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Resumen

El selenio (Se) es un oligoelemento esencial gsacisu presencia en las proteinas, ademas
de presentar un efecto antagoénico frente a elemddiicos. Es necesario en los seres
humanos en cantidades menores de 100 iy dia embargo, las diferencias entre su
deficiencia, ingesta apropiada y toxicidad son ewes, siendo la dosis maxima tolerable
de Se de 300 ug Se dia

La ruta de entrada de Se en los organismos seaeakdiante la absorcion directa v,
principalmente, a través de la cadena trofica.d®aorlado, en la alimentacion humana, los
moluscos bivalvos tienen una gran importancia peoal® valor nutricional y su aporte de
elementos esenciales. Por lo tanto, se considgrariante realizar investigaciones sobre
suplementacion con Se en especies de interés Egujcevaluar las fuentes del elemento,

biodisponibilidad y su biotransformacion.

En este trabajo se han realizado experiencias denwdacion, biotransformacion y
eliminacion de varias especies de Se (selenitenssietionina y selenometilseleno-
cisteina), en un organismo filtrador de interési@ua, la almeja fina Ruditapes
decussatys y realizando el seguimiento del Se a partir dgba y del alimento
(microalgas), en sistemas de renovacion diariaagela. ElI rango de concentraciones
ensayadas fue 0-1000 pg S& D-50 ug Se T, 0-25 pug Se Ty 0,042-4,37 pg Se Ky
para el selenito (Se(lV)), selenometionina (SeMst) selenometilselenocisteina
(SeMetSeCys) y microalgas (Se-Tiso), respectivageatn un tiempo de exposicion de
120 dias. La experiencia de eliminacién se realimante 60 dias con almejas previamente
expuestas (60 dias) a 500 pg Se10 pg Se L}, 5 ug Se ' y 4,37 pug Se K§de Se(IV),
SeMet, SeMetSeCys y Se-Tiso, respectivamente. Seshadiado el Se total y la
especiacion en el cuerpo blando de la almejagjafos (manto, pie, visceras, branquias y
hepatopancreas) y a nivel subcelular, distinguieedtse el contenido biol6égicamente
activo y no activo. Al mismo tiempo se han realzastudios de efectos en mortalidad y

subletales, dependientes del nivel de concentractlat tipo de especie de Se utilizado.

Los resultados mostraron que la mortalidad deltasjas fue del 100 % alos 28, 7y 21
dias de exposicién a 1000 pg S& BO pg Se L, 25 ug Se L de Se(lV), de SeMet y

SeMetSeCys, respectivamente, siendo del 35% psaugrlpos de almejas alimentadas con
Se-Tiso a los 60 dias. Respecto a los efectosldigams, mostraron que la tasa de

aclaramiento disminuye respecto al control en logp@s de almejas expuestas a las



Resumen

concentraciones mas altas a partir de los 7- 14, dia observandose diferencias
significativas en las almejas expuestas a Se-Esa@eneral, la actividad enzimatica de la
GST, disminuyo y la de GPx, aumento en los grufgmalmejas tratadas con Se respecto

al control.

La acumulacién de Se total en el cuerpo entero lpudistintos tejidos de las almejas se
ajustaron a modelos cinéticos de primer orden,faotores de bioconcentracion (BCFs)
incrementando en el siguiente orden: Se(lV) < S&8dElys < SeMet. Los factores de
transferencia tréfica de las almejas tratadas @iliSo se encontraron en el rango entre
3,75 y 16,5. Asi mismo, la distribucion del Se es tistintos tejidos incrementd en el
siguiente orden: pie = manto < visceras < brangdiasepatopancreas Las distintas
fracciones subcelulares de las branquias y hepatogas mostraron que entre el 35% y
81% del Se se encuentra en las fracciones biolbgiote detoxificadas (maxima, en
proteinas estables al calor), mientras que porjoate 28% del Se se encuentra en la
fraccion biologicamente activa (principalmente etooondrias). La eliminacion del Se se
ajusto a modelos cinéticos de uno y dos compartiwmsesiendo vida media de eliminacion
en el cuerpo completo entre 1 y 10 dias y entrg 28 dias a corto y largo plazo para

todos los tratamientos, respectivamente.

Por dltimo, se identificaron tres especies conaciia Se (Se(lV), SeMet, SeMetSeCys) y
cuatro especies desconocidas (U1, U2, U3, U4) phrauerpo completo, tejidos y
fracciones subcelulares. Las especies conocidamenpentre 4-16%, 7-27%, 31-66%, 6-
29% en las almejas expuestas a selenito, SeMetelSel@ys y alimentadas con Se-Tiso,
respectivamente. SeMetSeCys fue detectada en koslgsupos de almejas, Se(lV) en los
expuestas a Se(lV), SeMet y SeMetSeCys, y solansentietecté SeMet en las almejas
expuestas a SeMet.
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Abstract

Selenium (Se) is present in proteins and has aganistic effect against toxic elements,
what makes it an essential trace element. Humamgbeaieed Se in quantities smaller than
100 pg day. However, differences between its deficiency, appate intake and toxicity

are rather slight, being 300 pg Se d#lye maximum tolerable dose.

Living organisms take Se by direct absorption, nyaihrough the trophic chain. On the
other hand, bivalve molluscs are of great relevadncahe human diet, due to having a
high nutritional value as well as a high quantifyessential elements. It is thus important

to do research concerning Se supplementation iespef aquatic interest.

In this work, the bioaccumulation, biotransformati@nd elimination of several species of
selenium were investigatedin a filtering organismof aquatic interest Ruditapes
decussatuslams).R. decussatusiere exposed to a daily renewal protocol with alissd
selenite  (Se(lV)), selenomethionine (SeMet) and erseimethylselenocysteine
(SeMetSeCys), and to a microalgae (Se-Tiso) diet a&operiod of 120 days. The
concentration range was 0-1000 pg Se 0-50 ug Se t, 0-25 ug Se t, and 0,042-4,37
Hg Se K Se(lV), SeMet, SeMetSeCys and Se-Tiso, respegtivElimination was
studied for clams previously exposed to 500 pg $elD pg Se I}, 5 ug Se ' y 4,37 ug
Se Kg' of Se(1V), SeMet, SeMetSeCys and Se-Tiso, respsgti Time of exposure was
60 days. The total amount of Se was determinedvedisas its speciation in clams’ soft
body and tissues (mantle, foot, gut, gill and hepabcreas). The amount of Se was also
determined at the sub-cellular level, distinguighlretween the biologically active and
non-active content. Additionally, other parameteese determined, as those of mortality
and sublethal effects. These latter depended ofetle of concentration and on the type

of Se used.

Results showed a mortality rate of 100% for thokens exposed td000 pg Se t
Se(lV), 50 ug Se T SeMet, 25 ug Setand SeMetSeCys of Se(I¥) 28, 7 and 21 days,
respectively. For clams fed with Se-Tiso, the mortality rate waHs35% at 60 days.
Regarding physiological effects, clarification ratecreased with respect to the control in
those groups of clams which had been exposed tdifiest concentrations from 7-14
days on. No significant differences were found fioe group of clams with Se-Tiso.
Overall, GST enzyme activity decreased and thaGBk increased in those groups of

clams treated with Se.
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Total accumulation of Se in whole-body and in thiedent clam tissues conformed to
first-rate kinetic models, displaying increasingpdmncentration factors (BCFs) in the
following order: Se(lV) < SeMetSeCys < SeMet. Traptransfer factordor clams fed
with Se-Tisowere in the range of 3,75-16,5. Likewise, Se istion in tissues increased
as follows: foot = mantle < gut < gill < hepatopesas. The different sub-cellular sections
of gill and hepatopancreas showed that between 3B% 81% of Se is found in
biologically-detoxified areas (maximum heat stagimeteins). On the other hand, less than
28% of Se is found in biologically-active areas ifmain mitochondria). Elimination of Se
conformed to one- and two-compartment kinetic medehe biological half-life values of
elimination in whole-body werbetween 1 and 10 days and between 23 and 46 déys in

short and long term for all treatments, respecyivel

Finally, three known species of Se (Se (IV), SeM&MetSeCys) and four unknown
species (Ul, U2, U3, U4) were identified for theolhbody, tissues and sub-cellular
sections. Known species account for between 4-162#,%, 31-66%, and 6-29% in clams
exposed to selenite, SeMet, SeMetSeCys and fedSeithiso, respectively. SeMetSeCys
was detected in all groups of clams. Se (IV) waly oeetected in those groups of clams
exposed to Se (IV), SeMet and SeMetSeCys. For cepssed to SeMet, only this latter

was detected.
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(Food and Agriculture Organization of the Unitedibias)
Analizador de inyeccién de flujo

