  
 

Tratamiento GSH GSSG ratio  
GSSG/GSH 

Control 70.3 ± 9.4 0.95 ± 0.26 0.014 

As(III) 

5 µM 54.6 ± 7.7* 2.83 ± 0.28* 0.052* 

10 µM 55.2 ± 2.7* 3.07 ± 0.52* 0.056* 

25 µM 48.9 ± 2.7* 3.01 ± 0.21* 0.062* 

50 µM 38.2 ± 1.3* 2.15 ± 0.14* 0.056* 

75 µM 27.4 ± 1.6* 1.26 ± 0.12 0.046* 

MMA(III) 

0.1 µM 80.2 ± 8.8  1.02 ± 0.13 0.013 

0.5 µM 25.8 ± 3.2* 0.25 ± 0.02* 0.010 

1 µM 24.8 ± 1.8* 0.24 ± 0.04* 0.010 

5 µM 35.0 ± 5.4* 0.39 ± 0.09* 0.011 

10 µM 35.6 ± 6.5* 0.38 ± 0.13* 0.011 

DMA(III) 

0.1 µM 74.6 ± 4.2 0.79 ± 0.12 0.011 

0.5 µM 80.9 ± 4.3 0.93 ± 0.15 0.011 

1 µM 57.3 ± 8.9* 0.63 ± 0.03* 0.011 

5 µM 31.2 ± 2.7* 0.35 ± 0.02* 0.011 

10 µM 34.7 ± 4.4* 0.46 ± 0.03* 0.013 
 

 

5.5. Actividad de enzimas antioxidantes de células Caco-2 expuestas a especies 

arsenicales trivalentes 

Se evaluó la actividad de glutatión peroxidasa (GPx) en Caco-2 expuestas 24 horas a 

las formas arsenicales trivalentes [5, 10 y 25 µM de As(III); 0.1, 0.5 y 1 µM de 
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MMA(III); 1 y 5 µM de DMA(III)]. La figura 5 muestra los valores obtenidos 

expresados como porcentaje respecto al control. La actividad GPx de las células tratadas 

con As(III) (1 y 5 µM) es significativamente superior al control (181 ± 25% y 134 ± 

11% respectivamente). También existen aumentos de la actividad para la concentración 

más baja de MMA(III) (0.1 µM, 127 ± 15%) y de DMA(III) (1 µM, 121 ± 14%). Las 

concentraciones más elevadas ensayadas de todas las especies, producen por el contrario 

descensos significativos de la actividad GPx: 25 µM As(III) (59 ± 15%); 1 µM 

MMA(III) (41 ± 12%); 5 µM DMA(III) (53 ± 8%).  

 

 

 
Figura 5. Porcentaje de actividad de la GPx respecto al control en células Caco-2 expuestas a 
distintas concentraciones de As(III), MMA(III) y DMA(III) durante 24 horas. Valores expresados 
como media ± desviación estándar (n = 6). Las variaciones significativas respecto al control se 
marcan con un asterisco (p<0.05). 

 

La figura 6 muestra el porcentaje de actividad de la catalasa (CAT) respecto al 

control de células expuestas 24 horas a As(III) (5, 10 y 25 µM), MMA(III) (0.1, 0.5 y 1 

µM) y DMA(III) (1 y 5 µM). La actividad se reduce respecto al control en las células 

expuestas a las concentraciones más altas de las tres formas arsenicales [As(III) 25 µM, 
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44 ± 3%; MMA(III) 1 µM, 52 ± 4%; DMA(III) 5 µM, 50 ± 9%]. Se observa, sin 

embargo, un aumento significativo en el tratamiento con As(III) 10 µM (135 ± 9%) y 

MMA(III) 0.1 µM (167 ± 15%).  

 
Figura 6. Porcentaje de actividad de la catalasa respecto al control en células Caco-2 expuestas a 
distintas concentraciones de As(III), MMA(III) y DMA(III) durante 24 horas. Valores expresados 
como media ± desviación estándar (n = 6). Las variaciones significativas respecto al control se 
marcan con un asterisco (p<0.05). 
 

5.6. Evaluación de la viabilidad celular y tipo de muerte celular mediante doble 

tinción anexina V/yoduro de propidio de células Caco-2 expuestas a especies 

arsenicales trivalentes 

Durante la fase inicial de la apoptosis, la fosfatidilserina, molécula localizada en la 

porción citosólica de la bicapa lipídica queda expuesta en la superficie celular. La 

anexina V es un miembro de la familia de las proteínas de unión a calcio y fosfolípidos 

con una gran afinidad por la fosfatidilserina, que se ha empleando ampliamente como 

marcador de esta externalización. Por otro lado, el yoduro de propidio (IP) no puede 

atravesar la membrana plasmática intacta pero sí es capaz de entrar en células con la 
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membrana plasmática dañada o en células muertas, permitiendo distinguir entre células 

viables y no viables.  

Las células se trataron con las siguientes concentraciones de especies trivalentes: 5, 

10, 25 y 50 µM de As(III); 0.1, 0.5, 1 y 5 µM de MMA(III); 0.1, 1, 5, 10 y 25 µM de 

DMA(III), durante 2 y 24 horas. Como control positivo de apoptosis se empleó 

estaurosporina 2 µM, 24 horas. Las figura 7 muestra los porcentajes respecto a la 

población celular total de las células viables, necróticas y apoptóticas tras 2 y 24 horas 

de exposición.  

Los resultados obtenidos evidencian que el tratamiento con estaurosporina reduce 

significativamente la viabilidad celular respecto al control, tanto a las 2 horas (70 ± 3%) 

como a las 24 horas (48 ± 7%). Esta pérdida de viabilidad se debe tanto a procesos 

necróticos (2 horas, 13 ± 1%; 24 horas, 19 ± 3%) como apoptóticos (2 horas, 16 ± 2%; 

24 horas, 21 ± 7%).  

Las especies arsenicales afectan significativamente la viabilidad celular, si bien en 

distinto grado [As(III)>DMA(III)>MMA(III)]. El índice de citotoxicidad 50 (IC50), 

dosis que produce el 50% de muerte en la población celular, para Caco-2 diferenciadas 

tras 24 horas de exposición es de 2, 6 y 23 µM para MMA(III), DMA(III) y As(III) 

respectivamente. El tipo de muerte celular que predomina en cada especie arsenical es 

distinto. En general, e independientemente del tiempo, el As(III) induce una muerte 

celular mayoritariamente por necrosis, si bien el número de células apoptóticas aumenta 

con respecto al control a medida que aumenta la concentración de As(III) utilizada, 

especialmente a las 2 horas de tratamiento (Figura 7a, control: 1 ± 0.5%; 5 µM: 1.5 ± 

0.8%; 50 µM: 8.1 ± 2.1%). Para el MMA(III), tanto a las 2 como a las 24 horas (figuras 

7c y 7d), la apoptosis es la única forma de muerte celular. Es destacable que a las 24 

horas de exposición, las concentraciones más elevadas de MMA(III) presentan 

porcentajes de apoptosis (1 µM: 51 ± 5%; 5 µM: 84 ± 5%) muy superiores al de las 

células tratadas con estaurosporina, considerado un potente inductor de apoptosis. En 

cuanto al DMA(III), desde los tratamientos más bajos (0.1 µM), los porcentajes de 

apoptosis y necrosis son superiores a los de las células no tratadas, siendo los ratios de 

las dos formas de muerte celular muy similares en todas las concentraciones y en todos 
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los tiempos de tratamiento. Al igual que ocurría con el MMA(III), el tratamiento con 10 

µM de DMA(III) produce a las 24 horas más apoptosis (37 ± 6%) que el marcador 

positivo (estaurosporina 2 µM). 

 
Figura 7. Porcentaje de necrosis (barras blancas; eje izquierdo), apoptosis (barras grises; eje 
izquierdo) y viabilidad (línea continua; eje derecho) respecto al control en células Caco-2 
expuestas a distintas concentraciones de As(III), MMA(III) y DMA(III) durante 2 (a, c y e) y 24 
(b, d y f) horas. Valores expresados como media ± desviación estándar (n = 6).  
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Figura 7. Continuación 

 

 
 

 

5.7. Actividad de caspasa-3 de células Caco-2 expuestas a especies arsenicales 

trivalentes 

Los valores de actividad caspasa-3 (nmol p-nitroanilina/min/mg proteína) en células 

Caco-2 expuestas durante 24 horas a As(III) (5, 10 y 25 µM), MMA(III) (0.1 y 0.5 µM) 

o DMA(III) (1 y 5 µM) se muestran en la figura 8. En todos los tratamientos hay un 

aumento significativo de la actividad caspasa-3 con respecto al control no tratado, a 

excepción de As(III) 5 µM y MMA(III) 0.1 µM. Al aumentar la concentración de 

arsénico aumenta la actividad caspasa-3, hecho especialmente acentuado en el caso del 

DMA(III) (1 µM: 50 ± 8 nmol p-nitroanilina/min/mg proteína; 5 µM: 368 ± 65 nmol p-

nitroanilina/min/mg proteína). A diferencia de lo reportado en otros estudios realizados 

con células Caco-2 (Silano et al., 2004; Circu et al., 2009), las células tratadas con 

estaurosporina 2 µM, empleada como control positivo, no presentan un aumento de la 

actividad caspasa-3 tras 24 horas de tratamiento.  
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Figura 8. Actividad caspasa-3 (nmol p-nitroanilina/min/mg proteína) en células Caco-2 expuestas 
a distintas concentraciones de As(III), MMA(III) y DMA(III) durante 24 horas. Valores 
expresados como media ± desviación estándar (n = 3).  
 

 

5.8. Expresión diferencial de proteínas de estrés térmico (HSP) y metalotioneínas 

(MT) en células Caco-2 expuestas a especies arsenicales trivalentes 

Los datos obtenidos en los estudios de expresión ponen de manifiesto que todas las 

proteínas de choque térmico (HSP27, HSP70 y HSP90) y metalotioneínas (MT1A, 

MT1B y MT2A) evaluadas se expresan en el clon de células Caco-2 empleado en el 

presente estudio.  

Las células Caco-2 se expusieron a 1 µM de As(III), 0.1 µM de MMA(III) y 1 µM 

de DMA(III) durante 2, 4, 6, 24 y 48 horas. Los tratamientos a las 2 y 48 horas no 

conllevan cambios significativos en la expresión de estas proteínas para ninguna de las 

formas arsenicales. Por el contrario, sí se observan cambios a las 4, 6 y 24 horas, tal y 

como se muestra en la tabla 2. 
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Los cambios en los niveles de ARNm de HSP y MT varían dependiendo de la forma 

arsenical ensayada. Para las HSP, los tratamientos con MMA(III) conllevan una mayor 

inducción de la expresión que la forma inorgánica y dimetilada. Las células tratadas con 

MMA(III) presentan aumentos significativos a las 4, 6 y 24 horas de tratamiento, siendo 

los de 4 horas muy acentuados [ratio de expresión (log2); HSP27 = 12.6 ± 7; HSP70 = 

14.0 ± 7; HSP90 = 14.3 ± 7)]. El As(III) presenta aumentos menos notables, aunque 

significativos a 4 y 6 horas para la HSP70 [ratio de expresión (log2) entre 2.2 y 4.2] y 

HSP90 [ratio de expresión (log2) = 5.6 ± 0.7]. El DMA(III) produce una sobreexpresión de 

la HSP70 y HSP90 a las 6 horas de tratamiento [ratio de expresión (log2) entre 2.6 y 3.0].  

En cuanto a las MTs, la MT2A se induce tras 4 y 24 horas de exposición a MMA(III) 

(3.6-12.6) y 6 horas de tratamiento con As(III) (6.6 ± 3.1). La expresión de las dos 

isoformas de la MT1 sólo se induce significativamente a las 4 y 24 horas de tratamiento 

con MMA(III). Cabe destacar que el tratamiento con DMA(III) provoca un descenso 

significativo a las 4 horas en la expresión de todas las MTs estudiadas, tendencia que 

también se observa, aunque en menor medida tras el tratamiento con As(III). 



 

 

Tabla 2. Expresión relativa de ARNm de metalotioneínas y proteínas de estrés térmico [ratio de expresión (log2)] de células Caco-2 tratadas con 1 µM de 
As(III), 0.1 µM de MMA(III) y 1 µM de DMA(III) durante 4, 6 y 24 horas (media ± desviación estándar, n=8). Las diferencias significativas respecto al 
control se marcan con un asterisco (p<0.05). En rojo se indican los incrementos significativos en la expresión y en azul los descensos.  
 

 
As(III) 1 µM MMA(III) 0.1 µM DMA(III) 1 µM 

4 h 6 h 24 h 4 h 6 h 24 h 4 h 6 h 24 h 

HSP27 -1.3 ± 0.06 1.4 ± 0.2 -1.9 ± 0.01 12.6 ± 7.1* 1.6 ± 0.2 3.7 ± 2.5* -0.7 ± 0.05 1.1 ± 0.1 0.18 ± 0.07 

HSP70 2.2 ± 0.5* 4.2 ± 1.2* -0.6 ± 0.07 14.0 ± 7.3* 3.2 ± 0.8* 1.5 ± 0.8 0.4 ± 0.1 3.0 ± 0.6* 0.034 ± 0.008 

HSP90 5.6 ± 0.7* 1.4 ± 0.2 -1.2 ± 0.1 14.3 ± 7.3* 1.2 ± 0.2 2.8 ± 1.9* 0.8 ± 0.1 2.6 ± 0.07* -0.064 ± 0.02 

MT1A -1.0 ± 0.09 0.98 ± 0.1 -0.2 ± 0.03 13.0 ± 11.4* 1.0 ± 0.2 1.4 ± 0.6 -6 ± 0.08* -0.65 ± 0.1 -0.34 ± 0.024 

MT1B -2.7 ± 0.09* 0.24 ± 0.08 -1.8 ± 0.03* 6.2 ± 3.1* 0.53 ± 0.1 3.8 ± 2.5* -7.5 ± 0.003* -0.041 ± 0.01 -0.20 ± 0.04 

MT2A -1.1 ± 0.04 6.6 ± 3.1*  -1.8 ± 0.05* 12.6 ± 6.5* 1.7 ± 0.7 3.6 ± 1.8* -3.2 ± 0.01* 1.04 ± 0.2 -0.56 ± 0.15 
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5.9. Evaluación morfológica de las células expuestas a especies arsenicales 

trivalentes mediante microscopía de fluorescencia 

Las imágenes de la morfología nuclear (figura 9) de las células Caco-2 tras distintos 

tratamientos con arsénico durante 24 horas, corroboran los resultados obtenidos en el 

apartado 5.6. Indican cambios significativos en el cultivo celular, con condensación de 

la cromatina, fragmentación de núcleos y formación de cuerpos apoptóticos.  

Las figuras 10 y 11 muestran la afectación en la organización del citoesqueleto de 

actina filamentosa en células Caco-2 tras distintos tratamientos con arsénico As(III) (10 

µM; 24, 48 y 72 horas). En las células control la actina se localiza principalmente en la 

periferia celular, dando una imagen característica en empedrado (A). El tratamiento con 

citocalasina B, inhibidor de la polimerización de las subunidades de actina presenta una 

imagen con pérdida de definición en la estructura celular (B) y aparición de agregados 

de actina en el citoplasma, que se observan como un punteado (C).  

El As(III) 10 µM 24 horas (D) produce una afectación de la estructura celular, con 

cambios en la morfología de las células, que se refleja en mayor presencia de actina en 

el citoplasma, sin embargo la desestructuración de la monocapa celular se hace más 

evidente a las 48 (E) y 72 horas de tratamiento (F).  

En la figura 11 se observa también un cambio en la estructura del citoesqueleto 

celular, con pérdida de la morfología de empedrado y formación de estructuras 

redondeadas englobando los núcleos apoptóticos (figura 11, A). Se muestra con más 

detalle de una célula apoptótica (C) tras el tratamiento de As(III) 10 µM.  



 

 

Figura 9. Microscopía de fluorescencia con tinción nuclear (DAPI) de células Caco-2 tras distintos tratamientos: A) Control; B) As(III) 10 
µM C) MMA(III) 1µM; D) DMA(III) 5 µM; E) estaurosporina 2 µM, durante 24 horas. Se observan núcleos con condensación de la 
cromatina (cc), fragmentados (fr), cuerpos apoptóticos (ca) y núcleos picnóticos (pic). F) morfología celular normal; G) núcleo mitótico; H) e 
I) núcleos picnóticos; J) y K) condensación de la cromatina y formación de cuerpos apoptóticos. Imágenes tomadas con objetivo de 40X. Las 
imágenes F-K son ampliaciones de imágenes también tomadas a 40X. 
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Figura 10. Microscopía de fluorescencia del citoesqueleto de actina filamentosa en células Caco-2. A) Control; B y C) Citocalasina B, 2 
horas; D, E y F) As(III) 10 µM 24, 48 y 72 horas respectivamente. Imágenes tomadas con objetivo de 40X, excepto la figura C, que se tomó 
con objetivo 100X. 
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Figura 11. Microscopía de fluorescencia con doble tinción, núcleos (DAPI, azul) y actina filamentosa (rodamina-faloidina, rojo) de células 
Caco-2 tras tratamientos con As(III) 10 µM, 72 horas (A, B). Se observa la desestructuración de la monocapa, con condensación y 
fragmentación de cromatina (C, F) y micronúcleos (mic) (flechas blancas). Imágenes tomadas con objetivo 20X (A y B) y 40X (C). 
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Discusión 

 

La toxicidad del arsénico sobre el epitelio intestinal humano ha sido escasamente 

evaluada. Los estudios existentes al respecto se limitan a la evaluación in vitro del 

As(III), empleando la línea Caco-2 como modelo de epitelio intestinal (Davis et al., 

2000; Nakagawa et al., 2002; Laparra et al., 2006, 2008,). Estos estudios muestran que 

el As(III) induce estrés oxidativo en Caco-2, afectando el potencial de membrana 

mitocondrial (Laparra et al., 2008) y produciendo finalmente muerte celular por 

apoptosis (Nakagawa et al., 2002). Así mismo, se ha visto que el As(III) produce un 

arresto del ciclo celular (Laparra et al., 2008) y un cambio en los patrones de metilación 

del DNA (Davis et al., 2000). Por otro lado, no existen estudios a nivel intestinal que 

evalúen los efectos de las formas mono y dimetiladas [MMA(V), MMA(III), DMA(V) 

y DMA(III)] ni del arsénico inorgánico pentavalente [As(V)]. Sin embargo, como ya se 

ha comentado anteriormente, todas estas especies pueden entrar en contacto con el 

epitelio intestinal a través de los alimentos o como consecuencia de las 

transformaciones de las especies arsenicales previas a su absorción.  

En este capítulo se ha evaluado la toxicidad de las formas inorgánicas [As(V), 

As(III)] y todos sus metabolitos [MMA(V), MMA(III), DMA(V) y DMA(III)]. Los 

resultados obtenidos muestran que las especies trivalentes son más tóxicas que las 

pentavalentes y que el grado de toxicidad depende de la especie considerada. Así, la 

reducción de la actividad mitocondrial a las 24 horas de exposición a la concentración 

de 1 µM presenta la gradación MMA(III) > DMA(III) > As(III). La mayor toxicidad de 

las formas metiladas trivalentes respecto a la inorgánica se ha puesto de manifiesto en 

otras líneas celulares (Styblo et al., 2000; Charoensuk et al., 2009; Naranmandura et al., 

2011a), atribuyéndose en parte a una mayor entrada y acumulación celular de las formas 

metiladas. Este hecho se ha evidenciado también para Caco-2 en los capítulos 2 y 3 de 

la presente tesis.  

Los mecanismos de acción de estas formas arsenicales pueden ser muy variados 

(Lanzt y Hays, 2006), sin embargo numerosos estudios en cultivos celulares, modelos 
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animales y estudios en humanos describen los efectos tóxicos causados por la 

generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) asociadas al estrés oxidativo. Los 

resultados obtenidos en la presente tesis muestran que la exposición a las formas 

trivalentes genera ROS, especialmente tras la exposición a MMA(III), debido 

posiblemente al importante efecto tóxico de esta especie arsenical sobre la mitocondria 

(Naramandura et al.., 2011b). 

La peroxidación lipídica asociada al estrés oxidativo inducido por arsénico ha sido 

ampliamente estudiada, observándose una correlación positiva entre los niveles de 

peroxidación lipídica en plasma y los niveles de arsénico en orina o tejidos (Flora, 

2011). Los resultados obtenidos evidencian que el incremento de los niveles de 

peroxidación lipídica es mayor en las células tratadas con DMA(III) que en células 

expuestas a MMA(III), mientras que el As(III) no provoca cambios significativos 

respecto al control. No se observa una relación directa entre el nivel de peroxidación y 

los niveles de ROS, ya que a niveles similares de ROS el As(III) no induce 

peroxidación mientras que el DMA(III) sí la produce. Se ha puesto de manifiesto que 

las formas dimetiladas arsenicales, especialmente el DMA(III), son capaces de liberar 

hierro de la ferritina (Ahmad et al., 2000). Diversos estudios vinculan altas 

concentraciones de hierro con un aumento de la peroxidación lipídica (Kanner et al., 

1986; Courtois et al., 2003). Esto podría explicar, al menos en parte, el hecho de que el 

DMA(III) produzca una mayor peroxidación lipídica en las células intestinales que las 

otras formas arsenicales. Adicionalmente, debido a su elevada reactividad y carácter 

hidrofóbico, las especies metiladas trivalentes podrían aumentar la peroxidación lipídica 

por interacción con fosfolípidos de membrana. Esta interacción se ha puesto de 

manifiesto para otras formas arsenicales (Marafante et al., 1987; Suwalsky et al.., 2007; 

Jemiola-Rzeminska et al., 2007).  

Las células en condiciones fisiológicas poseen un sistema antioxidante para 

combatir la formación de especies reactivas. Este sistema incluye componentes no 

enzimáticos (vitaminas o compuestos tiolados de bajo peso molecular como el GSH) y 

sistemas enzimáticos [glutatión peroxidasa (GPx), superóxido dismutasa (SOD) y 

catalasa (CAT)]. La determinación del ratio GSSG/GSH es uno de los principales 
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indicadores de estrés oxidativo en células y tejidos. Las células sometidas a estrés 

oxidativo experimentan aumentos en el ratio GSSG/GSH debido a que la forma 

reducida de glutatión es oxidada por los radicales libres de oxígeno. En este estudio, 

sólo las células Caco-2 expuestas a As(III) (5-50 µM) aumentan el ratio GSSG/GSH. 

Parte de la oxidación del GSH observada en las células tratadas con As(III) puede no ser 

consecuencia de su papel como secuestrador de radicales libres, sino a la participación 

de GSH en el metabolismo de As(III) (Waters et al., 2004a). Respecto a las formas 

metiladas trivalentes, no existe modificación en el ratio GSSG/GSH ya que existe una 

reducción proporcional de ambas formas en el interior celular.  

Independientemente de los cambios en el ratio GSSG/GSH, la mayor parte de los 

tratamientos con formas trivalentes conllevan una disminución significativa de los 

contenidos de GSH respecto al control. Este hecho puede deberse a que las formas 

trivalentes arsenicales se transportan al exterior de las células en forma de complejos 

con GSH (Leslie et al., 2004). Adicionalmente, la disponibilidad de cisteína en la célula 

se considera el factor limitante en la formación de GSH por la glutatión sintetasa (Sies, 

1999; Estrela et al., 2006). Un estudio reciente ha evidenciado la formación de 

complejos MMA(III)-cisteína y DMA(III)-cisteína en el interior celular (Murota et al., 

2006). Así, esta reducción en la disponibilidad de la cisteína puede reducir la síntesis de 

nuevas moléculas del tripéptido. Por otra parte, está descrito que la salida de GSH de las 

células está mediada por distintos transportadores, tales como proteínas de resistencia a 

múltiples drogas (MRP) o polipéptidos transportadores de aniones orgánicos (OAPT) 

(Lee et al., 2001; Ballatori et al., 2005). Como se ha puesto de manifiesto en el capítulo 

3, el As(III) induce la expresión de estos transportadores, pudiendo afectar 

secundariamente a los procesos de transporte de GSH en las células.  

Además de la depleción de GSH, la investigación realizada ha puesto de manifiesto 

que las formas arsenicales modifican la actividad de enzimas responsables de mantener 

el equilibrio redox en el organismo (GPx y CAT). A bajas concentraciones de arsénico, 

las actividades enzimáticas están aumentadas, en general, indicando una respuesta 

celular frente al estrés oxidativo. A mayores concentraciones, sin embargo, la actividad 

de ambas enzimas está disminuida. Esta inhibición enzimática puede ser resultado de la 
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unión de las formas trivalentes a grupos sulfhidrilo de proteínas intracelulares (Styblo et 

al., 1997, Hirano et al., 2003). A este respecto se ha observado que la actividad de 

enzimas antioxidantes (catalasa, SOD, GPX) en plasma, hígado y lisado de eritrocitos 

disminuye en humanos y ratas expuestos a arsénico (Saha et al., 2011; Majumdar et al., 

2010). La reducción de la actividad enzimática también puede ser consecuencia de la 

generación de radicales libres (Arivazhagan et al., 2002). La actividad enzimática de las 

células Caco-2 expuestas a las distintas formas arsenicales presenta una respuesta que se 

adapta al fenómeno de hormesis, caracterizado por una estimulación a dosis bajas y una 

inhibición a dosis altas. La hormesis se ha descrito en células embrionarias humanas de 

pulmón (HELF) expuestas a As(III) para otra enzima relacionada con el sistema redox 

celular, la superóxido dismutasa (SOD), evidenciándose que la actividad de SOD se 

potencia con dosis bajas (0.5 µM) y se inhibe a dosis altas (10 µM).  

Todos los procesos descritos hasta el momento, relacionados con el estrés oxidativo 

inducido por arsénico pueden provocar la muerte celular por varios mecanismos. Las 

especies reactivas de oxígeno, a través de diversas vías de señalización son capaces de 

inducir apoptosis y necrosis (Fiers et al., 1999; Proskuryakov et al., 2003). Se ha 

descrito en estudios previos que el arsénico altera los niveles de citocromo c en el 

citoplasma y afecta la expresión génica y proteica de un gran número de genes 

relacionados con los procesos de apoptosis y estrés oxidativo (Hamadeh et al., 2002; 

Habib 2010; Mo et al., 2011). Menos descritos están los procesos necróticos asociados 

con exposiciones a trióxido de arsénico, si bien también existen referencias al respecto 

(Lew et al.., 1999; Janku et al., 2011).  

En el presente trabajo, tras el tratamiento con As(III), independientemente de la 

concentración y el tiempo de exposición utilizado, predomina la muerte por necrosis, 

aunque también hay una pequeña proporción de células apoptóticas. En las células 

expuestas a MMA(III) sólo se detectan células apoptóticas, mientras que en las células 

tratadas con DMA(III), los porcentajes de células apoptóticas y necróticas son similares 

en la mayoría de tratamientos. En las tres formas arsenicales se observa una activación 

de la caspasa-3 tras 24 horas de exposición. La caspasa-3 es una proteína perteneciente 

al grupo de las cisteín-proteasas, implicado en procesos apoptóticos tales como la 
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condensación de la cromatina y la fragmentación del DNA (Porter y Janicke, 1999). Los 

aumentos de la actividad de esta proteasa son mayores para la forma dimetilada e 

inorgánica que para la monometilada. Este hecho no coincide con los porcentajes de 

apoptosis detectados en la células tras 24 horas de exposición 

[MMA(III)>>DMA(III)>As(III)]. Ello sugiere que la muerte por apoptosis de las 

células expuestas a MMA(III) se produce principalmente por una vía caspasa 

independiente y que en los tratamientos con DMA(III) la vía apoptótica predominante 

conlleva la activación de la caspasa efectora 3.  