Cromatografia de gases que utilizan el detdotométrico de llama
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Glutation oxidado
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Céanceres de higado
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Espectrometro de plasma de acoplamientective
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Yodotironina Deiodinasas

Instituto Andaluz de Investigacion y Formatidgraria, Pesquera, Alimentaria
y de la Produccion Ecoldgica, Junta de Andalucia

Institute of Medicine de Estados Unidos

Tasa de ingestion a través de la dieta
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PTV Sistema de temperatura de vaporizacion progvima
R Regresion lineal

R1 Reactivo 1

R2 Reactivo 2

ROS Especies de oxigeno reactivo

SBSE Extraccion por absorcidén sobre barra agitada
SDS Surfactantes

Se(lV) Selenito

Se(VI) Selenato

SeCys Selenocisteina

SeMet Selenometionina

SePP Selenoproteina P
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t Periodo de exposicion
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1.1.EL SELENIO

1.1.1.EL SELENIO COMO ELEMENTO QUIMICO

El selenio (Se) fue descubierto en 1817 por el qaind. J. Berzelius al analizar una
impureza generada en el proceso de producciénide aalfarico a partir de piritas de
cobre (Trofast, 2011). Es un elemento no metatiebgrupo 16 de la tabla periddica, con
ndimero atémico 34. Su peso atémico es 78,96 Lng Bieisotopos naturales establése
(0,89%),°Se (9,37%),'Se (7,63%),/%Se (23,77%)%°Se (49,61%) ¥°Se (8,73%), y un
importante is6topo radioactivo emisor de rayos gamrSe, que se utiliza en aplicaciones
diagnésticas de la medicina.

Quimicamente, el selenio (Se) es muy similar afraz(8), ambos tienen similar radio
covalente y electronegatividad y, al igual que elifee, presenta varios estados de
oxidacion (-2, 0, +2, +4, +6), formando gran vasgdde compuestos inorganicos y
organicos (Tabla 1.1), siendo su quimica complejalanedioambiente y en los sistemas
vivos. Se podria afirmar que la mayoria de suscgsperganicas contienen Se en estado (-
2), encontrandose los estados de oxidacion mas gltocipalmente en especies
inorganicas (Hernandez-Mendoza y Rios-Lugo, 2009).

El Se es altamente sensible a reacciones redoxcgriét-oxidacion), oxidandose el Se
elemental a estado de oxidacion +4 o +6. En etlestd, el selenio estad como didxido de
selenio (Se@), acido selenioso (i$eQ) o sales de selenito (S¢8). En el estado +6, el
selenio existe como acido selénico%dQ) o sales de selenato (SEQ Los selenatos y
selenitos son las formas inorganicas mas habitdigleselenio. La mayoria de las sales de
selenato son mucho mas solubles que las sales |lgaitse siendo su solubilidad y
estabilidad mayor en ambientes alcalinos y la c@ie de selenatos a selenitos (menos
estable) y a selenio elemental, muy lenta. El §®i&n puede reaccionar con halégenos
para formar selenuros en los que se encuentramedBie(IV) como el Se(VI) (SeFSeR;
SeCl; SeBr). En su estado mas reducido (-2) el selenio existeo selenuro de
hidrégeno (HSe), que se descompone rapidamente en el aire fparear selenio
elemental, y que es bastante soluble en agua; mhi@alos selenuros metalicos tienen
baja solubilidad (CuSe, CdSe) o son muy insolufitesSe) (NCR, 1983; Martens, 2003).
El selenio (-2) es la forma dominante en la quindeados compuestos organoselénicos,
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encontrandose las principales especies formande par las selenoproteinas. Entre los
compuestos organoselénicos de interés biolégicensaentran las formas metiladas de
selenio, como el dimetil selenio (GkBe y el ion trimetilselenonio (GHSE’; los sele-
noaminodacidos (selenocisteina, selenocistina, eeletionina, selenometilselenocisteina,
selenohomocistina); y los compuestos de selenioohtmiicos y heterociclicos (NCR,
1983).

Aunque la quimica del selenio es similar a la deiff@, los compuestos organoselénicos
son mas nucleofilicos y mas acidos que los corrafipotes compuestos de azufre, por lo
que estos elementos se metabolizan de manerantdiéfetex primera diferencia esta en la
facilidad de oxidacion, el Se(lV) tiende a sufreduccion y, en cambio el S(IV),
oxidacion. Por lo tanto, los sistemas biolégiceadien a reducir los compuestos de selenio
y a oxidar los compuestos de azufre. En segundar legta la diferencia en las fuerzas
relativas de los acidos,He y HS, el primero es un acido mucho mas fuerte que el
segundo, lo que también se observa en las resesedcidas de hidruros de selenio (HSe)
y azufre (HS). Esto implica que a pH fisiolégicayelipo tiol de la cisteina (pK =8,25) y de
otros tioles existe, esencialmente, en forma pextanmientras que el grupo selenol en
selenocisteina (pK = 5,24) y otros selenoles exfsndamentalmente, en forma disociada,
lo que le hace muy reactivo, siendo cataliticamentes eficiente en las reacciones
antioxidantes (Baran, 1990; Wallschlager y Feldma0i0; Cupp-Sutton y Ashby, 2016).
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Tabla 1.1 Compuestos de selenio de relevancia biolégican@niet al, 2006; Bodnaet al., 2012;)

Compuestos Inorganicos

Nombre Valencia Férmula quimica Anélogos del azufre
Selenio elemental 0 s¢& Azufre elemental
16n seleniuro se 16n sulfuro

16n seleniuro de hidrégreno 5 HSe

Seleniuro de hidrégeno J8e

Seleniuro (metal) HgSe; ZnSe; CuSe

Diéxido de selenio Sep Diéxido de sulfuro
16n selenito W Seg¥ 16n sulfito

Sales de selenito* N&eQ;; Ag,Seq,

Acido selenoso K0,

16n selenato Sefy’ 16n sulfato

Sales de selenato* +6 MeeQ,; Ag,SeC,

Acido selénico HSO,

Compuestos Organicos -2

Dimetildiseleniuro CH,-Se-Se-CH

Dimetilseleniuro CH,-Se-CH

16n Trimetilselenonio (CH,),Se

Metilselenol CH,-Se-H

Se-metilselenocisteina CH,-Se-CH-CH(COOH) NH,

y-glutamil-metil-selenocisteina CH,-Se-CH-CH(COOH)-NH-C(O)-CH-CH,-CH(COOH)NH,
Selenocistationina NH, (HCOO)CH-(CH,),-Se-CH-CH(COOH) NH,

Selenohomocistina NH, (HCOO)CH-CH, CH, Se-Se-CHCH, CH(COOH)NH,
Se-adenosil-selenohomocisteina NH, (HCOO)CH-CH CH, Se-CH-C, H, O,- C, N, NH,

Selenocistina NH, (HCOO)CH-CH,-Se-Se-CH-CH(COOH) NH, Cistina
Selenoazucares

Selenometionina CH,-Se-CHCH,-CH(NH,)COOH Metionina
Selenocisteina H-Se-CH-CH(NH,)COOH Cisteina

* En sus formulas quimicas se muestran varios efe# este tipo de compuestos.