En relación al As(III), aunque la mayoría de las células tras 24 horas de exposición 

muestran una tinción necrosis positiva, la actividad caspasa-3 es elevada. Algunos 

estudios identifican una activación de esta caspasa en procesos de muerte celular por 

necrosis (Niquet et al., 2003). Serían necesarios más estudios para evaluar la causa del 

elevado porcentaje de células necróticas tras tratamientos con As(III), ya que el proceso 

de muerte celular originado por esta forma arsenical depende en muchas ocasiones de 

los niveles de energía y oxígeno de la célula (Formigli et al., 2000), así como de 

múltiples vías de señalización caspasa dependientes e independientes (McCafferty-Grad 

et al., 2003, Michel et al., 2003). En otros tipos celulares también se observó el mismo 

patrón de muerte celular, con predominancia del fenotipo necrótico (Scholz et al., 

2005).  

La respuesta de las células intestinales al estrés generado por la exposición a las 

especies arsenicales trivalentes también se manifiesta en la inducción de proteínas de 

estrés. Las proteínas denominadas de estrés engloban una serie de familias entre las que 

cabe destacar las metalotioneínas (MT) y las proteínas de choque térmico (HSP), las 

cuales se ha demostrado en trabajos previos que se inducen por la exposición a especies 

arsenicales (Del Razo et al., 2001b; Eblin et al., 2006). En este sentido los trabajos son 

más abundantes para las formas inorgánicas y monometiladas trivalentes, no existiendo 

datos para el DMA(III). Las MT tienen una composición aminoacídica rica en cisteína 

(30%), residuos capaces de unir iones metálicos. Son moléculas implicadas en la 

homeostasis de iones metálicos esenciales para el correcto funcionamiento de la 

maquinaria celular (Maret, 2009; Festa y Thiele, 2011). Asimismo, la inducción de MT 
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protege a las células de la toxicidad de metales tóxicos y del estrés oxidativo generado 

por radicales libres (Viarengo et al., 2000). Las proteínas de choque térmico son un 

grupo altamente conservado con funciones importantes en la homeostasis proteica, que 

se inducen ante estímulos de estrés. El incremento en la síntesis de hsp, especialmente 

hsp70, puede evitar fallos en el plegamiento de las proteínas así como su agregación 

(Kalmar y Greensmith, 2009). En este estudio, se observa que las tres especies 

arsenicales inducen la expresión de HSP70 y HSP90, que la MT2A es inducida por la 

forma inorgánica y la metilada, y que sólo las células tratadas con MMA(III) presentan 

aumentos en la expresión de HSP27 y de las dos isoformas de MT1. Podemos decir por 

tanto, que la formas arsenicales trivalentes regulan estas proteínas de estrés a nivel 

transcripcional, siendo mayor la inducción por la forma monometilada que por As(III) y 

DMA(III). Eblin et al. (2006) también muestran como en células de vejiga urinaria, el 

MMA(III) induce HSP70 y MT1 a tiempos más cortos y concentraciones menores que 

el As(III). Es destacable también la reducción de la expresión de las MT producida por 

las exposiciones a As(III) y DMA(III), que podrían afectar los procesos de 

detoxificación de este metaloide y de otros contaminantes ingeridos con los alimentos 

(Hg, Cd), así como a la homeostasis de metales como el Zn o el Cu, y a los procesos de 

protección frente al estrés oxidativo.  

En cuanto a las formas arsenicales pentavalentes, el MMA(V) y DMA(V) no 

producen efectos tóxicos sobre la monocapa formada por Caco-2 diferenciadas a 

concentraciones iguales o inferiores a 100 µM. El único efecto observado tras la 

exposición a estas especies es un aumento en el ratio GSSG/GSH, indicador temprano 

de estrés oxidativo, si bien es el único parámetro que se altera, ya que no se detectan 

aumentos en ROS ni peroxidación lipídica. El As(V) sin embargo, reduce la actividad 

mitocondrial y genera cierta respuesta celular con una disminución del GSH intracelular 

y un aumento de las sustancias reactivas de oxígeno a concentraciones de 100 µM. Estas 

concentraciones no superan las halladas habitualmente en las principales vías de 

exposición a As(V) [agua (< 1 mg/L) y alimentos (<0.5 mg/L); JEFCA 2011], 

exceptuando algunos tipos de algas pardas (Almela et al., 2002;). La susceptibilidad de 

las células Caco-2 diferenciadas a la forma inorgánica pentavalente es similar a la 
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observada para otros tipos celulares (Styblo et al., 2000; Vega et al., 2001; Hirano et al., 

2003). La reducida toxicidad de las especies pentavalentes en sistemas celulares puede 

deberse a la baja entrada al interior celular de estas formas arsenicales (Dopp et al., 

2010), hecho que también se ha puesto de manifiesto en la presente tesis (capítulo 2 y 

3).  

Por otra parte, una de las funciones principales del intestino es actuar como barrera 

de protección frente a los agentes externos presentes en el lumen, especialmente 

microorganismos. Una de las estructuras fundamentales en el mantenimiento de la 

integridad del epitelio intestinal es el citoesqueleto celular, formado por tres sistemas de 

microfibras; microfilamentos (filamentos de actina), microtúbulos (α y β tubulina) y 

filamentos intermedios (Izdebska et al., 2009). La actina globular (actina-G) es capaz de 

agregarse y formar homopolímeros filamentosos (actina-F), proceso de una gran 

importancia en la citoquinesis, endocitosis, quimiotaxis, diferenciación y apoptosis 

(Izdebska et al., 2009). Diversos estudios han asociado los procesos apoptóticos con 

modificaciones en la distribución celular de la actina, que parece estar implicada en la 

formación de vesículas en la membrana y cuerpos apoptóticos y marginación de la 

cromatina nuclear (Carlier et al., 1999; Rando et al., 2000; Grzanka et al., 2005; 

Pederson, 2008).  

El importante efecto del arsenito sobre la organización de la actina en diversos tipos 

celulares se ha puesto de manifiesto previamente (Li y Chou, 1992; Izdebska et al.., 

2009; Zhang et al., 2012). En el presente trabajo se ha observado que en Caco-2 

expuestas a As(III) existe un cambio en la morfología celular, con una desestructuración 

de la forma geométrica de las células y cambios importantes en la distribución de la 

actina filamentosa. Este efecto puede afectar a la pérdida de permeabilidad selectiva 

intestinal y favorecer el contacto de sustancias antigénicas con la lámina propia, así 

como afectar a múltiples procesos vitales en las células.  

Podemos concluir, a la luz de los resultados obtenidos, que al igual que ocurre en 

otros sistemas celulares, las formas arsenicales trivalentes, pueden afectar la viabilidad 

celular de las células intestinales por distintos mecanismos relacionados con la 

inducción de estrés oxidativo. Esta inducción se produce a concentraciones similares a 
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las encontradas en alimentos y agua de bebida o a las observadas en la monocapa 

celular como consecuencia del metabolismo del arsénico inorgánico. Es conocido que el 

estrés oxidativo sobre tejido intestinal es un factor importante en la génesis de 

patologías inflamatorias crónicas o cáncer (Aw, 2003). Por tanto, es necesario realizar 

estudios más detallados que evalúen los posibles procesos fisiopatológicos que la 

exposición a arsénico, especialmente en situaciones crónicas, puede ocasionar en la 

mucosa intestinal y cómo estos procesos pueden afectar su estructura y funcionalidad 

(absorción, defensa frente a sustancias exógenas, procesos metabólicos). 

La figura 12 muestra gráficamente, un resumen de los resultados más significativos 

obtenidos en los estudios de toxicidad presentados en este capítulo. 
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Figura 12a) Representación esquemática de los distintos efectos observados en células Caco-2 
tras la exposición a As(III)  
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Figura 12b) Representación esquemática de los distintos efectos observados en células Caco-2 
tras la exposición a MMA(III). 
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Figura 12c) Representación esquemática de los distintos efectos observados en células Caco-2 
tras la exposición a DMA(III). 
 

 

 

 

 



 

 

 

 



 

 

 

 

 
 

CAPÍTULO 6 

 
Efectos inflamatorios de las especies arsenicales 

sobre el epitelio intestinal 
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Existen pocos estudios que evalúen el efecto del arsénico en la liberación y 

expresión de citoquinas a nivel intestinal, si bien algunos estudios previos demuestran 

que este elemento tiene un importante efecto sobre el sistema inmunitario, tanto en 

sistemas in vitro como en estudios epidemiológicos sobre poblaciones expuestas a 

arsénico a través del agua de bebida. 

En el presente capítulo se ha evaluado la respuesta inflamatoria del epitelio intestinal 

expuesto a las formas arsenicales inorgánicas, mono y dimetiladas trivalentes [As(III), 

MMA(III) y DMA(III)] o a la combinación de estas formas arsenicales con LPS. Tras 

los distintos tratamientos se han determinado los niveles de citoquinas y de ARNm tras 

exposición de células Caco-2 y del cocultivo Caco-2/PBMC. Adicionalmente se ha 

evaluado el efecto de los tratamientos sobre la permeabilidad de la monocapa formada 

por Caco-2 y sobre el transporte de las formas arsenicales trivalentes en el sistema de 

cocultivo Caco-2/PBMC.   

 

 

Resultados 
 

6.1. Efectos inflamatorios del arsénico en el modelo in vitro Caco-2 

Los ensayos realizados en el presente apartado se han llevado a cabo con dosis 

subletales de arsénico, LPS o combinación de ambos. En todos los casos se han 

expuesto los cultivos durante 2, 4, 6, 24 y 48 horas. Las concentraciones de arsénico 

empleadas han sido: 1 µM de As(III), 0.1 µM de MMA(III) y 1 µM de DMA(III). El 

LPS se ha empleado a una concentración de 10 ng/mL y las combinaciones 

arsénico/LPS se han realizado a las concentraciones descritas anteriormente. Para las 

distintas citoquinas estudiadas, la cuantificación de proteína se ha llevado a cabo en el 

medio de cultivo (TNFα, IL8 e IL6), mientras que los niveles de ARNm (TNFα, IL8, 

IL6, IL1α e IL1β) se han evaluado en las células Caco-2.  
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6.1.1. Efecto del arsénico y del LPS sobre TNFα 

La tabla 1 presenta los valores, en pg/mg proteína, de TNFα en el medio de cultivo, 

tras los distintos tratamientos. La figura 1 muestra, en porcentaje, los cambios de los 

niveles de proteína TNFα, así como los cambios en la expresión de ARNm de células 

Caco-2 expuestas a especies trivalentes, a LPS o a combinaciones de ambos.  

La secreción de TNFα al medio es superior al control a todos los tiempos de 

exposición a DMA(III) y hasta las 24 horas de exposición a As(III) y MMA(III). La 

mayor liberación de TNFα se observa a las 2 horas para As(III) y DMA(III), y a las 4 

horas para MMA(III).En la exposición a LPS, tras un incremento de TNFα en el medio 

a las 2 horas, se produce un retorno al valor basal que se mantiene hasta las 48 horas de 

tratamiento. La combinación arsénico/LPS afecta a la secreción de TNFα de forma 

distinta para cada especie. El tratamiento As(III)/LPS supone un incremento de TNFα 

en el medio a la mayoría de los tiempos de tratamiento en relación a las células tratadas 

con As(III); el mayor nivel de TNFα se observa a las 2 horas y la respuesta es similar a 

la producida por el LPS. Por el contrario, para MMA/LPS y DMA/LPS la tendencia es a 

la reducción en la secreción de TNFα en relación al tratamiento únicamente con la 

especie arsenical. 

La expresión génica de TNFα también se modifica tras los tratamientos con las 

formas arsenicales, y al igual que ocurre con la secreción, esta respuesta varía con la 

especie. En general, los aumentos más marcados tienen lugar tras la fase de máxima 

secreción de esta citoquina al medio. Así, el As(III) produce un incremento significativo 

en la expresión a las 4 horas de tratamiento [ratio de expresión (log2) = 2.4 ± 0.3], el 

MMA(III) a las 6 horas [ratio de expresión (log2) = 4.3 ± 1.1] y el DMA(III) a las 6 y 48 

horas [ratio de expresión (log2) entre 3.2 y 3.3]. La combinación arsénico/LPS afecta la 

expresión de esta citoquina principalmente en los tratamientos As(III)/LPS, donde se 

observa una mayor inducción con respecto a los tratamientos con As(III) en la mayoría 

de los tiempos ensayados. Para los tratamientos MMA(III)/LPS o DMA(III)/LPS, por el 

contrario, existe una tendencia a la reducción en la expresión respecto al tratamiento 

únicamente con arsénico, tendencia similar a la observada en los niveles proteicos.  
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Tabla 1. Niveles de TNFα (pg/mg proteína) tras distintos tratamientos con LPS, especies 
arsenicales y combinaciones.  
 

Tratamiento 
TNFα  

(pg/mg proteína) 

2 horas 4 horas 6 horas 24 horas 48 horas 
control 27 ± 3 44 ± 12 35 ± 4 39 ± 8 57 ± 10 

LPS 244 ± 15 55 ± 2 42 ± 7 54 ± 11 50 ± 12 
As(III) 156 ± 17 96 ± 7 92 ± 20 66 ± 6 69 ± 11 

As(III)/LPS 259 ± 24 143 ± 7 75 ± 11 92 ± 13 112 ± 19 
MMA(III) 56 ± 5 111 ± 14 46 ± 8 70 ± 15 46 ± 9 

MMA(III)/LPS 40 ± 5 89 ± 3 26 ± 2 35 ± 5 60 ± 6 
DMA(III) 285 ± 27 95 ± 11 92 ± 10 190 ± 11 188 ± 19 

DMA(III)/LPS 135 ± 11 124 ± 5 55 ± 7 165 ± 16 103 ± 8 
 
 



 

 

 
 
 

 
 
Figura 1. Niveles de TNFα en el medio de cultivo y cambios en la expresión tras tratamiento de As(III), MMA(III) y DMA(III). Las barras representan el 
porcentaje de TNFα en el medio de cultivo en relación a un control no tratado a distintos tiempos de tratamiento (eje izquierdo) [barras azules: LPS; barras 
grises: As(III), MMA(III) o DMA(III) y barras blancas: As(III)/LPS, MMA(III)/LPS o DMA(III)/LPS]. Las líneas representan cambios relativos en la 
expresión de TNFα [ratio de expresión (log2)] respecto a un control no tratado (eje derecho), tras tratamientos con LPS (línea continua, ●), As(III), MMA(III) 
o DMA(III) (línea punteada, ○) o As(III)/LPS, MMA(III)/LPS, DMA(III)/LPS (guión, ▼) (n=4-6). Los resultados significativos respecto al control sin 
tratamiento se indican con barras rayadas (niveles de citoquinas) y con las figuras de las líneas en color rojo (expresión génica) (p<0.05). Los resultados 
significativos en los porcentajes de secreción de TNFα de los tratamientos arsénico/LPS respecto a los tratamientos únicamente con arsénico se marcan con un 
asterisco sobre las barras  (p<0.05).  
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6.1.2. Efecto del arsénico y del LPS sobre IL8 

La tabla 2 presenta los valores, en pg/mg proteína, de IL8 en el medio de cultivo, 

tras los distintos tratamientos aplicados. La figura 2 muestra los cambios de los niveles 

de proteína IL8, así como los cambios en la expresión de ARNm de células Caco-2 

expuestas a especies trivalentes, a LPS o a combinaciones de ambos. En general, la 

secreción de IL8 es más tardía que la de TNFα. Hasta las 24 horas de ensayo los niveles 

de esta citoquina están por debajo de los límites de cuantificación (LOQ) de la 

metodología (62.5 pg/mL). A partir de este tiempo, el tratamiento con As(III) y 

DMA(III) aumenta significativamente los niveles de esta citoquina en el medio de 

cultivo, siendo mayor la respuesta ocasionada por el DMA(III).  

El LPS sólo afecta a los niveles de IL8 a las 24 horas, mientras que los tratamientos 

combinados As(III)/LPS y DMA(III)/LPS producen un incremento en los niveles de IL8 

superiores al control a las 24 y 48 horas y superiores a los tratamientos únicamente con 

especie arsenical a las 24 horas. Tras el tratamiento con MMA(III) y su combinación 

con LPS, los valores de IL8 se encuentran por debajo del LOQ o igual al control.  

Los cambios de expresión de ARNm de IL8 coinciden con los cambios observados 

para el nivel proteico en el medio de cultivo. Así, se observan sobreexpresiones 

significativas de esta citoquina a partir de las 24 horas para As(III) y DMA(III). Las 

coexposiciones As(III)/LPS (24 horas) y DMA(III)/LPS (48 horas) producen un 

aumento de los niveles de ARNm de IL8 respecto a las células tratadas únicamente con 

la especie arsenical. 



 

 

 
 
 

 
Figura 2. Niveles de IL8 en el medio de cultivo y cambios en la expresión tras tratamiento de As(III), MMA(III) y DMA(III). Las barras representan el 
porcentaje de IL8 en el medio de cultivo en relación a un control no tratado a distintos tiempos de tratamiento (eje izquierdo) [barras rayadas: LPS; barras 
grises: As(III), MMA(III) o DMA(III) y barras blancas: As(III)/LPS, MMA(III)/LPS, DMA(III)/LPS]. Las líneas representan cambios relativos en la 
expresión de IL8 [ratio de expresión (log2)] respecto a un control no tratado (eje derecho), tras tratamientos con LPS (línea continua, ●), As(III), MMA(III) o 
DMA(III) (línea punteada, ○) o As(III)/LPS, MMA(III)/LPS, DMA(III)/LPS (guión, ▼) (n=4-6). Los resultados significativos respecto al control sin 
tratamiento se indican con barras rayadas (niveles de citoquinas) y con las figuras de las líneas en color rojo (expresión génica) (p<0.05). Los resultados 
significativos en los porcentajes de secreción de TNFα de los tratamientos arsénico/LPS respecto a los tratamientos únicamente con arsénico se marcan con un 
asterisco sobre las barras  (p<0.05).  
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Tabla 2. Niveles de IL8 (pg/mg proteína) tras distintos tratamientos con LPS, especies arsenicales 
y combinaciones.  
 

Tratamiento 
IL8 

 (pg/mg proteína) 
2 horas 4 horas 6 horas 24 horas 48 horas 

control 

< LOQ* 

 

64 ± 15 95 ± 12 
LPS 89 ± 8 92 ± 17 

As(III) 212 ± 17 125 ± 20 
As(III)/LPS 255 ± 23 180 ± 31 
MMA(III) < LOQ* 

 
95 ± 15 

MMA(III)/LPS < LOQ* 

 
< LOQ* 

 DMA(III) 375 ± 5 450 ± 76   
DMA(III)/LPS 659 ± 85 510 ± 66 

*LOQ < 62.5 pg/ml  

 

6.1.3. Efecto del arsénico y del LPS sobre IL6 

La tabla 3 presenta los valores, en pg/mg proteína, de IL6 en el medio de cultivo, 

tras los distintos tratamientos aplicados. La figura 3 muestra los resultados de los 

niveles de IL6 en el medio de cultivo y cambios en la expresión génica para los distintos 

tratamientos realizados. Los cambios provocados por las formas arsenicales sobre la 

secreción de IL6 son menores que los observados para las otras citoquinas, no obstante, 

se observan incrementos significativos respecto a las células control para todas las 

especies. Los mayores incrementos ocurren a las 24 horas para el As(III) y a las 48 

horas para el MMA(III) y DMA(III). Cabe destacar que tras 48 horas de tratamiento con 

As(III), los niveles de IL6 en el medio son significativamente inferiores a los del 

control.  

El LPS incrementa ligeramente la secreción de IL6 a las 2 horas, volviendo a las 4 

horas a valores similares al control. En la mayoría de los tratamientos con arsénico/LPS 

no se modifica la respuesta respecto al tratamiento únicamente con arsénico, si bien 

existen cambios puntuales significativos. Cabe destacar la reducción significativa en los 

niveles de IL6 que se produce tras 48 horas de exposición al tratamiento combinado con 
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las tres especies arsenicales, y el aumento de IL6 tras 24 horas de exposición a 

DMA(III)/LPS. 

Los tratamientos con las formas arsenicales, así como la combinación arsénico/LPS 

no modifican la expresión de IL6, a excepción de MMA(III)/LPS, que provoca un 

descenso a las 24 horas [ratio de expresión (log2) = -2.3 ± 0.2]. 

 
Tabla 3. Niveles de IL6 (pg/mg proteína) tras distintos tratamientos con LPS, especies arsenicales 
y combinaciones.  
 

Tratamiento 
IL6  

(pg/mg proteína) 

2 horas 4 horas 6 horas 24 horas 48 horas 
control 24 ± 3 27 ± 1 38 ± 3 101 ± 4 147 ± 14 

LPS 35 ± 4 32 ± 1 44 ± 2 94 ± 9 177 ± 18 
As(III) 26 ± 3 30 ± 3 45 ±7 218 ± 10 98 ± 7 

As(III)/LPS 31 ± 4 34 ± 7 45 ± 5 242 ± 19 49 ± 6 
MMA(III) 29 ± 5 26 ± 3 32 ± 8 138 ± 10 253 ± 29 

MMA(III)/LPS 22 ± 2 24 ± 4 31 ± 1 102 ± 14 162 ± 3 
DMA(III) 24 ± 4 27 ± 2 41 ± 2 100 ± 5 359 ± 5 

DMA(III)/LPS 25 ± 3 29 ± 4 34 ± 1 257 ± 41 250 ± 41 
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Figura 3. Niveles de IL6 en el medio de cultivo y cambios en la expresión tras tratamiento de As(III), MMA(III) y DMA(III). Las barras representan el 
porcentaje de IL6 en el medio de cultivo en relación a un control no tratado a distintos tiempos de tratamiento [barras rayadas: LPS; barras grises: As(III), 
MMA(III) o DMA(III) y barras blancas: As(III)/LPS, MMA(III)/LPS, DMA(III)/LPS]. Las líneas representan cambios relativos en la expresión de IL6 [ratio 
de expresión (log2)] respecto a un control no tratado, tras tratamientos con LPS (línea continua, ●), As(III), MMA(III) o DMA(III) (línea punteada, ○) o 
As(III)/LPS, MMA(III)/LPS, DMA(III)/LPS (guión, ▼) (n=4-6). Los resultados significativos respecto al control sin tratamiento se indican con barras 
rayadas (niveles de citoquinas) y con las figuras de las líneas en color rojo (expresión génica) (p<0.05). Los resultados significativos en los porcentajes de 
secreción de TNFα de los tratamientos arsénico/LPS respecto a los tratamientos únicamente con arsénico se marcan con un asterisco sobre las barras  
(p<0.05). 
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6.1.4. Efecto del As(III) sobre la expresión de IL1α e IL1β  

Las figura 4 muestra los cambios en expresión de IL1α e IL1β de células Caco-2 

expuestas a especies trivalentes, a LPS o a combinaciones de ambos. La expresión de 

IL1α se induce significativamente con As(III) y MMA(III) tras 6 horas de tratamiento 

[ratio de expresión (log2) = 1.5 ± 0.6 y 1.8 ± 0.7, respectivamente]. El DMA(III) causa 

también una sobreexpresión, si bien a las 48 horas [ratio de expresión (log2) = 1.6 ± 

0.1]. Respecto a IL1β, el MMA(III) incrementa significativamente su expresión tras 6 

horas de tratamiento [ratio de expresión (log2) = 2 ± 0.5], no existiendo cambios 

significativos para As(III) y DMA(III). 

El tratamiento con LPS no produce cambios significativos en los niveles de ARNm 

de ambas citoquinas, sin embargo, es capaz de modular la respuesta proinflamatoria de 

las células intestinales expuestas a las formas arsenicales. Así, todos los tratamientos 

combinados arsénico/LPS producen, respecto al tratamiento únicamente con arsénico, 

un incremento significativo en la expresión de IL1α e IL1β a los tiempos superiores de 

ensayo (24 y/o 48 horas). La mayor respuesta se observa para el tratamiento con 

As(III)/LPS [ratio de expresión (log2): IL1α, 24 horas: 3.1 ± 0.8; IL1β, 48 horas: 2.5 ± 

0.6]. 
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Figura 4. Niveles de expresión relativa de IL1α e IL1β en células Caco-2 expuestas a distintos tratamientos con arsénico, LPS o 
combinaciones de ambos. Las barras representan los cambios en expresión [ratio de expresión (log2)] a las 2, 4, 6, 24 y 48 horas, respecto a 
controles mantenidos el mismo tiempo pero no expuestos a ningún tratamiento (n=4-6). Los cambios significativos respecto al control se 
marcan con una (a) y respecto al tratamiento únicamente con especie arsenical con una (b) (p<0.05).  
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6.2. Efectos inflamatorios del arsénico sobre el modelo in vitro Caco-2/PBMC 

Los ensayos realizados en el presente apartado se han llevado a cabo con dosis 

subletales de arsénico [1 µM de As(III) y DMA(IIII); 0.1 µM de MMA(III)], LPS (10 

ng/mL) o combinaciones de ambos arsénico/LPS a las concentraciones descritas 

anteriormente. En todos los casos se han expuesto los cultivos durante 2, 4, 6 y 24 

horas. Tras el tratamiento en sistemas Transwell® se han recuperado los medios apical y 

basal, y se ha cuantificado el nivel de las citoquinas proinflamatorias TNFα, IL8 y IL6. 

Adicionalmente se ha evaluado el nivel de expresión de ARNm de citoquinas en Caco-2 

(TNFα, IL8 e IL6) y en PMBC (TNFα, IL8, IL6, IL10 e IL13). 

 

6.2.1. Niveles proteicos de citoquinas proinflamatorias en el compartimento apical 

Las figuras 5, 6 y 7 muestran los porcentajes de TNFα, IL8 e IL6, respectivamente, 

secretados al medio apical tras los tratamientos aplicados, respecto los niveles de estas 

citoquinas en cocultivos Caco-2/PBMC no tratados. Las tablas 4, 5 y 6 se presentan los 

contenidos de estas citoquinas en pg/mg de proteína. 

Todas las especies arsenicales producen aumentos significativos de la citoquina 

TNFα en el compartimento apical a las 24 horas de tratamiento (figura 5, tabla 4). Estos 

incrementos son más acentuados en los tratamientos con As(III) y MMA(III) que con 

DMA(III). A tiempos inferiores, únicamente el MMA(III) tras 4 horas de exposición 

incrementa significativamente el contenido de TNFα en el medio. El tratamiento con 

LPS no provoca una respuesta significativa a los tiempos ensayados. Su combinación 

con las formas arsenicales sólo afecta a la respuesta MMA(III)/LPS, que respecto a 

MMA(III), incrementa los niveles de TNFα en el medio a las 4 horas de tratamiento, y a 

la respuesta As(III)/LPS, que disminuye respecto a As(III) los niveles de TNFα en el 

medio a las 24 horas de tratamiento. 
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Figura 5. Porcentaje de liberación de TNFα en el medio apical, tras exposiciones a 
distintos tiempos a LPS, arsénico y combinaciones de ambos, calculado respecto a los 
niveles de TNFα en el medio apical de muestras control sin ningún tratamiento. Las 
barras representan la media ± desviación estándar (n=4-6). Los cambios significativos 
(p<0.05) respecto al control se marcan con una (a) y respecto al tratamiento únicamente 
con especie arsenical con una (b).  
 
Tabla 4. Niveles de TNFα (pg/mg proteína) en el medio apical del cocultivo Caco-
2/PBMC tras distintos tratamientos con LPS, especies arsenicales y combinaciones.  
 

 TNFα 

(pg/mg proteína) Tratamientos 

 2 horas 4 horas 6 horas 24 horas 
Control 217 ± 25 149 ± 16 148 ± 31 87 ± 13 

LPS 208 ± 19 167 ± 31 165 ± 6 102 ± 10 
As(III) 180 ± 41 178 ± 58 151 ± 10 153 ± 24 

As(III)/LPS 171 ± 71 159 ± 34 133 ± 28 108 ± 7 
MMA(III) 206 ± 9 173 ± 10 141 ± 31 154 ± 24 

MMA(III)/LPS 160 ± 45 206 ± 16 163 ± 22 118 ± 16 
DMA(III) 163 ± 35 145 ± 18 162 ± 13 122 ± 15 

DMA(III)/LPS 165 ± 26 166 ± 62 169 ± 32 125 ± 18 
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En cuanto a IL8, la mayoría de los tratamientos (arsénico, LPS, arsénico/LPS) 

incrementan su nivel, respecto al control, en el medio apical tras 2 y 4 horas (figura 6, 

tabla 5). A partir de este tiempo los valores de IL8 retornan a niveles similares a los 

hallados en el control. La coexposición a As(III)/LPS aumenta significativamente la 

liberación de IL8 al medio apical a las 24 horas, respecto al tratamiento con As(III). 