1.1.2.IMPORTANCIA BIOLOGICA DEL SELENIO.

El selenio es un oligoelemento o elemento trazacéseen todos los organismos vivos,
excepto plantas superiores y levaduras. Los elersdrdza estan presentes en cantidades
muy pequefias en el organismo, en relacién con dostituyentes principales de los
tejidos, pero son tan importantes como ellos, ya gan imprescindibles para un
crecimiento y desarrollo éptimo (Carvalla al, 2015), y se consideran elementos
esenciales para un organismo cuando, al disminuaxposicion por debajo de un cierto

limite, implica sistematicamente una reduccion dgura funcidén fisiolégicamente

3



Bioacumulacién de distintas especies de selenio y sus efectos en organismos marinos

importante o cuando el elemento forma parte intetgaina estructura organica que tiene
una funcion vital en el organismo (WHO, 1996). Alsmo tiempo, la toxicidad es

inherente a todos los elementos, por lo tanto, gyeedvocar toxicidad en determinadas
concentraciones y condiciones, y sera compatible laovida en un rango menor de

exposicion (Underwood y Mertz, 1987).

1.1.2.1.Las selenoproteinas

La esencialidad del selenio se debe fundamentaémesu presencia en las proteinas, ya
gue es un componente clave para el funcionamientind serie de enzimas dependientes
de Se, las selenoproteinas (Jahal, 2010), las cuales desempefian un papel importante
en muchas funciones bioldgicas, como defensa adéinte (glutation peroxidasa),
formacion de hormonas tiroideas, sintesis de ADAWjlilad y reproduccion. El selenio
también actla, sinérgicamente con la vitamina Elaefuncion muscular, mejorando la
resistencia y la recuperaciéon y frenando el prodesenvejecimiento (Mehéi al, 2013).
Ademas, presenta un efecto antagonico frente aeek®s toxicos como el mercurio, ya
que reduce su toxicidad formando complejos de sedsnmetalicos inertes (Rayman,
2000). El efecto anticancerigeno del selenio puetkcionarse con su capacidad para
aumentar la respuesta inmune o, mas probablementesu capacidad para producir

metabolitos antitumorogenos como el metilselerg® precursores (Rayman, 2000).

Las proteinas que contienen selenio se dividemesncategorias: proteinas en las que se
incorpora de forma inespecifica (principalmente corselenometionina); proteinas
especificas con enlaces de Se; y enzimas que oremrgelenocisteina (el 21° aminoacido)
en su sitio activo (Patching y Gardiner, 1999; Behn Kyriakopolis, 2001). Las
selenoproteinas son las proteinas que contienenoaitteina (SeCys), siendo el selenio el
anico oligoelemento encontrado en las proteinaseguendificado genéticamente, durante
Su sintesis se incorpora selenocisteina en unaaibicmuy especifica de la secuencia de
aminoacidos, por un proceso de co-traduccion gdefire los codones UGA (uracilo/
guanina/adenina) para codificarla (Behne y Kyriaktigp 2001; Hesketh, 2008; Allmarag

al., 2009). Ademas, esta incorporaciéon de Se en latkipas no es por una simple
asociacion iénica, como la mayoria de los metae® que estad unido covalentemente
dentro del aminoacido SeCys (Lopszl, 2011).



Capitulo 1. Introduccién

El nimero de selenoproteinas tiene una gran digmhentre los distintos organismos, asi
se han detectado en microorganismos marinos ma3.6f® secuencias de genes de
selenoproteinas pertenecientes a 58 familias deipes (Zhang y Gladyshev, 2008), al
menos 15 tipos diferentes de selenoproteinas cadds por los genomas de bacterias
(Kryukov y Gladyshev, 2004) y, en los ultimos afi@snbién se han identificado treinta
selenoproteinas en 25 genes de mamiferos. Enlaitaas la selenocisteina estd presente
en la selenoproteina una vez por subunidad, except&elenoproteina-P (SelP) que
contiene 10 (humano, rata) o 12 (bovino) SeCysuenaslena de polipéptidos (Mostert,
2000; Kryukov et al.,, 2003). En los ultimos afios se han identificado sui3d
selenoproteinas en mamiferos, en la tabla sigu{@atdla 1.2) se muestra un resumen con

su funcion biologica y localizacion (Kieliszek y &fejak, 2013; Wrobadt al.,2016).
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Tabla 1.2: Selenoproteinas, localizacion y funcion biolégica.

Selenoproteina Localizacion Funciones
lodotironina deiodinasa ID ER Regulacion de tiroides
Tipo | ID1  Mem. Plasm. Produccion de T3
Tipo Il ID2 ER Produccion de T3 de manera localizdaacelular)

Tipo Il D3 Mem. Plasm. Degradacién de la T3 a diferentes especies

inactivas
Glutatién citosolica GPx1 Citosol Reduccién dgkle hidroper6xidos orgénicos
Glutatién gastrointestinal GPx2 Citosol Protepmon contra hidroperoxdos lipidicos
ingeridos
Glutatién plasma GPx3 Plasma Reduccién d&t+ hidroper6xidos orgénicos

Fosfolipido hidroperoxidasa  GPx4 Qtosol; . RedU(,:e. los &cidos grasos hidroperoxdos a
Mitocondria fosfolipidos
Reduccién de la forma oxidada de la tioredoxin

Tioredoxina reductasa 1 TrxR1 Citosol .~
citosdlica
Tioredoxina reductasa 2 THR2 Citosol FormaC|Qr) de enlaces disulfuro durante la
maduracion del esperma
Tioredoxina reductasa 3 Mitocondria Reduccién d@ledoxin mitocondrial
Selenofosfato sintetasa SPS2 Citosol Sintesis @eaflsfato, precursor de SeCys
Selenoproteina - 15 kDa ER Control de correcto plégysim de proteinas
Selenoproteina - 34 kDa Movilidad de espermatozoides
Selenoproteina - 18 kDa Reserva
Selenoproteina H SelH Nicleo Regu!a'lmor.\,de sintesis de GSH y enzimas
detoxificacion
Selenoproteina K SelK Membrana ER Contiene propiegadtioxidantes
. Reordenamiento de enlaces disulfuro en las
Selenoproteina M SelM . . . ‘o
proteinas localizadas en reticulo endoplasmatico
Selenoproteina N SeIN Membrana ER Regulacién de \dligaeion intracelular de calcio
Selenoproteina P SelP Plasma Antioxidante, transyaeserva de Se
Selenoproteina R SelR Citosol Participa en el metabolismo de la metioninay en la

reparacion de proteinas

Selenoproteina S SelS Membrana ER Degradacion eipastenal plegadas
iRegulacic’)n de la funcién de las célufas-
pancreéticas y de la homeostasis de la glucosa
Posible funcién redoxy antioxidante involucradc
metabolismo cardiaco

Selenoproteina T SelT ERYy Golg

Selenoproteina W Selw Citosol

(ER: reticulo endoplasmatico; Mem.Plasm.: membrdasnpatica)

1.1.2.2.Deficiencia y toxicidad del selenio

El selenio es necesario en los seres humanos ereffees) cantidades, menores de 100
pug/dia. Sin embargo las diferencias entre su @efia, ingesta apropiada y toxicidad son
muy leves (Navarro-Alarcon and Cabrera-Vique, 2@&jnaret al.,2012). La evolucion

desde la deficiencia severa hasta sus exposiciodess toxicas pasa por varias etapas
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(Alarcén, 2009), presentando un rango optimo destaydentro del cual los mecanismos
homeostéaticos son capaces de mantener Optimas osuentraciones tisulares y las
funciones normales (estado fisioldgico 6ptimo). lBalanto, debe encontrarse un rango de
ingesta optimo para los oligoelementos esenciateslimites de este rango seran el nivel
méximo de ingesta tolerable, UlUgper Level of Tolerable Intakeque implica una
tolerancia fisiologica y estima la cantidad méxideaun nutriente que se puede consumir
de forma continua e inocua sin que conlleve ninggsgo apreciable de efectos adversos
para la salud (SCF, 2000a), y la racion dietétieomendada, RDARecommended
Dietary Allowancg que determina la cantidad media necesaria y abbi@ con las
funciones normales del organismo (protege al 95-68% poblacién de efectos adversos
de su deficiencia) (Agge¢t al, 2015).