Este efecto se observa a las 6 horas con el tratamiento DMA(III)/LPS y MMA(III)/LPS. 

En algunos tratamientos combinados a ciertos tiempos, por el contrario, se observan 

contenidos de IL8 menores que los obtenidos para los tratamientos únicamente con las 

formas arsenicales. Esta reducción es significativa a las 2 horas de exposición a 

DMA(III)/LPS y MMA(III)/LPS.  
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Figura 6. Porcentaje de liberación de IL8 en el medio apical, tras exposiciones a distintos tiempos 
a LPS, arsénico y combinaciones de ambos, calculado respecto a los niveles de IL8 en el medio 
apical de muestras control sin ningún tratamiento. Las barras representan la media ± desviación 
estándar (n=4-6). Los resultados significativos  (p<0.05) se indican en el texto. Los cambios 
significativos respecto al control se marcan con una (a) y respecto al tratamiento únicamente con 
especie arsenical con una (b).  
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Tabla 5. Niveles de IL8 (pg/mg proteína) en el medio apical del cocultivo Caco-2/PBMC tras 
distintos tratamientos con LPS, especies arsenicales y combinaciones.  
 

 IL8 

(pg/mg proteína) Tratamientos 

 2 horas 4 horas 6 horas 24 horas 
Control 829 ± 212 819 ± 117 1019 ± 115 21597 ± 8906 

LPS 1394 ± 66 1179 ± 156 1149 ± 177 20647 ± 846 
As(III) 1424 ± 191 1459 ± 122 1094 ± 122 16975 ± 1327 

As(III)/LPS 1139 ± 232 1384 ± 76 1334 ± 296 27104 ± 1550 
MMA(III) 1354 ± 124 1349 ± 155 1119 ± 153 18703 ± 1995 

MMA(III)/LPS 949 ± 141 1379 ± 181 1374 ± 71 22007 ± 1737 
DMA(III) 1329 ± 224 1504 ± 156 1064 ± 214 23411 ± 1594 

DMA(III)/LPS 979 ± 83 1269 ± 193 1404 ± 122 19588 ± 2004 
 

 

En cuanto a los contenidos de IL6 liberados al medio apical (figura 7, tabla 6), no se 

modifican tras el tratamiento con LPS a ninguno de los tiempos estudiados. El mayor 

incremento se produce tras 6 horas de tratamiento con As(III), existiendo también un 

aumento significativo a las 24 horas de exposición. Las células tratadas con MMA(III) y 

DMA(III) producen un menor incremento en los niveles de IL6 que el As(III), con 

valores significativos respecto al control a las 2 horas para el MMA(III) y hasta las 6 

horas para el DMA(III). La introducción de LPS en los tratamientos con arsénico no 

conlleva una mayor liberación de IL6 en relación a las células tratadas sólo con las 

formas arsenicales. Se observa, sin embargo, una reducción en el nivel de IL6 que 

resulta significativa para el As(III)/LPS a las 2 y 6 horas y para el DMA(III)/LPS a las 2 

y 4 horas.  
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Figura 7. Porcentaje de liberación de IL6 en el medio apical, tras exposiciones a distintos tiempos 
a LPS, arsénico y combinaciones de ambos, calculado respecto a los niveles de IL6 en el medio 
apical de muestras control sin ningún tratamiento. Las barras representan la media ± desviación 
estándar (n=4-6). Los cambios significativos  (p<0.05) respecto al control se marcan con una (a) y 
respecto al tratamiento únicamente con especie arsenical con una (b). 

 

 
Tabla 6. Niveles de IL6 (pg/mg proteína) en el medio apical del cocultivo Caco-2/PBMC tras 
distintos tratamientos con LPS, especies arsenicales y combinaciones.  
 

 IL6 

(pg/mg proteína) Tratamientos 

 2 horas 4 horas 6 horas 24 horas 
Control 356 ± 48 389 ± 86 360 ± 20 887 ± 177 

LPS 310 ± 62 302 ± 49 399 ± 84 727 ± 175 
As(III) 380 ± 55 491 ± 104 1053 ± 152 2275 ± 196 

As(III)/LPS 243 ± 31 622 ±  73 721 ± 108 1918 ± 509 
MMA(III) 550 ± 71 551 ± 95 333 ± 64 789 ± 325 

MMA(III)/LPS 641 ± 129 611 ± 98 423 ± 88 850 ± 398 
DMA(III) 561 ± 119 537 ± 58 643 ± 128 1287 ± 379 

DMA(III)/LPS 239 ± 41 292 ±  67 536 ± 105 1409 ± 477 
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6.2.2. Niveles proteicos de citoquinas proinflamatorias en el compartimento basal 

Las figuras 8, 9 y 10 muestran los porcentajes de citoquinas (TNFα, IL8 e IL6) en el 

medio basolateral de los cocultivos Caco-2/PBMC en respuesta a los tratamientos con 

arsénico, LPS o combinaciones arsénico/LPS (porcentajes calculados respecto a las 

células control). En las tablas 7, 8 y 9 se presentan los contenidos de estas citoquinas en 

pg/mg de proteína. En general, la liberación de citoquinas a lado basolateral es muy 

superior a la observada en el lado apical.  

TNFα es la citoquina con mayores cambios en respuesta a los tratamientos con las 

distintas formas arsenicales, especialmente a tiempos cortos (figura 8, tabla 9). Los 

incrementos tras 2 horas son similares para todas las especies (1387 - 1591%). El LPS 

produce incrementos en los valores de TNFα a 2, 4 y 6 horas, sin embargo, estos 

aumentos, especialmente a las 2 y 4 horas, son inferiores a los obtenidos para las células 

expuestas a las formas arsenicales. En los tratamientos combinados arsénico/LPS se 

observa un aumento en la respuesta respecto a los tratamientos con la forma arsenical 

para As(III)/LPS y MMA(III)/LPS a las 2 y 4 horas, y para DMA(III)/LPS a las 6 horas. 
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Figura 8. Porcentaje de liberación de TNFα en el medio basal, tras exposiciones a distintos 

tiempos a LPS, arsénico y combinaciones de ambos, calculado respecto a los niveles de TNFα en 
el medio basal de muestras control sin ningún tratamiento. Las barras representan la media ± 
desviación estándar (n=4-6). Los cambios significativos  (p<0.05) respecto al control se marcan 
con una (a) y respecto al tratamiento únicamente con especie arsenical con una (b). 

 
 

Tabla 7. Niveles de TNFα (pg/mg proteína) en el medio basal del cocultivo Caco-2/PBMC tras 
distintos tratamientos con LPS, especies arsenicales y combinaciones. 
 

 TNFα 

(pg/mg proteína) Tratamientos 

 2 horas 4 horas 6 horas 24 horas 
Control 25 ± 12 37 ± 20 77 ± 24 3004 ± 1279 

LPS 45 ± 5 96 ± 27 150 ± 53 3431 ± 781 
As(III) 347 ± 26 124 ± 30 315 ± 81 6451 ± 2026 

As(III)/LPS 491 ± 73 379 ± 77 215 ± 10 7131 ± 3092 
MMA(III) 398 ± 29 133 ± 34 115 ± 27 3373 ± 691 

MMA(III)/LPS 559 ± 72 267 ± 47 97 ± 22 7734 ± 4197 
DMA(III) 371 ± 48 580 ± 158 146 ± 64 2880 ± 661 

DMA(III)/LPS 416 ± 11 561 ± 47 561 ± 201 6805 ± 2919 
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Los niveles de IL8 en el lado basal también se incrementan con los tratamientos 

aplicados respecto a un control no tratado, incluido el LPS (figura 9, tabla 8). Los 

cambios no son tan marcados (< 300%) como para el TNFα, se manifiestan más tarde 

(entre 4 y 24 horas) y se incrementan con el tiempo. Los valores máximos se detectan a 

las 24 horas y son similares para las tres especies arsenicales. No se observan 

diferencias importantes entre los tratamientos individuales y las co-exposiciones con 

LPS.  
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Figura 9. Porcentaje de liberación de IL8 en el medio basal, tras exposiciones a distintos tiempos 
a LPS, arsénico y combinaciones de ambos, calculado respecto a los niveles de IL8 en el medio 
basal de muestras control sin ningún tratamiento. Las barras representan la media ± desviación 
estándar (n=4-6). Los cambios significativos  (p<0.05) respecto al control se marcan con una (a) y 
respecto al tratamiento únicamente con especie arsenical con una (b).  
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Tabla 8. Niveles de IL8 (pg/mg proteína) en el medio basal del cocultivo Caco-2/PBMC tras 
distintos tratamientos con LPS, especies arsenicales y combinaciones. 
 

 IL8 

(pg/mg proteína)  

 2 horas 4 horas 6 horas 24 horas 
Control 2760 ± 329 3529 ± 805 2073 ± 793 15709 ± 3234 

LPS 3215 ± 334 8124 ± 2713 4079 ± 818 327252 ± 2671 
As(III) 3005 ± 622 5846 ± 2586 3373 ± 311 45512 ± 5341 

As(III)/LPS 2892 ± 437 5295 ± 855 4679 ± 897 49655 ± 9111 
MMA(III) 3469 ± 280 5439 ± 642 3648 ± 351 41150 ± 4241 

MMA(III)/LPS 3303 ± 588 5399 ± 734 4304 ± 530 47392 ± 6441 
DMA(III) 3435 ± 265 5702 ± 618 4685 ± 681 37262 ± 6127 

DMA(III)/LPS 2579 ± 337 4472 ± 508 4472 ± 615 47751 ± 9897 
 

 

Los niveles de citoquina IL6 en el compartimento basal presentan también cambios 

respecto al control tras la estimulación con LPS siendo la citoquina más inducida por 

este compuesto (figura 10, tabla 9). Por lo que respecta a los tratamientos con especies 

arsenicales, todas ellos producen un incremento en los niveles de citoquina, con valores 

máximos, en porcentaje respecto al control, a las 4 horas de exposición para As(III) y a 

las 6 horas para MMA(III). En los tratamientos conjuntos arsénico/LPS se observa un 

descenso en los niveles de IL6 respecto a los tratamientos únicamente con arsénico. Este 

efecto es significativo en la mayoría de los tiempos y tratamientos.  
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 Figura 10. Porcentaje de liberación de IL6 en el medio basal, tras exposiciones a distintos 
tiempos a LPS, arsénico y combinaciones de ambos, calculado respecto a los niveles de IL6 en el 
medio basal de muestras control sin ningún tratamiento. Las barras representan la media ± 
desviación estándar (n=4-6). Los cambios significativos respecto al control  (p<0.05) se marcan 
con una (a) y respecto al tratamiento únicamente con especie arsenical con una (b). 
 
 

Tabla 9. Niveles de IL6 (pg/mg proteína) en el medio basal del cocultivo Caco-2/PBMC tras 
distintos tratamientos con LPS, especies arsenicales y combinaciones. 
 

 IL6 

(pg/mg proteína) Tratamietnos 

 2 horas 4 horas 6 horas 24 horas 
Control 356 ± 48 398 ± 106 256 ± 65 1434 ± 238 

LPS 310 ± 62 432 ± 91 782 ± 87 3019 ± 459 
As(III) 380 ± 55 1139 ± 126 595 ± 76 2507 ± 301 

As(III)/LPS 243 ± 31 520 ± 117 410 ± 110 1349 ± 421 
MMA(III) 550 ± 71 551 ± 95 775 ± 178 2186 ± 560 

MMA(III)/LPS 285 ± 58 458 ± 56 441 ± 100 822 ± 271 
DMA(III) 561 ± 119 695 ± 138 422 ± 131 1701 ± 640 

DMA(III)/LPS 239 ± 52 292 ± 67 217 ± 50 2045 ± 488 
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6.2.3. Cambios en la expresión de ARNm de TNFα, IL8 e IL6 en células Caco-2 en 

cocultivo con PBMC 

La figura 11 muestra los cambios en la expresión de TNFα, IL8 e IL6 en células 

Caco-2 tras la exposición del cocultivo a LPS, especies arsenicales trivalentes o 

combinaciones. Los cambios significativos en la expresión de las distintas citoquinas 

entre tratamientos con arsénico y arsénico/LPS no se han considerado en el caso que 

ninguno de los dos presente diferencias significativas respecto al control. 

Los cambios en respuesta a LPS son poco remarcables, con un ligero incremento en 

la expresión de IL8 [ratio de expresión (log2) = 1.5 ± 0.3] a las 6 horas de tratamiento. 

En cuanto a las formas arsenicales, el As(III) produce incrementos en la expresión 

de IL8 e IL6 a las 4 y 6 horas de exposición, con aumentos especialmente importantes 

para IL8 [ratio de expresión (log2) entre 4.9 y 9.5]. El tratamiento combinado 

As(III)/LPS, en general disminuye la respuesta a estos tiempos, hasta valores 

semejantes al control. El tratamiento con MMA(III) produce un incremento 

significativo en la expresión de TNFα tras 24 horas y de IL6 tras 2 horas, mientras que 

para IL8 una regulación a la baja a las 6 horas de tratamiento. La combinación 

MMA(III)/LPS aumenta la expresión de TNFα respecto al control a las 6 y 24 horas. 

Respecto al tratamiento con MMA(III), la combinación MMA(III)/LPS incrementa la 

expresión de TNFα e IL8 (6 horas) y reduce la expresión de IL6 a las 2 horas. El 

DMA(III) no incrementa la expresión de ninguna citoquina, mientras que el tratamiento 

combinado DMA(III)/LPS aumenta únicamente la expresión de IL8 a las 6 horas, tanto 

respecto al control como al tratamiento únicamente con DMA(III).   
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Figura 11. Ratio de expresión (log2) de ARNm de TNFα, IL8 e IL6 en células Caco-2 tras 
exposiciones a distintos tiempos a LPS, arsénico y combinaciones de ambos. Los valores para 
cada tratamiento se comparan con los niveles de ARNm de muestras control sin ningún 
tratamiento pero mantenidas el mismo tiempo en cultivo. Las barras representan la media ± 
desviación estándar (n=6-8). Los cambios significativos (p<0.05) respecto al control se marcan 
con una (a) y respecto al tratamiento únicamente con especie arsenical con una (b).  
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Figura 11. Continuación. 
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6.2.4. Cambios en la expresión de ARNm de TNFα, IL8 e IL6 en PBMC en cocultivo 

con Caco-2 

La figura 12 muestra los cambios en la expresión de TNFα, IL8 e IL6 en el medio 

apical del cocultivo Caco-2/PBMC tras la aplicación de LPS, especies arsenicales 

trivalentes o combinaciones arsénico/LPS.  

Los cambios en la expresión de las citoquinas en los PBMC varían en función de la 

citoquina estudiada. De modo general, existe una reducción en la expresión de TNFα en 

todos los tratamientos aplicados, especialmente importante para LPS y As(III) [ratio de 

expresión (log2) entre -3.1 y -3.4]. Los cambios en la expresión de IL8 son solamente 

destacables para el tratamiento con LPS tras 2 y 24 horas de exposición [ratio de 

expresión (log2) entre 1.5 y 1.9] y para el tratamiento combinado DMA(III)/LPS a las 2 

horas [ratio de expresión (log2) = 2.3 ± 0.9]. Para la IL6 se observa, en general para los 

tratamientos con LPS y arsénico/LPS un incremento en la expresión a 2 horas, 

comparado con el control. A este tiempo también se observa una tendencia a 

incrementar la expresión respecto a los tratamientos únicamente con arsénico. A 

tiempos superiores, tanto los tratamientos con LPS, como con arsénico y las 

combinaciones tienden a reducir la expresión de IL6 [4-6 horas, ratio de expresión 

(log2) entre –2.6 y -3.7]. 
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Figura 12. Ratio de expresión (log2) de ARNm de TNFα, IL8 e IL6 en PBMC tras exposiciones a 
distintos tiempos a LPS, arsénico y combinaciones de ambos. Los valores para cada tratamiento 
se comparan con los niveles de ARNm de muestras control sin ningún tratamiento pero 
mantenidas el mismo tiempo en cultivo. Las barras representan la media ± desviación estándar 
(n=6-8). Los resultados significativos  respecto al control (p<0.05) se marcan con una (a) y 
respecto al tratamiento únicamente con especie arsenical con una (b).  
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Figura 12. Continuación. 
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6.2.5. Cambios en la expresión de ARNm de IL10 e IL13 en PBMC  

La figura 13 muestra los cambios en los niveles de ARNm para IL10 e IL13 en los 

PBMC del cocultivo, tras los distintos tratamientos. Los resultados obtenidos muestran 

que el LPS reduce la expresión de IL10 a las 2 horas [ratio de expresión (log2) = 2.6 ± 

0.02] mientras que a las 4 horas es capaz de inducir la expresión de IL10 e IL13 [ratio 

de expresión (log2) = 3.6 ± 0.5 y 3.8 ± 1, respectivamente] (figura 13).  

 

Figura 13. Ratio de expresión (log2) de ARNm de IL10 e IL13 en PBMC tras exposición a LPS. 
Los valores para cada tratamiento se comparan con los niveles de ARNm de muestras control sin 
ningún tratamiento pero mantenidas el mismo tiempo en cultivo. Las barras representan la media 
± desviación estándar (n=6-8). Los resultados significativos (p<0.05) se marcan con una (a). 
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La figura 14 muestra los cambios de expresión de ARNm tras los tratamientos con 

As(III) o As(III)/LPS. Existe una tendencia a la reducción en la expresión de IL10 e 

IL13 con ambos tratamientos, si bien la respuesta sólo es significativa para IL10.  

 

Figura 14. Ratio de expresión (log2) de ARNm de IL10 e IL13 en PBMC tras exposición a 
As(III) y As(III)/LPS. Las barras representan la media ± desviación estándar (n=6-8). Los 
resultados significativos respecto al control (p<0.05) se marcan con una (a) y respecto al 
tratamiento únicamente con especie arsenical con una (b).  

 

El MMA(III) produce en la mayoría de los casos una reducción significativa en los 

niveles de ambas citoquinas (figura 15). La mayor reducción se produce para la IL10 a 

las 2 horas [ratio de expresión (log2) = -3.5 ± 0.03]. El tratamiento combinado 

MMA(III)/LPS produce un descenso más marcado en los niveles de ARNm de ambas 

citoquinas que el tratamiento con MMA(III), especialmente a las 24 horas. Nuevamente, 

la citoquina IL10 es la que presenta el mayor descenso de expresión [24 horas; ratio de 

expresión (log2) =-4.8 ± 0.5]. 
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 Figura 
15. Ratio de expresión (log2) de ARNm de IL10 e IL13 en PBMC tras exposición a MMA(III) y 
MMA(III)/LPS. Las barras representan la media ± desviación estándar (n=6-8). Los resultados 
significativos  respecto al control (p<0.05) se marcan con una (a) y respecto al tratamiento 
únicamente con especie arsenical con una (b).  
 

 

Los cambios en las citoquinas ocasionados por los tratamientos con DMA(III) y 

DMA(III)/LPS se presentan en la figura 16. Tras el tratamiento con DMA(III) existe 

una reducción en la expresión de IL10 e IL13 [ratio de expresión (log2) entre -2.7 y -3.8] 

a las 2 horas de exposición. El tratamiento DMA(III)/LPS reduce los niveles de ARNm 

hasta las 24 horas de exposición [ratio de expresión (log2) entre -2.9 y -1.5], aunque este 

descenso es menor al observado para el DMA(III). 
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Figura 16. Ratio de expresión (log2) de ARNm de IL10 e IL13 en PBMC tras exposición a 
DMA(III) y DMA(III)/LPS. Las barras representan la media ± desviación estándar (n=6-8). Los 
resultados significativos (p<0.05) se marcan con un asterisco. 
 

 

6.2.6. Valores de RET y transporte de lucifer yellow en los cocultivos Caco-2/PBMC 

La figura 17 muestra los valores de RET de la monocapa celular formada por Caco-

2 y el transporte de LY al compartimento basolateral en el cocultivo Caco-2/PBMC para 

los distintos tratamientos ensayados. Los valores de estos parámetros en el control 

Caco-2 /PBMC (RET: 263 ± 30 Ω cm2, transporte de LY: 0.6 ± 0.5%) son similares a 

los obtenidos en el capítulo 3 para los controles de monocultivos Caco-2 sembrados en 

Transwells® (RET: 313 ± 30 Ω cm2; transporte de LY: 0.5 ± 0.02 %).  

Los tratamientos individuales con especies arsenicales no afectan la RET. Por el 

contrario el tratamiento con LPS o especie arsenical/LPS produce un descenso 

significativo de la RET (179-196 Ω cm2) respecto al control no tratado y a las 

exposiciones únicamente a especie arsenical, sin diferencias significativas entre 

tratamientos. 
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Respecto al transporte de LY, As(III) y MMA(III) no afectan a este parámetro, 

mientras que las células tratadas con DMA(III) muestran un aumento significativo en su 

transporte (1.9 ± 0.4%) respecto al control no tratado (0.6 ± 0.5%). El tratamiento con 

LPS, así como las combinaciones arsénico/LPS también aumentan el transporte de LY, 

siendo los tratamientos conjuntos los que producen un mayor incremento.   

 

.  
Figura 17. Valores de RET (barras; eje izquierdo) y porcentaje de transporte de lucifer yellow al 
compartimento basolateral (línea continua; eje derecho), tras tratamientos con LPS, especies 
arsenicales trivalentes y combinaciones durante 24 horas. Los datos representan la media ± 
desviación estándar (n=4-6). Las diferencias significativas (p<0.05) respecto al control no tratado 
se marcan en gris (barras) o con un asterisco (línea) 
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6.2.7. Transporte apical-basolateral de especies arsenicales en cocultivos Caco-

2/PBMC 

La figura 18 muestra los contenidos de arsénico en el lado basolateral a distintos 

tiempos de exposición del cocultivo Caco-2/PBMC a As(III), MMA(III), DMA(III) y 

combinaciones de estas especies arsenicales con LPS.  

Los porcentajes de transporte de las formas arsenicales muestran la gradación 

DMA(III)>MMA(III)>As(III). La presencia de LPS modifica el transporte de la forma 

inorgánica y monometilada. El tratamiento con As(III)/LPS presenta a todos los tiempos 

un transporte significativamente superior al observado en células tratadas sólo con 

As(III), con un máximo a las 6 horas [As(III): 31 ± 6 ng/mg proteína; As(III)/LPS: 113 

± 11 ng/mg proteína]. La coexposición MMA(III)/LPS aumenta el transporte de esta 

forma arsenical a las 4 horas [MMA(III): 8 ± 2 ng/mg proteína; MMA(III)/LPS: 21± 1 

ng/mg proteína] y 6 horas [MMA(III): 12 ± 0.4 ng/mg proteína; MMA(III)/LPS: 17 ± 2 

ng/mg proteína]. Por lo que respecta al DMA(III), la introducción de LPS no afecta 

significativamente su transporte al lado basolateral. 
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Figura 18. Porcentajes de transporte de arsénico al lado basolateral a distintos tiempos, tras el 
tratamiento con especies arsenicales trivalentes solas o en combinación con LPS. Los porcentajes 
están calculados en base a la adición (ng de arsénico total) aplicada al compartimento apical del 
cocultivo Caco-2/PBMC. Las barras representan la media ± desviación estándar (n=4-6). Las 
diferencias significativas (p<0.05) respecto a los tratamientos únicamente con la arsénico se 
marcan con un asterisco. 
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Discusión 

 

La mucosa intestinal participa de forma activa en la respuesta inflamatoria frente a 

distintos estímulos así como en el establecimiento de interacciones con células del 

sistema inmune (Eckmann, et al., 1995). Las células epiteliales intestinales son capaces 

de sintetizar distintas citoquinas, tales como IL1, IL6, IL8, TGFβ y TNFα (Vitkus et al., 

1998; Woywodt et al., 1994). El modelo celular Caco-2 se ha empleado previamente en 

la evaluación de procesos inflamatorios y se ha puesto de manifiesto que sintetizan y 

secretan citoquinas frente a diversos estímulos (Jung et al., 1995; Amin et al., 2008; 

Brozek et al., 2008; Van de Walle et al., 2010). Así mismo, las células Caco-2 son 

capaces de desarrollar tras su diferenciación características similares a los enterocitos y 

expresar múltiples proteínas de membrana, entre ellas receptores tipo toll directamente 

relacionados con la señalización en respuesta a estímulos inflamatorios a nivel intestinal 

(Cario et al., 2000) 

Los estudios que evalúan el efecto del arsénico en la respuesta inmune tanto en 

poblaciones como en modelos in vivo y en sistemas in vitro, presentan resultados 

contradictorios indicativos de la complejidad y la diversidad en la respuesta según el 

tipo celular o el modelo de estudio utilizado (Soto-Peña et al., 2006; Fry et al., 2007; 

Burchiel et al., 2009; Acharya et al., 2010). Las citoquinas proinflamatorias, moléculas 

peptídicas que actúan como mediadores en la regulación de la respuesta inmune e 

inflamatoria, se inducen tras el tratamiento con arsénico de distintos tipos celulares 

(Germolec et al., 1997; Yen et al., 1996; Corsini et al., 1999). Está aceptado que una de 

las causas que desencadena este proceso proinflamatorio es la generación de estrés 

oxidativo (Eblin et al., 2008; Bourdonnay et al., 2009b; Escudero-Lourdes et al., 2010).  

En la presente tesis se ha evaluado el efecto de los tratamientos con especies 

arsenicales trivalentes [As(III), MMA(III) y DMA(III)] sobre la expresión génica (IL1α, 

IL1β, TNFα, IL8 e IL6) y niveles proteicos (TNFα, IL8 e IL6) de distintas citoquinas en 

el modelo in vitro Caco-2. La citoquina TNFα tiene múltiples efectos proinflamatorios, 
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tanto a nivel local como sistémico. Es fundamental en la respuesta de fase aguda así 

como en el reclutamiento y adhesión de leucocitos y la presentación de antígenos (Van 

de Walle et al., 2010), siendo uno de los primeros factores solubles que se producen tras 

un estímulo antigénico, tal y como apuntan los tiempos cortos en los que se manifiesta 

la máxima respuesta tras exposición a arsénico. Es capaz de inducir la producción de 

otras citoquinas tales como IL1, IL6, IL8 e IL12 (Sands, 1997), ejerciendo con ello un 

efecto proinflamatorio. La quimiocina proinflamatoria IL8 se ha asociado con la 

quimiotaxis de neutrófilos y su degranulación (Baggiolini et al., 1994, 1995). Aumentos 

en la expresión de IL8 se han puesto de manifiesto en células endoteliales, neutrófilos 

tisulares, macrófagos asociados a tumores y células cancerosas, indicando que tiene una 

importante participación en la regulación del microambiente tumoral, promoviendo la 

angiogénesis, la proliferación y la migración celular (Waugh y Wilson, 2008). IL6 es 

una citoquina inmunoreguladora que participa en los procesos de crecimiento, 

metástasis y angiogénesis en distintos tumores, incluido  el cáncer colorrectal (Brozek et 

al., 2005; Hsu y Chung, 2006).  