Actualmente la ingesta diaria Optima de seleni@ atultos varia en funcion del pais u
organismo internacional. Segun la Agencia Espafi®|8eguridad Alimentaria y Nutricion
es 55 y 7Qug Se/dia para mujeres y hombres, respectivame&AN, 2011). Para los
organismos internacionales, European Food Safetthohity (EFSA) y Institute of
Medicine (IOM) los valores son 70 y 55 pg de Se/dispectivamente y para ambos sexos
(IOM, 2000; EFSA, 2014), siendo para la OMS, 26 4 1By Se/dia para mujeres y
hombres, respectivamente (WHO/FAO, 2004). El valet nivel maximo de ingesta
tolerable (UL) es de 300 ug de Se/dia para Espdfiagpa y 400 pg Se/dia para EE.UU.
Segun la OMS, cubriendo estos valores de UL, lastegde selenio de todas las fuentes de
alimento, incluyendo los suplementos, y tomandocosaferencia de toxicidad, es de 850
png/dia, que es el umbral en el que se han obserattieiaciones bioquimicas en el

metabolismo de selenio en los seres humanos (Agfgeitt 2015).

Estas recomendaciones no consideran la especigaidmca del elemento, aunque un

informe de la Junta de Alimentacidn y Nutricionlde Estados Unidos sugiere que puede
ser absorbida mas del 90% de la selenometionind€gemientras que aproximadamente

el 100% de selenato es absorbido, aunque unadrasanificativa se pierde en la orina.

Méas del 50% del selenito se absorbe y, ademas)ns&cena mejor que el selenato

(Bryszewska, 2015).
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> Deficiencia

El importante papel de las selenoproteinas en &boksmo justifica las consecuencias
adversas de la deficiencia de selenio en la salathha y animal, ya que se disminuye la
expresion de las selenoproteinas, limitando la esi@n de una o varias Se-enzima,
alterando asi los procesos biolégicos mediadosefbas (Pedrero y Madrid, 2009). Los

sintomas de deficiencia encontrados en seres hwmaramimales son principalmente
desdrdenes relacionados con el musculo cardiacasyatticulaciones (Kieliszek y

Btazejak, 2016).

El aporte de selenio al organismo se realiza palciente a través de la dieta,
constituyendo los alimentos la principal fuenteseé&enio de la poblacion en general, ya
gue la ingesta desde el agua no contribuye sigtifimente; esta puede contener selenio,
principalmente como selenato,aunque su contenidaogsalmente bajo (WHO, 2011).
Los alimentos presentan gran variacion en el cishdetie Se segun su procedencia, ya que
las plantas comestibles dependen del contenideppdibilidad de Se en el suelo donde se
cultivan, asi como de su capacidad para incorpmgraflos animales domésticos dependen
de su propia dieta (Mehdit al, 2013). Las deficiencias de selenio se han esioden
seres humanos y animales que habitaban regionegrafjfeas donde los suelos se
caracterizan por su bajo contenido en selenio, resdose enfermedades asociadas a
estados carenciales de este elemento, dandosaslos més graves y endémicos en China
y Siberia Oriental (Pedrero y Madrid, 2009). Potdnto es evidente que la concentraciéon

de selenio en los suelos es crucial para una tarregestion de este elemento esencial.

Se han identificado enfermedades carenciales gqareddo, a gran escala, en diversos
paises con suelos deficientes en selenio, comuféaneedad del musculo blanco (miopatia
del corazén y del musculo esquelético), los trastemreproductivos (afecta a esperma y
embriones), la depresion de crecimiento (afectaradsa muscular) o la diatesis exudativa
(lesiones en las paredes de los capilares). Eomegicon poco selenio, los productores
han adoptado medidas para asegurar que sus aniobdédgsyan las cantidades adecuadas

de selenio (fertilizacion de suelos con selenitimentos Se-enriquecidos) (Suttle, 2010).

La consecuencia mas grave de la deficiencia denieekn humanos se asocia a dos
enfermedades endémicas: la enfermedad de Keshacantiopatia endémica que ocurre,
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principalmente en nifios y mujeres jovenes, de grajgopoblacion con ingestas de selenio
baja (7-11upg Sddia); y la enfermedad de Kaschin-Beck, una ostetisrdegenerativa
cronica que acontece en la infancia y la pubegad,también ocurre en regiones donde la
disponibilidad de Se en el suelo para el crecimield los cultivos es baja, como zonas
rurales de China y Siberia Oriental y, tambiéngparestar relacionada con una forma de
cretinismo asociada con el hipotiroidismo; aungeierge que las tres enfermedades tienen

otros cofactores causantes (Rayman, 2000; Pedideaalyid, 2009).

Las deficiencias moderadas de este micronutriesntgbitn pueden tener un impacto
negativo en la salud humana, ya que se han asoctadel funcionamiento deficiente de
una serie de procesos Yy sistemas en los que esladrado el Se como: sistema inmune
(produccidn de linfocitos T); la virulencia y pregion de diversas infecciones virales
(poliovirus, virus de la gripe, hepatitis B y C,H)i la fertilidad masculina (movilidad del
esperma Yy sintesis de testosterona); la regulad@nestado animico y de algunos
neurotransmisores cerebrales (depresion, ansiedatlysion mental y hostilidad, ataques
epilépticos, Alzheimer); la funcién tiroidea (adtizsd deiodinasa que promueve la
conversion de la hormona tiroidea T4 a su formavadi3); y las reacciones antioxidantes
y antiinflamatorias (Rayman, 2000; 2012).

Actualmente estas deficiencias, aunque se debedgaimente a un insuficiente aporte de
este micronutriente en la dieta, también estanuwdaas a los gustos nutricionales
especiales de algunos grupos sociales y a los oamahilos habitos alimenticios (Misky

al., 2012; Kieliszek y Btazejak, 2016). Estas deficias, como consecuencia de una
ingesta inadecuada, son evidentes en los estadogionales alterados por una
enfermedad, como es el caso de los pacientes giemenutricion enteral (alimentacion
por sonda) o nutricion parenteral total (alimerdacintravenosa) (Pedrero y Madrid,
2009). Ademas, la deficiencia puede darse en iddos bien nutridos, sin presentar
sintomas evidentes, pero con predisposicion alragieade ciertas enfermedades (por

ejemplo, infecciones), ya que experimentan un gsiméional (IOM, 2006).

> Toxicidad

La toxicidad del Se depende de factores como smaoguimica, especie biologica,

naturaleza del compuesto (particularmente su dalal) y, concentracion, asi como la
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edad y sexo de los organismos, y la via de abso#h compuesto. La toxicidad del
selenio es acumulativa (EVM, 2003).

A escala global, la toxicidad por selenio en sbrgeanos estd mucho menos generalizada
que la deficiencia de Se, siendo la dosis maxirtaable de Se (UL) de 300 pg Se/dia
para adultos en Espafa y Europa (EFSA, 2006; AEQAN]).

El exceso cronico de selenio (>10109 Se/dia) puede dar lugar a la selenosis, cuyos
sintomas mas caracteristicos son dolor de cabebelle quebradizo, deformacion y
pérdida de ufas, erupcion cutanea, olor a ajo ldmita y la piel, un exceso de caries
dentales, asi como vomitos y edema pulmonar emigaciones mas agudas. Los niveles
de exposicion en la dieta en los que el seleniooswierte en toxico y se desarrolla la
selenosis son dificiles de establecer, debido dajtmxicidad se ve afectada por la forma
en la que el selenio estd disponible en el alimgntposiblemente también, por la
combinacion con otros componentes de la dieta eraotiones con el genotipo
(Fairweather-Taiet al, 2011). Los datos disponibles sugieren que basitiades cronicas
de las formas inorgénicas y organicas de seleaieti caracteristicas clinicas similares,
pero difieren en la rapidez de inicio y en la r@laaccon la concentracion de selenio en los
tejidos. El Se inorganico puede causar toxicidatbsriejidos a niveles mucho mas bajos
que los observados con ingestas similares en ta dee Se como selenometionina (IOM,
2006).

En animales, se puede dar dos tipos de intoxicaagumda, producida habitualmente por el
consumo de plantas acumuladoras de selenio (salaslifpresentando trastornos motrices,
diarrea oscura, hipertermia, pulso débil y rapréspiracion dificultosa, dolor abdominal,
meteorismo, depresion y mucosas palidas; créonicdef(edad del alcali), que ocurre
cuando los animales consumen cantidades de 5 ag2Seafkg durante mucho tiempo,
presentando pardlisis de la lengua, respiracioorileda y rapida, exceso de saliva,
hipotermia, anemia, alopecia y deformacion de estras cérneas, siendo los principales
signos de toxicidad los trastornos musculo-esqguoeketales como la marcha rigida y la
cojera (Alexander, 2015).

10
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> Beneficios del selenio en la salud humana

En los seres humanos se ha constatado que elselasienta efectos positivos para la

salud como son (Lépez-Bellido y Lopez, 2013):

* Favorece un adecuado funcionamiento del sistemaurian{la produccion de
linfocitos T y la actividad de las células Naturkdk) (Woodet al, 2000).

* Reduce la virulencia y progresion de infeccionesles (virus de Koxsackie,
poliovirus, hepatitis B y C, el virus de la grip&/iH) (Rayman, 2000).

* Es esencial para la fertilidad masculina (mayor itidad del esperma y sintesis de
testosterona) (Rayman, 2012) y posiblemente feraefrgduccion del riesgo de aborto)
(Barringtonet al,, 1997).

* Regula el estado animico y de algunos neurotransesien el cerebro (reduce la
incidencia de depresién, ansiedad, confusion megntabstilidad, ataques epilépticos vy
Alzheimer) (Rayman, 2000; 2012).

» Favorece la funcion tiroidea (produccion y regudacde la actividad deiodinasa
que promueve la conversion de la hormona tiroidéa Bu forma activa T3) (Faat al.,
2014).

» Actia como agente antioxidante y antiinflamatoste¢tos beneficiosos contra la
artritis reumatoide, pancreatitis y asma) (Navaiarcon y Cabrera-Vique, 2008).

* Posee actividad antitumoral, con efectos anticipeeros al menos en
determinadas condiciones, sobre canceres de h(gii®), colon, recto, pancreas, mama,
ovarios, prostata, vejiga, pulmén y piel (Navardar86n y Cabrera-Vique, 2008) y en
células de leucemia mieloide y linfoblastica agudanana, asi como en células de

hepatoma, melanoma y mesotelioma (Fernandes y G&@ii5).

1.1.3.DISTRIBUCION Y PRESENCIA DEL SELENIO EN EL MEDIO NA TURAL

El selenio en el medio se encuentra tanto en fommoaganica como organica. La
abundancia relativa de los distintos compuestosrg de las contribuciones relativas de
las fuentes naturales y antropogénicas del selahimedio, distribuyéndose por los
distintos compartimentos medioambientales (airaaaguelo y biota) en diferentes formas
quimicas y niveles de concentracion, dependienddad®res como pH, solubilidad,

potencial redox, presencia de determinados mireyadetividad bioldgica.

11
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1.1.3.1.Aire

En el aire el Se puede presentarse en forma gasgesaprincipalmente se encuentra
como particulas en suspensién (selenio elemendd), (@i6xido de selenio (Sef), no
estando habitualmente disponible como fuente dpa®e plantas y animales en su forma
particulada. Otras formas de Se en el aire, diggd¢ihio y dimetildiselenio, proceden de
procesos de su biometilacion producidos por lavigetd microbiana presente en el suelo,
por algunas plantas y, a veces, en el aire expipaddos animales (ATSDR, 2003). La
distribucion del Se atmosférico es altamente hgtarea sobre la superficie de la Tierra,
siendo su concentracion media generalmente bajd @el0 ng rf) (Wen y Carignan
2007; Mehdiet al,, 2013), aunque en algunas zonas industrialeaestep alcanzar valores
muy superiores, como los 42.3 ng metectados en una area del Reino Unido @tes,
1994)

1.1.3.2.Agua

Las principales especies de selenio que encontragimseltas en aguas naturales
oxigenadas son selenato (SEPy selenito (Seg)), asi como selenuros (-2) organicos
disueltos formados a partir de la materia organieaticulada fina. Las especies

particuladas en la columna de agua incluyen salesatenito y selenio elemental (Se(0))
unidas a sedimentos resuspendidos y particulasiogga asi como especies de selenio

organico incorporadas en particulas de detritugendidos (USEPA, 2016).

El selenato (Sefd) suele predominar en aguas bien oxigenadas, especite en aquellas
con condiciones alcalinas, y es uno de los comps&kt selenio mas moéviles en el medio
ambiente, potenciada por su pobre adsorcion adafcplas del suelo (Figura 1.1). Las
especies del acido selenoso (H$&0Se@*) pueden predominar en disolucién cuando las
condiciones del agua son moderadamente oxidantgéemas, debido a que el acido
selenioso es un acido débil, es facilmente adsornpat los soélidos en suspension. El ion
biselenito predomina en aguas con un pH entre 9,6 y, a valores de pH inferiores a 7,0,
los selenitos se reducen rapidamente a selenioeatambajo condiciones ligeramente
reductoras, situaciones que son comunes en losneettis del fondo (Barceloux y
Barceloux, 1999; Mehdat al, 2013; USEPA, 2016). Por lo tanto, en comparacim el

selenato, el selenito es mas reactivo debido amsActer polar, su basicidad (atraccion a

12
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enlazar con el proton) y su nucleofilia (atraccgenlazar con un nucleusando los dos

electrones del i) (Frankenberger y Engberg, 19USEPA, 2016).

Los selenuros organicoSe-2), también estan presentes en el agua, en concemnia

variables generalmente en forma libres y combinadas de seletianina y selenocisteil

(Fisher y Reinfelder 1991). Estos selenuros orgénitisueltos son una fuente importe

de selenio para la biota, ya que pueden representgiorcentaje elevado del sele

otros ambientes (Cutter, 1989; Cutter y Cutter5)<

Atmésfera

disuelto en las aguas superficiales en mar abiedoayfraccion importante en mucl

(CH,),8¢0,
CH,Se(0)OH N
Deposicion
(CH;),Se
(CH3),Se,

Agua
Carnivoros

Disuelto/Particulado/Coloidal ScMet, ScCys, Sc(-1I)

Se(VD). Se(1V). Se(0), Se(ID  Productores primarios

A Se(-1I), Se(IV), Se(0) /
N Consumidores
SeMet, SeCys, Se(-1I
Deposicion/ MELEEE S Sel( D) A
Resuspension )
7 \ M
i Degradacion
a Productores primarios Y/ Se(IV), Se(0), Se(-1T)
Se(-IT), Se(IV), Se(0) i (CH;),Sc
4 (CH3),Se,
v L v
Sedimentos i

al., 2009)

Se(-1I), Se(IV), Se(0)
SeMet, SeCys

Bacteria Se(IV)

Se(0)

Ly Se(-II Anoxico
Figura 1.1. Especies de selenio asociadas con los principatee§os en sistemas acuaticos (Chapet

Se(VI

La concentracion de selenio en aguas subterraneasupgrficiles puede variar
ampliamente (0,08400 ng Se %), pero habitualmente no excede deyt0Se I*. Las

altas concentraciones son debidas a la presendigentes naturales o antropogén. En

2013).