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que las especies arsenicales 

trivalentes afectan la secreción y la expresión a nivel de ARNm de diversas citoquinas, 

induciendo una respuesta principalmente inflamatoria en células Caco-2. Así, se ha 

demostrado el incremento significativo en la liberación al medio de TNFα, IL8 e IL6 en 

respuesta a las formas arsenicales trivalentes, especialmente DMA(III) y As(III). Las 

citoquinas TNFα e IL8 son las que mayores cambios presentan. También se ha 

observado un incremento en los niveles de expresión de IL1α tras exposición a las tres 

formas arsenicales, mientras que IL1β sólo presenta un incremento en su expresión con 

el MMA(III). Las células expuestas a arsénico aumentan la secreción del factor de 

necrosis tumoral desde las 2 horas. Este incremento de TNFα en el medio podría ser 

responsable del posterior aumento de la secreción de las citoquinas IL6 e IL8 que tiene 

lugar a tiempos superiores (24-48 horas). Numerosos estudios ponen de manifiesto la 

inducción de IL6 e IL8 por parte de TNFα en células epiteliales del intestino (Sonnier et 

al., 2010; Van de Walle et al., 2010).  
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El único antecedente sobre efectos del arsénico en el epitelio intestinal ha sido 

descrito para el As(III) (Hershko et al., 2002). Este estudio muestra una inhibición en la 

producción de IL6 en células Caco-2 tratadas con As(III) tras su estímulo con IL1β. Las 

diferencias observadas respecto a los resultados obtenidos en la presente tesis pueden 

deberse a varios factores: empleo de células Caco-2 no diferenciadas; diferentes tiempos 

de estimulación y secuencia de aplicación del As(III); concentración de As(III) (500 

µM), muy superior a la aplicada en este trabajo. En la presente tesis, los estudios 

preliminares realizados para fijar las concentraciones de ensayo pusieron de manifiesto 

que el tratamiento de Caco-2 con 50 µM de As(III) suponía una reducción en la 

expresión de ARNm de IL1α, IL1β, IL6, IL8 y TNFα [ratio de expresión (log2) entre -4 

y -2], dato que evidencia la importancia de la dosis de exposición en el tipo de respuesta 

celular. Existen otros trabajos que han descrito un efecto antiinflamatorio del arsénico 

sobre distintos tipos celulares (Zhou et al., 2006; Shen et al., 2011). En un estudio 

reciente, Singer et al. (2011), observaron la capacidad del As(III) (34-67 µM; 2.5-5 

µg/mL) de prevenir o revertir el daño tisular, la inflamación y la muerte de los animales 

en un modelo murino de colitis inducida. La vía común que se establece para este efecto 

antiinflamatorio es a través de la inhibición del factor nuclear Kβ (NFKβ), uno de los 

reguladores más importantes de la expresión génica de TNFα, IL1β, IL6 e IL8 (Tak y 

Firestein, 2001). No obstante, los estudios descritos emplean dosis más elevadas que las 

aplicadas en el presente estudio y se sabe que los efectos del arsénico sobre NFKβ 

dependen de la dosis y el tiempo de exposición, entre otros factores (Flora, 2011).  

El MMA(III) es la forma arsenical que produce una menor respuesta inflamatoria de 

las especies trivalentes ensayadas. Como se ha puesto de manifiesto en el capítulo 4 de 

esta tesis, el MMA(III) es un compuesto que induce la muerte de la células intestinales 

por apoptosis, proceso durante el cual la liberación de sustancias celulares es menor que 

en los procesos necróticos, y que no lleva a la inducción de reacciones inflamatorias tan 

acentuadas (Haanen y Vermes, 1995). No existen estudios previos que indiquen que el 

MMA(III) no modifique o reduzca la producción de citoquinas proinflamatorias. Eblin 

et al. (2007) por el contrario, observan la activación de factores de transducción de 

moléculas inflamatorias tras exposiciones a MMA(III) (50 nM, 30 min) de células de 
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vejiga urinaria (UROtsa). Otros estudios llevados a cabo también en células UROtsa 

indican incrementos en la producción de citoquinas proinflamatorias (IL1, IL2, IL4, 

IL6, IL15 e IL17) tras exposiciones a MMA(III), si bien IL8 no ha sido evaluada 

(Escudero-Lourdes et al., 2010). Las diferencias entre los resultados hallados en células 

Caco-2 y los descritos en células UROtsa, pueden deberse a diferencias en la retención 

celular y el metabolismo de arsénico por ambas líneas celulares. En el capítulo 2 de esta 

tesis se ha puesto de manifiesto que las células intestinales son capaces de metabolizar 

el arsénico, mientras que las células UROtsa no expresan la AS3MT y por tanto no 

metabolizan (Drobna et al., 2005). Esto puede influir en la cantidad y formas 

acumuladas en el interior celular y por lo tanto en la respuesta inflamatoria generada.  

Adicionalmente a los estudios realizados con arsénico, se han llevado a cabo 

tratamientos de los monocultivos Caco-2 con especies arsenicales trivalentes y 

lipopolisacárido de Salmonella enterica, con el objeto de evaluar el efecto conjunto de 

esta combinación en el tracto gastrointestinal. Teniendo en cuenta que las zonas con una 

mayor prevalencia de agua contaminada con arsénico son zonas rurales de países en 

desarrollo y que el acceso a fuentes de agua potable es limitado, la coexistencia de 

ambos factores (microorganismos patógenos y arsénico) no es descartable. Los 

resultados muestran que la presencia de LPS produce un aumento en la respuesta 

proinflamatoria del As(III) y el DMA(III). La respuesta conjunta MMA(III)/LPS es, en 

general, distinta a la observada para las otras dos especies, produciéndose en la mayoría 

de los casos un descenso en la producción de TNFα e IL6, respecto al tratamiento 

únicamente con arsénico o con LPS. Se desconoce sin embargo la causa de este tipo de 

regulación. 

El modelo de epitelio intestinal formado por el cultivo Caco-2 permite realizar una 

primera aproximación a los procesos inflamatorios relacionados con el arsénico a nivel 

intestinal. Sin embargo, la introducción de células del sistema inmune en cocultivo se 

aproxima más a la situación in vivo, ya que el tracto gastrointestinal acoge el mayor 

número de células del sistema inmune del organismo. El modelo in vitro de cocultivo de 

células de epitelio intestinal con distintos tipos celulares del sistema inmune se ha 

descrito previamente para evaluar los factores que afectan a la inflamación intestinal 
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(Kerneis et al., 1997; Kanzato et al., 2001; Satsu y Shimizu 2006; Parlesak et al., 2004; 

Kucharzik et al., 2007; Ishimoto et al., 2010; Emami et al., 2011). La interacción entre 

células del epitelio intestinal y del sistema inmune a través de factores solubles también 

ha sido evidenciada (Shaykhiev y Bals, 2007; Pellegrina et al., 2009). Esta interacción 

también se ha puesto de manifiesto en la presente tesis, ya que el cocultivo Caco-

2/PBMC presenta mayores niveles de todas las citoquinas evaluadas, tanto en el medio 

tanto apical como basolateral, y tanto en los controles como en los tratamientos, en 

relación al monocultivo Caco-2.  

Las diferencias observadas entre ambos modelos, Caco-2 y Caco-2/PBMC, pueden 

ser debidas a la modulación por parte de los PBMC sobre la respuesta de las células 

epiteliales. La presencia de PBMC en el lado basolateral incorpora la interacción a 

través de factores solubles entre distintos tipos celulares. A este respecto, Haller et al. 

(2000) han observado que tras neutralizar el TNFα del medio de cultivo, se inhibe la 

secreción de IL8 y TNFα en células Caco-2. Asimismo, observaron también una 

secreción polarizada de TNFα al compartimento basal tras estimular las células Caco-2 

con bacterias patogénicas, siendo identificado como uno de los mediadores tempranos 

en la respuesta intestinal. Debido a sus efectos proinflamatorios, los incrementos en su 

síntesis se han asociado con daño tisular, inducción de apoptosis en enterocitos y 

patologías intestinales (Haller et al., 2000).  

Adicionalmente, la incorporación de PBMC al modelo in vitro de epitelio intestinal 

supone modificaciones significativas frente al empleo de células Caco-2 

exclusivamente. En primer lugar, el soporte de cultivo empleado es distinto, ya que en 

el monocultivo Caco-2 las células se siembran sobre placas de plástico, mientras que en 

el cocultivo se encuentran sobre un soporte semipermeable que separa los 

compartimentos apical y basolateral. En células polarizadas es de especial importancia 

el soporte de crecimiento para el desarrollo adecuado de sus características 

morfológicas y funcionales (Gaillard y Finlay, 1996; Fuller y Simons, 1986). Otros 

autores han descrito la secreción bidireccional de citoquinas por parte de células 

intestinales, en función del origen del estímulo (Sonnier et al., 2010). Por otro lado, se 

ha puesto de manifiesto que en sistemas Transwell® la acumulación celular y 
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metabolismo de As(III) se modifica en relación a las placas multipocillo (capítulo 2). En 

cualquier caso, la exposición de la moncapa formada por Caco-2 a las formas 

arsenicales en un modelo Transwell®, más cercano a las condiciones reales de la mucosa 

intestinal, pone de manifiesto un incremento de citoquinas proinflamatorias en el 

compartimento apical (lumen intestinal) y especialmente en el compartimento basal 

(lámina propia). 

Los resultados obtenidos combinando ambos tipos celulares (Caco-2/PBMC) 

indican que la exposición a las formas trivalentes arsenicales, al igual que ocurría con 

los monocultivos Caco-2, induce una respuesta proinflamatoria. Esta se manifiesta en 

un incremento de las citoquinas TNFα, IL8 e IL6 secretadas al compartimento basal. 

Por otra parte, los niveles de citoquinas en el lado apical, aunque menores a los 

observados en el lado basolateral, también son significativamente superiores a los 

obtenidos en las células control. En general, si bien los niveles de expresión de ARNm 

en Caco-2 para las citoquinas ensayadas no se modifican de forma apreciable tras el 

tratamiento con arsénico, se puede hablar sin embargo de una tendencia general de 

regulación a la baja de la expresión de estas citoquinas en PMBC.  

En PBMC, además de las citoquinas proinflamatorias nombradas, se ha evaluado la 

expresión de IL10 e IL13. IL10 inhibe la activación de células del sistema inmune, así 

como de células endoteliales y la producción de diversas citoquinas en macrófagos y 

células Th1 (Fiorentino et al., 1991a, 1991b). IL13 inhibe la producción de citoquinas 

inflamatorias tras la inducción por LPS de PBMC (Kucharzik et al., 1998). 

Haller et al. (2000), empleando el mismo modelo in vitro que el utilizado en la 

presente tesis (cocultivo Caco-2/PMBC), ha evidenciado que tanto TNFα como IL1α 

son moléculas que estimulan la secreción de IL10 a modo de retroalimentación negativa 

en el control de la inflamación intestinal. En esta tesis se ha observado un descenso en 

la expresión de las citoquinas antiinflamatorias IL10 e IL13 en PBMC, especialmente 

tras el tratamiento con As(III), indicando que el arsénico es capaz, no solo de producir 

una respuesta inflamatoria a través de la secreción de citoquinas, sino que también 

afecta a los procesos de regulación y mantenimiento de la misma, reduciendo la 

expresión de moléculas implicadas en el control de la inflamación. Sin embargo, no se 
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han cuantificado los niveles de IL10 e IL13 en el medio de cultivo, por lo que serían 

necesarios más estudios para corroborar la implicación de estos factores en la respuesta 

inflamatoria intestinal inducida por arsénico.  

En general se observa un menor efecto del LPS en este sistema que en el 

monocultivo Caco-2. Estudios previos realizados por Haller et al. (2000) con un sistema 

compartimentalizado similar al sistema Transwell®  empleado en el presente trabajo, 

ponen de manifiesto que el LPS de Escherichia coli  no induce la secreción de TNFα en 

PBMC cocultivados con Caco-2, y concluyen que el LPS no migra a través de la barrera 

epitelial. Este podría ser el motivo por el cual la coexposición con LPS no produce un 

aumento generalizado de la respuesta proinflamatoria. Los tratamientos combinados 

arsénico/LPS en los cocultivos, afectan principalmente a la secreción de TNFα al lado 

basolateral. Los niveles de esta citoquina en las células coexpuestas se mantienen 

elevados durante todo el tratamiento, mientras que en las exposiciones individuales a 

arsénico los valores se van reduciendo con el tiempo.  

Las células epiteliales que forman la mucosa intestinal son piezas clave en la 

función barrera de la mucosa. Las uniones intracelulares de las células epiteliales son las 

responsables mayoritarias de la permeabilidad del epitelio y de la selectividad de su 

transporte. Se ha puesto de manifiesto que diversas citoquinas proinflamatorias 

producen un aumento de la permeabilidad intestinal (Ma et al., 2005; Al Sadi et al., 

2009; 2011), la cual se asocia a cambios conformacionales de proteínas de las uniones 

intercelulares que conllevan finalmente una desestructuración de las mismas. En el 

presente trabajo se han puesto de manifiesto cambios en el transporte de lucifer yellow a 

través del modelo Caco-2/PBMC tras determinados tratamientos. Así, el tratamiento 

individual con DMA(III) o con LPS afecta significativamente a este parámetro y 

también lo hacen los tratamientos conjuntos especie arsenical/LPS. En todos los casos 

se observa un mayor transporte de lucifer yellow a través de la uniones intracelulares y 

por tanto un aumento de la permeabilidad del epitelio intestinal. Los tratamientos 

conjuntos arsénico/LPS aumentan esta permeabilidad en mayor medida que el 

tratamiento con LPS o con las especies arsenicales, indicando el efecto conjunto que 

tienen estos compuestos.  
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El aumento de la permeabilidad de membrana observado supone que puedan 

alcanzar la lámina propia compuestos que en condiciones normales no lo harían o lo 

harían en menor medida, algunos de los cuales pueden, a su vez, favorecer la respuesta 

proinflamatoria. De hecho, los resultados obtenidos en la presente tesis indican que la 

tasa de transporte de As(III) y MMA(III) en el cocultivo se ve afectada por los 

tratamientos con LPS. Así, estas dos formas arsenicales presentan un transporte 

significativamente superior cuando la monocapa celular se expone a LPS, de acuerdo 

con la existencia de un componente paracelular en su transporte a través del epitelio 

intestinal (capítulo 3). El DMA(III), sin embargo, se transporta en igual medida en 

presencia o ausencia de LPS. Este compuesto arsenical se absorbe principalmente vía 

transcelular (capítulo 3), por lo que el incremento en la permeabilidad paracelular no 

afecta a su transporte al lado basolateral. Adicionalmente, la absorción de otras formas 

arsenicales con un importante componente paracelular [As(V), MMA(V) y DMA(V); 

capítulo 3] estaría igualmente aumentada. Esto supondría que una mayor cantidad de 

arsénico sería absorbida tras la ingesta de agua o alimentos, y que por tanto una mayor 

cantidad de este metaloide alcanzaría la circulación sistémica y los distintos órganos, 

incluidos aquellos considerados diana.  