estas Ultimas, en la mayoria de los casos se ddhesaplementacion de las tier
agricolas on fertilizantes que contienen Se. La concentra@dnagua ¢ mar es

generalmente baja, de 0,04 12 pg Se L* (Barceloux y Barceloux, 1999; Mehet al,
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Las diferentes instituciones y paises han adoptiisintas directrices para establecer el
limite superior de Se en el agua potable siends0qey L™ para la Agencia de Proteccién
Medioambiental de EEUU (USEPA, 2017) y 4@ L™ para la Organizacién Mundial de la
Salud (WHO) y la Union Europea (WHO, 2011; DOUE]12)

1.1.3.3.Suelos y sedimentos

El selenio se encuentra ampliamente distribuido tpda la corteza terrestre con una
concentracién muy baja (0,05-0,09 mg ¥g El factor primario que controla las
concentraciones de selenio en el suelo es el ddotele selenio de esos materiales de la
roca madre, ya que lo liberan al suelo y a las sagubterraneas y superficiales a través de
procesos de erosion y lixiviacion. En términos gleb, el Se tiende a concentrarse mas en

las rocas sedimentarias que en las igneas (Maglaaid 1989; ATSDR, 2003).

El Se total en el suelo suele ser bajo de 0,01 Xg* (media mundial: 0,4 mg K3,
aungue algunas areas de China, la India y los EEtlgben niveles muy altos, con un
contenido total que puede exceder 1 g'Kdos llamados suelos seleniferos
(Christopherseret al, 2013). Las bajas concentraciones son comunesuens acidos
altamente degradados, derivados de rocas igneas eogranito, asi como en zonas de
alta precipitacion, donde la lixiviacion de los mseaerobicos es considerable (Fishbein,
1983; Schuliret al, 2010). Generalmente el selenio tiende a cormesgtren los suelos de

las regiones mas secas del mundo (Mehdi., 2013).

El Se disponible en el suelo no tiene una buen@leaion con la cantidad de Se total en el
suelo, y es ademas muy variable, tanto a nivel lmwao global. Ademas, su movilidad y
biodisponibilidad estan interrelacionadas, peraaocesariamente son sinénimos (Winkel
et al, 2015). La presencia y las formas de Se en lelwsuasi como su biodisponibilidad,
estan condicionados por las caracteristicas biageocgas del suelo: contenido de arcilla,
agua y materia organica, vegetacion asociada,demhtie componentes de la sorcion
(6xido/hidréxidos de hierro y aluminio), pH y coaidines redox (CCME, 2009Paikaray,
2016). Ademas, la presencia de aniones (sulfasfatio y aniones organicos) compitiendo
por las mismas superficies de sorcion afecta adaraion y la retencién de Se en el suelo
y, asimismo, la actividad microbiana es importaoéea las interacciones del Se con la

materia organica (Maylaret al, 1991).
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Las principales especies son el selenio elemestgnitos (como acido selenioso,
H.SeQ), selenatos (como acido selénica,SHQ), selenio (-2) y selenio asociado con
constituyentes organicos; en la disolucion delsuel selenio se encuentra generalmente
como selenato (Se®) o &cido selenoso (HSe) (forma protonada) (Kuisi y Abdel-
Fattah, 2010).

El selenio elemental se forma en suelos humedasdyi@s (Tayfuret al, 2010) y los
selenuros y selenitos se encuentran, como compuiEstolubles, en suelos acidos y con
altas cantidades de materia organica (Harada yhBaka 2009). El selenio elemental y
los selenuros se pueden convertir en selenatosrafictones oxidantes, y estos pueden
reducirse a selenuros de hierro o selenio elembajal procesos abiéticos o bidticos, por
ejemplo, el selenato puede reducirse a selenioeglainen presencia de o6xidos de hierro
(Chenet al, 2008) y sulfuros de hierro (Breynaettal, 2008).

Aunque el Se en suelo y sedimento se encuentraigalmente en forma inorganica,
también puede estar presente en formas organicagjgmplo, en complejos con materia
organica o incorporado en coloides organicos unirgainerales. Asi como en formas
organicas volatiles de Se, tales como dimetilsel¢pMSe) y dimetildiselenio (DMDSe)
(Winkel et al, 2015). Los organismos del sedimento, los migaomismos y los exudados
de la rizosfera de las plantas pueden aumentaraation de especies reducidas de Se
organico en los suelos, ya que pueden reducileha® y el selenito a selenocompuestos
organicos y selenio elemental (Male¢ral, 2010). En general, la reduccién del selenato v,
particularmente, del selenito se incrementa esdéoémentos con el aumento de la materia
organica (Tokunagat al, 1997). El selenito se une facilmente a los akinidos de
hierro y manganeso, y se adsorbe facilmente acpkasi inorganicas y organicas, sobre
todo a un rango de pH mas bajo. La reduccion mianabde selenito a formas organicas
(via metilacion) aumenta la solubilidad y biodisjpididad de selenio (Simmons y
Wallschlagel, 2005; USEPA, 2016).

1.1.3.4 Biota

La ruta de entrada de selenio en los organismaoeatiza mediante la absorcion directa

(desde el agua o el aire) o a través de la cadéfieat aunque la principal es esta ultima,
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produciéndose la entrada de Se desde la base amdasas alimenticias (productores

primarios).

En general, el selenio es incorporado desde lacifmac disuelta por algas vy
microorganismos, siendo su absorcién mayor enrtdsentes dominados por el selenito y
los organoselenuros que por el selenato. Estosigrgas transforman los selenitos y
selenatos disueltos en compuestos organicos (s#&dé&rioa, selenometionina,
dimetilselenio, dimetildiselenio) en sus célulase e transfieren a través de la cadena
trofica, siendo a menudo biomagnificados en inbeagos de niveles tréficos superiores
(Barceloux y Barceloux, 1999; Lex al, 2006). Las vias de transporte de los elementos
traza a través de la membrana biolégica han sidtujaalas como la difusion pasiva de
especies neutras del metal a través de la membeankfusion facilitada de metales a
través de proteinas transportadoras de membrareceso a través de canales iGnicos
principales (por ejemplo, canales de calcio) quemaasociacion con bombas de iones

activas, y la endocitosis (Simkiss y Taylor, 1995).

En las plantas superiores, aunque no parecen fege&rnio, su incorporacion ocurre
principalmente en las raices, siendo el selenatspecie disuelta con mayor absorcion.
Tras la absorcion, el Se metaboliza en especigsimas que se asimilan en los tejidos: el
selenato se reduce a selenito y, posteriormenseleamuro, el cual se incorpora en los
aminoacidos para formar Se-metilselenocisteina, ébeil SeCys, y aunque pueden
formarse otras especies organicas, estas Ultirragptazan a la cisteina y metionina en las
proteinas (Dumoret al, 2006; Aguilaret al.,2009). Asi, el selenio ingresara en la cadena
alimenticia a través de las proteinas vegetalean@u los niveles de Se en el medio son
normales entrara principalmente como Se-Met 0 Sé€3ta Ultima en menor proporcion),
pero cuando los niveles de Se en el medio sonddeyda Se-Met la pueden metabolizar
adicionalmente a Se-adenosil-Se-Met y Se-MetSelylet, a su vez se convierte en Se-
MeSeCys y-glu-SeMetSeCys, que previenen de los posiblesdediasados por la SeMet
0 SeCys, por lo tanto, en este caso, la Se-MetSs€y®nvierte en el compuesto de Se
predominante, aunque algunos otros compuestoséarpbidrian estar presentes, a niveles
mucho mas bajos (Maylarad al, 1989; Dumongt al, 2006). La absorcion de Se, aunque
habitualmente es baja, varia ampliamente entrgllgas, mas que la mayoria de los
elementos traza. Algunas pueden acumular altogcwmias de Se, las denominadas plantas
acumuladoras seleniferas (Moreeb al, 1998). Ademas, las plantas y algas pueden
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producir especies volatiles de selenio (DM-Se, DB®-y dietilselenio (DE-Se)) por
biometilaciéon del exceso de selenio, observandaseamplia variacién en estas especies

volatilizadas en funcion de la especie vegetal{Btaal, 2009).