El estudio del efecto de las formas arsenicales trivalentes sobre el epitelio intestinal 

empleando un modelo formado por el cocultivo célula intestinal/célula del sistema 

inmune, indica efectos inflamatorios de estas formas arsenicales. De hecho se han 

reportado procesos inflamatorios a nivel gastrointestinal en exposiciones crónicas a este 

metaloide, especialmente a arsénico inorgánico. Así, en poblaciones expuestas a través 

del agua de bebida se han puesto de manifiesto síntomas de gastroenteritis (Borgoño et 

al., 1997; Majumdar et al., 2009) y en macacos Rhesus expuestos crónicamente a 

elevadas dosis de As(III) se han evidenciado signos de inflamación aguda y hemorragia 

del intestino delgado (Heywood y Sortwell, 1979).  

A la vista de los resultados, se puede concluir que el arsénico inorgánico presente en 

los alimentos y las formas arsenicales mono y dimetiladas que pueden generarse por los 

procesos metabólicos o por las transformaciones en el tracto gastrointestinal, causan un 

importante efecto sobre la homeostasis intestinal, pudiendo favorecer el desarrollo de 
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enfermedades inflamatorias. Se ha descrito que en pacientes con enfermedad 

inflamatoria intestinal (IBD) los niveles de TNFα, IL8 e IL6 en la mucosa intestinal 

están elevados, asociándose los niveles de estas citoquinas con la patogénesis y el nivel 

de daño tisular (Reimund et al., 1996; Atreya et al., 2000; Dube et al., 2004). 

Diversos estudios han puesto de manifiesto la conexión entre inflamación y cáncer 

(Baniyash, 2006; Hagemann et al., 2007; Mantovani et al., 2008) y en el caso del 

arsénico, cada vez surgen más evidencias de la importancia del proceso inflamatorio en 

la inducción de distintos tipos de cáncer ocasionados por este metaloide (Fry et al., 

2007; Achayara et al., 2010; Escudero-Lourdes et al., 2012). No existen, sin embargo, 

un número suficiente de estudios epidemiológicos concluyentes que evidencien una 

mayor prevalencia de cánceres del tracto gastrointestinal. Es por ello especialmente 

importante considerar la exposición a arsénico en zonas con contaminación en agua de 

bebida como posible causa de procesos inflamatorios intestinales y patologías 

derivadas. 



 

 

 

Figura 19. Hipótesis sobre los procesos inflamatorios asociados a la exposición a arsénico del epitelio intestinal. 
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Las conclusiones extraídas de la presente tesis doctoral son:  

 

1. Transformaciones de las especies arsenicales.  

Durante el procesado de los alimentos en presencia de arsénico [As(V), MMA(V) y 

DMA(V)] y tras la digestión gastrointestinal de los mismos se producen 

modificaciones significativas en sus formas químicas.  

Distintas matrices vegetales han demostrado la capacidad de modificar el arsénico 

inorgánico durante el contacto por remojo o cocinado con agua contaminada. 

Asimismo, tras la digestión gastrointestinal se detectan en la fracción soluble especies 

trivalentes y/o tioladas, no adicionadas al alimento para su preparación. Estas 

transformaciones pueden modificar la absorción intestinal y toxicidad del arsénico. 

 

El epitelio intestinal metaboliza el arsénico inorgánico. 

Tras exposición de células Caco-2 a arsénico inorgánico se produce metabolismo, 

especialmente del As(III), formándose como metabolito mayoritario el MMA. Diversos 

factores pueden influir en este proceso metabólico, tales como la concentración de 

arsénico, el grado de diferenciación celular, el soporte de cultivo donde crecen las 

células y la presencia de vitamina B12 y GSH. Los metabolitos formados a nivel 

intestinal alcanzan la circulación sanguínea o se eliminan hacia el lumen intestinal en la 

misma proporción.  

El mucus secretado por las células HT29-MTX evita la entrada del metaloide al 

interior celular y por ello no se observa metabolismo del arsénico inorgánico en este 

tipo celular.  

Las formas arsenicales que alcanzan la circulación portal tras su absorción intestinal 

pueden diferir de las especies presentes en agua o alimentos y de las especies 

solubilizadas durante la digestión gastrointestinal, hecho que debe considerarse en la 

evaluación del riesgo de este compuesto. 
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2. Absorción intestinal de arsénico. 

La absorción intestinal de arsénico difiere en función de la forma química en la 

que se encuentre. 

El As(V), As(III) y MMA(III) presentan componentes mixtos, transcelular y 

paracelular, en su transporte, mientras que el DMA(III) se transporta mayoritariamente 

vía transcelular.  El transporte transcelular puede implicar procesos dependientes de 

energía, especialmente para el As(III), MMA(III) y DMA(III). MMA(V) y DMA(V) 

presentan un importante transporte paracelular, si bien en el MMA(V) se evidencia un 

proceso de saturación que sería necesario estudiar con más detalle.  

 

El pH es un factor determinante en la absorción de algunas formas arsenicales. 

El As(V) y DMA(V) se absorben en mayor medida en condiciones de pH ácido en el 

lado apical, lo cual podría indicar una mayor absorción de estas especies en la zona 

proximal del tracto gastrointestinal. Este efecto puede ser debido a la participación de 

transportadores dependientes de protones y/o a cambios en el estado de ionización de 

estas formas arsenicales. Por el contrario, el MMA(V) y las especies trivalentes no 

modifican su transporte con los cambios del pH. 

 

La clasificación de la absorción de las distintas formas arsenicales en base a 

criterios de correlación de la permeabilidad aparente en el modelo Caco-2 con la 

absorción en humanos indica que,   

La absorción del As(V), As(III), MMA(III) y DMA(III) puede considerarse 

moderada-alta (> 70%), mientras que MMA(V) y DMA(V) se clasificarían como 

compuestos de baja absorción (< 30%).  
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La captación celular del arsénico inorgánico a nivel intestinal se produce a través 

de distintos transportadores.  

El As(III) entra en las células Caco-2 por múltiples transportadores, entre ellos 

OATPB, GLUT5 y AQP10, mientras que el As(V) lo hace a través del transportador de 

fosfato sodio dependiente NaPiIIb.  

 

La exposición de células Caco-2 al arsénico inorgánico provoca cambios 

significativos en la expresión de múltiples transportadores. 

Las células Caco-2 modifican la expresión génica de múltiples transportadores 

implicados en su absorción o en la absorción de nutrientes esenciales (OATPB, AQP3, 

AQP4, AQP10, GLUT2, GLUT5) o en la eliminación de compuestos tóxicos del 

interior celular (P-gp, MRP2, MRP3 y BCRP), indicando los múltiples efectos que 

puede tener este metaloide sobre la homeostasis intestinal. 

 

Las sustancias luminales pueden afectar a la captación y transporte del arsénico a 

nivel intestinal. 

El GSH, sales biliares y extracto de té verde modifican la captación del arsénico 

inorgánico por diversos mecanismos relacionados con cambios en la captación celular 

del arsénico (GSH) y por modificaciones estructurales de la membrana (ETV y sales 

biliares), indicando el importante efecto de sustancias luminales sobre la absorción 

intestinal de arsénico. 

 

El modelo de cultivo empleado influye significativamente en la absorción y 

transporte de arsénico. 

Las formas pentavalentes incrementan significativamente su transporte en el modelo 

de cocultivo Caco-2/HT29-MTX, siendo atribuible este efecto al mayor tamaño de las 

uniones intercelulares existente respecto al monocultivo Caco-2. Las formas trivalentes, 

sin embargo, quedan retenidas en el mucus secretado por las células HT29-MTX, 
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manteniendo [As(III)] o reduciendo su absorción [MMA(III) y DMA(III)] en el modelo 

de cocultivo. Todo ello apunta a la importancia del modelo celular empleado en los 

estudios sobre la absorción in vitro de arsénico.  

 

3. Efectos tóxicos de las especies arsenicales a nivel intestinal.   

Las especies trivalentes arsenicales producen efectos tóxicos sobre el epitelio 

intestinal, especialmente relacionados con la inducción de especies reactivas de 

oxígeno. 

La exposición de células Caco-2 a formas arsenicales trivalentes reduce la actividad 

mitocondrial, disminuye los niveles de glutatión reducido, causa peroxidación lipídica, 

afecta a las actividades enzimáticas de catalasa y peroxidasa y altera la expresión génica 

de proteínas de estrés y metalotioneínas.  

 

La pérdida de viabilidad inducida por las distintas formas arsenicales se produce 

por distintos mecanismos.  

El As(III) induce muerte celular especialmente por necrosis, el MMA(III) por 

apoptosis y el DMA(III) causa porcentajes similares de necrosis y apoptosis.  

 

La estructura del epitelio intestinal se afecta por la exposición a As(III). 

El citoesqueleto de actina filamentosa de las células Caco-2 se altera tras 

exposiciones a As(III) a concentraciones que son habituales en el agua de bebida, siendo 

especialmente importante este proceso a tiempos de exposición superiores a 24 horas.  
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4. Efectos inflamatorios del arsénico sobre el epitelio intestinal.  

Las especies trivalentes generan una respuesta proinflamatoria en los modelos in 

vitro formados por células Caco-2 y cocultivo Caco-2/PBMC. 

El As(III), MMA(III) y DMA(III) en contacto con los modelos celulares, aumentan 

en general, la liberación de citoquinas proinflamatorias TNFα, IL8 e IL6 y provocan 

cambios en su expresión génica, lo que puede afectar a la homeostasis intestinal.  

 

La presencia de lipopolisacárido, un agente inmunógeno, aumenta en algunos 

casos la magnitud o tiempo durante el que se mantiene la respuesta inflamatoria 

producida por las especies arsenicales. 

La respuesta proinflamatoria del As(III) y DMA(III) se incrementa en presencia de 

LPS en el cultivo Caco-2. En el cocultivo Caco-2/PBMC todas las combinaciones de 

arsénico/LPS incrementan la respuesta, especialmente en el caso de la citoquina TNFα. 

 

Los tratamientos con LPS, DMA(III) y combinaciones de especies arsenicales/LPS 

afectan la permeabilidad de la monocapa formada por Caco-2. 

Estos tratamientos afectan la estructura de las uniones estrechas y por tanto 

aumentan el transporte paracelular. Este hecho puede promover la mayor absorción de 

formas arsenicales que se transportan vía paracelular y permitir el contacto de sustancias 

luminales con la lámina propia promoviendo el daño intestinal.  
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis doctoral han dado lugar a las 

siguientes publicaciones y comunicaciones en congresos. 

 

Publicaciones 

Calatayud, M., Gimeno, J., Vélez, D., Devesa, V., Montoro, R. Characterization of 

the intestinal absorption of arsenate, monomethylarsonic acid, and 

dimethylarsinic acid using the Caco-2 cell line.  Chemical Research in 

Toxicology, 2010, 23, 547—556. 

Calatayud, M., Devesa, V., Montoro, R., Vélez, D. In vitro study of intestinal 

transport of arsenite, monomethylarsonous acid, and dimethylarsinous acid 

by Caco-2 cell line. Toxicology Letters. 2011, 204, 127−133. 

Calatayud, M., Barrios, J.A., Vélez, D., Devesa, V. In vitro study of transporters 

involved in intestinal absorption of inorganic arsenic. Chemical and Research 

Toxicology, 2012, 25, 446−453. 

Calatayud, M., Devesa, V., Vélez, D. Metabolism of inorganic arsenic in intestinal 

epithelial cell lines. Aceptado para su publicación en Chemical and Research 

Toxicology.  

Calatayud, M., Vázquez, M., Devesa, V., Vélez, D. In vitro study of intestinal 

transport of inorganic and methylated arsenic species by Caco-2/HT29-MTX 

co-cultures. Chemical and Research Toxicology. En fase de revisión. 

Calatayud, M., Devesa, V., Vélez, D. Differential toxicity and gene expression in 

Caco-2 cells exposed to arsenic species. Toxicological Letters. En fase de 

revisión.  
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Contribuciones a congresos 

Calatayud M., Montoro R., Devesa V., Vélez D. Characterization of intestinal 

absorption of As(III) using Caco-2 cell line. Póster presentado en el congreso 

internacional IUTOX celebrado en Barcelona (España) en julio de 2010.  

Calatayud M., Vélez D., Devesa V. Metabolism and cellular retention of arsenic 

species in human intestine cells. Comunicación oral realizada en el congreso 

internacional Trace Elements in Food (TEF-4), celebrado en Aberdeen 

(Escocia) en junio de 2011. 

Calatayud M., Edit B.,Feldmann J., Vélez D., Devesa V. Effect of gastrointestinal 

digestion and dietary constituents and additives on inorganic forms of arsenic 

present in foodstuffs. Póster presentado en el congreso internacional Trace 

Elements in Food (TEF-4), celebrado en Aberdeen (Escocia) en junio de 

2011. 

Calatayud M., Barrios J., Vélez D., Devesa V. The effect of inorganic arsenic 

exposure on the expression of intestinal transporters. Póster presentado en el 

congreso internacional FEBS, celebrado en Turín (Italia) en junio de 2011. 

Calatayud, M., Gimeno-Alcañiz, J.V., Vélez, D., Devesa, V. Effect of As(III) 

exposure on the cytokines expression in Caco-2 cell line, a model of 

intestinal epithelium. Póster presentado en el congreso internacional 

EUROTOX, celebrado en París (Francia) en agosto de 2011. 

Calatayud, M., Vázquez, M., Devesa, V., Vélez, D. Intestinal absorption of arsenic 

species using different in vitro models. Póster presentado en el congreso 

internacional EUROTOX, celebrado en París (Francia) en agosto de 2011 
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