Posteriormente, las especies de selenio organidsassfieren a través de la cadena
trofica, desde estos productores primarios (migaeismos, algas y plantas) a organismos
de niveles superiores, bioacumulandose asi enolesumidores primarios y secundarios
(invertebrados y vertebrados) (Chapnedaial, 2009; Luoma y Presser, 2009). Por lo tanto,
la bioacumulacion de selenio en los animales degyéndk la dieta (eleccion del alimento)
y de los procesos fisioldgicos del organismo coaneficiencia de absorcién o a la tasa de
eliminacion de Se, ya que pueden ser diferentes ¥ distintos grupos taxonémicos. En
el caso de los mamiferos, metabolizan los compsieésgeridos en multiples especies de
selenio, incluyendo el selenuro de hidrégeneS@), que constituye la base para la
biosintesis de las selenoproteinas esenciales (@maandet al, 2011), y compuestos
organoselénicos, como metilselenol o trimetilsetém@Figura 1.2) En general, el selenio
se encuentra principalmente en forma de selenoniedicd selenocisteina en sus tejidos
(I0M, 2006).
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Figura 1.2 Esquema de la ruta metabdlica del Se con lasipéles vias del Se dietético en mamiferos
(Wrobelet al., 2016)

En la mayoria de los ecosistemas, las concentexiale selenio generalmente se
conservan o aumentan gradualmente en cada nivigdotrde una cadena alimenticia,
después de un aumento sustancial en el primer tnéfido a partir del selenio disuelto, ya
que los productores primarios generalmente cormer8e de 10a 10 veces por encima
de las concentraciones disueltas ambientales (Clrapeh al, 2009). Ademas, la
eliminacion relativamente rapida del selenio dedaganismos y la variacion del selenio
en las dietas de los consumidores limitan la biarfi@gcion del selenio en la parte mas
alta de la cadena alimentaria. El nivel de bioadaoion del Se suele ser mas bajo, en
comparacion con otros elementos quimicos bioacuimoga como el mercurio, cuya

biomagnificacion es mucho mayor (USEPA, 2016).

18



Capitulo 1. Introduccién

1.1.3.5.0rganismos marinos

Respecto a los organismos marinos, en generak pegeen mayores concentraciones de
selenio que los organismos de agua dulce, sin @igarefectos adversos, siendo la alta
absorcion de Se por los productores primariosajtiaeficiencia de asimilacion o las tasas

de alimentacion las que explican estas mayoresotmaciones de Se en especies marinas,

aungue no aclaran los mecanismos exactos que mitigaxicidad (Janet al, 2010).

En el caso de los moluscos bivalvos, ingieren f@ogton y material particulado que
contienen Se y, ademas, pueden absorber direcanteat disuelto en el medio,
aumentando la concentracion en sus tejidos, acmahalemas Se que otros organismos de
su mismo nivel tréfico (como crustaceos planctémieansectos) debido a una mayor tasa
de ingestion, como organismos filtradores, y a mneg@or tasa de eliminacion de selenio
(8-10 veces mas lenta que crustaceos) (Steetarl, 2004). Las razones de estas
diferencias en la pérdida no se conocen bien, parecen estar relacionadas con la
eficiencia con la que los organismos reciclan pnaie que contienen Se (Wright y
Manahan, 1989; Manahan, 1990; Wright, 1995).

Ademas, los efectos debidos al selenio se present#os invertebrados a concentraciones
mas altas que en los vertebrados (por ejemplo espé.uoma y Rainbow, 2005; Stewart
et al, 2013). Esto es debido, probablemente, a su muhcpara regular las
concentraciones de cationes de metales pesadae derla célula y acumular el exceso de
metal en formas no toxicas (Viarengo, 1989; Rainli20802). Esta bioacumulacion por los
invertebrados de nivel trofico inferior (como zaampdton y bivalvos), les convierte en los
animales que proporcionan el vector (alimento), egida fuente de exposicion al selenio
para los depredadores del nivel trofico superiom@ peces o aves) (Presser y Luoma,
2006).

Debido a todas estas cualidades, los bivalvos ddizados habitualmente como
bioindicadores de la contaminacion acuatica, ya biezoncentran y bioacumulan
contaminantes, como los metales traza, en sussgjigmail, 2006; Zhoet al, 2008). En

este sentido se entiende por bioconcentraciéon eleato de concentracion de una
sustancia en el organismo (o tejido especificoyedacién con la concentracién de la
sustancia a la que esta expuesto en el medio @emtte agua), y por bioacumulacion la
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cantidad de una sustancia absorbida por un orgaraspartir de agua (bioconcentracion),
asi como por la ingestién a través de la dietdaylahalacion (MERAG, 2007). Ademas,
cuando los niveles de un téxico aumentan, los mookidivalvos muestran respuestas
indicativas de estrés, que pueden medirse y relarse directamente con la naturaleza y la
cantidad de téxico presente en el medio, estasiestgs consisten en alguna manifestacion
fisiol6gica, bioquimica o de comportamiento quedmuser medible a nivel celular, del

tejido o del organismo (Chandurvelanal., 2012).

Al mismo tiempo que la capacidad de bioconcentragibioacumulacién, se debe tener en
cuenta que una vez absorbido el selenio, puedézaesd la biotransformacion del
elemento, de modo que cambia su forma quimica.lstieansformacion puede alterar sus
efectos biolégicos, dando lugar a la formacion dpeeies mas o menos téxicas o
beneficiosas. El conocimiento de esta especiacidmiqa es esencial para predecir sus
propiedades como estabilidad, movilidad, toxicigabiodisponibilidad potencial para el
organismo, ya que su actividad biolégica se ha dé&ao que depende de su especiacion
(Weekley and Harris, 2013). Igualmente, segun laurakeza de la especie quimica

existiran diferentes vias de eliminacion (desirgagion).

La acumulacion y metabolismo también estaran coanthdos, entre otros factores, por la
forma quimica en que esté presente el mineral elineénto y en el medio y, ademas, se
debe tener en cuenta, que no todos los moluscatvbs/tienen las mismas capacidades
para acumular o metabolizar los minerales presemestrando una amplia gama de
variaciones en las concentraciones de Se, inclasgistiendo en el mismo sitio (Les

al., 2006).

La mayoria de los estudios realizados en molusoasvbs se han desarrollado para
evaluar la bioacumulacion de contaminantes acugtempleandolos como especies
bioindicadoras (Wanegt al, 1996), los grupos de bivalvos mas utilizadosithabnente
son los mejillones (por ejempldlytilus edulis, M. galloprovincialis, M. californirs),
ostras (por ejemploCrassostrea virginica, Ostrea edylisy almejas (por ejemplo
Mercenaria mercenaria, Venerupis sp., Macoma bedthi(Oehlmann y Schulte-
Oehlmann, 2002). Las evaluaciones se realizan pegtionde modelos cinéticos que
requieren informacion sobre las eficiencias de ml&o desde las vias del alimento y del
agua (asimilacion fisiolégica y eficiencia de alog@m), las tasas de eliminacién de

20



Capitulo 1. Introduccién

contaminantes desde los organismos, y las tasgraeon, de ingestion y, en ocasiones,
de crecimiento, y pueden ser analizados para sivedeconcentracion del téxico en el
organismo o en tejidos bajo cualquier conjunto dadiones ambientales (Roditi y
Fisher, 1999).

La asimilacién de Se a partir de la dieta (micrag)ge han estudiado en diversas especies
bioindicadoras, como el mejillon azuMytilus eduli, la macoma balticgLimecola
balthica),la almeja american@ercenaria mercenarig)la ostra americana&fassostrea
virginica), entre otras, desarrollandose modelos biodin&gnycesultando la asimilacion,
generalmente, un proceso eficiente al 70- 90% (Fleard., 1990; Luomaet al, 1992;
Reinfelder y Fisher, 1994; Wang and Fisher, 199871 Reinfelderet al,1997; Roditi

and Fisher, 1999; Ke and Wang, 2001). Se ha dadstda influencia de la salinidad y la
temperatura sobre la bioacumulacion (Lee, 2006mbién que algunos bivalvos ingieren
selectivamente microalgas a partir de particulasuspension, y otros que no exhiben esta
alimentacion selectiva, lo que puede dar lugarteopas de acumulacion de Se diferentes

entre los bivalvos (Schlekat al, 2002).

Destaca la diferencia entre especies similares eantc a los mecanismos de
bioacumulacién para lograr una alta concentracé&metales, asi Ke y Wang (2001), al
realizar un modelo cinético para predecir las da®xposicion (fases acuosa, dietética y
sedimento) en dos especies de osti@sagsostrea rivularis ostra de Suminoe, y
Saccostrea glomeratastra australiana), observaron que en ambas ddmiexposicion a
través de la dieta alcanzando una alta concentrat®0Se, pero varidé el mecanismo de
bioacumulacion, debido a altas tasas de ingesi®rpncentracion de metales en el seston
y de absorcion desde la fase acuosa (relacionatdacalta tasa de clarificacion (Wang,
2001)), o a una lenta tasa de eliminacién en jatote

Fournieret al (2005a; 2005b; 2006) realizaron un amplio estsdiore la bioacumulacion

y el efecto del Se en la actividad ventilatoridalalmeja asiatica dulceacuic@arbicula
flumineg a partir de selenio disuelto (selenito, selenatcselenometionina), y de
microalgas, tanto sin Se como selenizadas (preestasl a las tres especies de Se). La
actividad ventilatoria dependié estrechamente desfaeciacion: SeMet inhibe, selenito
estimula y selenato no influye. SeMet disueltaluespecie mas bioacumulada a nivel de

organos, seguida de selenato y selenito, respewivie. A pesar de que los bivalvos
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mostraron diferentes comportamientos ventilatosegin las densidades de algas (sin Se)
utilizadas, no hubo evidencia de reduccion en lematacion de Se disuelto; en cambio, se
observo la existencia de una relacion entre el ti#alga selenizada que pasa a través de
las branquias y las tasas de bioacumulacion. Esigdsres demostraron que la
bioacumulacion de Se en almejas, en sus condicexpeyimentales, era proporcional a la
masa total de Se ingerida. Es decir, la bioacuririadepende de la cantidad de Se
bioacumulado en las algas, lo cual depende clar@ntenla especiacion en el medio de
exposicion y de la tasa de ventilacion del animak a su vez depende claramente de la

densidad de las algas.

En este sentido, Adam-Guillermiret al (2009) examinaron los patrones de
bioacumulacion y toxicidad del Se €h flumineaexpuesta a selenio organico disuelto,
selenometionina, con el fin de reproducir una fienesicia trofica de algas. Los resultados
fueron coincidentes con este tipo de estudios gmad, una mayor tasa de absorcion que
de depuracion sugirio que el bivalvo hace frentdtas cantidades de Se utilizando una
estrategia de detoxificacion basada en el secudsti®e, que podria implicar a granulos
celulares, ya que hubo un fuerte aumento de Sa &adcién subcelular particulada. El
selenio persiste en proteinas del citosol, reeraptiz a la metionina, y posiblemente, una
alteracion posterior de la funcion de la proteiarfa ser uno de los mecanismos de
toxicidad del Se, que podria explicar los efectagopatoldégicos observados en las

branquias.

En la literatura también se describen exposicialgebivalvos a sedimentos contaminados
con selenio, como la tellina australiafal{ina deltoidali a exposiciones de 5 y 2@ g*

de Se, que demostraron que el selenio podia senuado presentando una clara relacién
exposicidn-dosis-respuesta y, su distribucion dubaremostré un aumento del porcentaje

de selenio en la fraccion bioldgicamente detoxifecde organismos expuestos al selenio y
se asocio con los granulos y las proteinas simsilarka metalotioneina (probablemente el
Se asociado con el azufre, como mecanismo pargpimi@slo en granulos). La exposicion

al Se condujo también a un deterioro de su sistamiaxidante (Taylor y Maher, 2014)

En el caso de la almeja finR({ditapes decussafusu capacidad de bioacumulacion ha
sido estudiada en relacién a una serie de metahes son el Cd, Cu o Zn, realizandose
estudios sobre su distribucién en tejidos y a nswddcelular (Roméo y Gnassia-Barelli,
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1997), la evaluacion de efectos téxicos y bioacawiah del cadmio (Henrgt al., 1982;
1984; Figueiraet al, 2012), la respuesta del sistema antioxidantéasldranquias a la
exposicion al cobre (Geret al, 2002), el efecto de la contaminacidén por cadsoiore su
reproducciéon (Smaoui-Damat al, 2006; Ketataet al.; 2007), los efectos de la exposicion
al cadmio, cobre y/o zinc sobre la induccion deatotibneinas (Bebiannet al, 1993;
1994; 2000; Bebianno y Serafim, 1998; 2003; HamhkaHai et al.,2000; Smaoui-Damak
et al, 2004; 2009; Serafim and Bebianno, 2010), lostefedel cadmio en los perfiles de
expresion de proteinas en las branquias y la glartigestiva (Chorat al, 2009), y la
acumulacion de metales (Al, As, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Mn, Ni, Pb o Zn) y/o su
depuracién como especie de consumo (Usemd, 1997; El Nemeet al, 2012; Figueira y
Freitas, 2013), asi como de organismo bioindicatioicontaminacion (Bebianret al.,
2004; Craveet al, 2012).

En almeja fina no se han realizado estudios tokiéticos de selenio, siendo necesarios
para comprender los procesos dinamicos de absordiétribucion y eliminacion; los
mecanismos de toxicidad y tolerancia desarrollagos esta especie. Asi mismo, es
necesario estudiar su capacidad de biotransformal@dos compuestos de selenio y sus
especies quimicas, ya que es un molusco que timémportancia econdémica relevante
como recurso comercial para el consumo humana@ fE#quero como acuicola, y con un
alto valor nutricional Apartado 1.2.2 Ademas, su suplementacion con Se puede tener
efectos positivos, ya que podria modificarse laceatracién y/o la forma quimica del
mineral en sus tejidos, resultando una fuenteetktn® de especies quimicas quiza con

una biodisponibilidad y bioactividad diferentegy lo tanto, con beneficios para la salud.

1.1.4. ALIMENTOS ENRIQUECIDOS EN SELENIO

Actualmente cada vez existen mas evidencias déaqieficiencia subclinica de Se puede
causar efectos adversos para la salud y, aden&spguniveles supra-nutricionales pueden
proporcionar proteccion adicional contra diversatemnedades (Figura 1.3). En base a
estos efectos, la bajada o disminucién de la iagest estatus de Se en algunas partes del
mundo, incluidos algunos paises europeos, es udaneia, como se puede apreciar en el
trabajo realizado por Stoffaneller y Morse (2016¢ cras una amplia revision de los datos
existentes sobre grupos de poblacion en EuropaignterMedio, han concluido que la

ingesta y el estado de selenio (considerandou§0Se L' en plasma o suero la
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concentracion de selenio necesaria para optimazactividad GPx) son s-6ptimos en los
paises europeos y el Medio Oriente, coincidiendorssultados cc otros trabajos en Ic
que se destaca este problenCombset al, 2001; FernandeBafareset al, 2002;
Rayman, 2008; Flynet al., 2009; Fairweather-Taét al, 2011; Lope-Bellido y Lopez,
2013).

Concentracién selenio
en suero/plasma sanguineo

(ugSel’)
>3.200-7.500 > 3.200-7.500 pg Se L toxicidad grave-mortandad
> 490-640 Efectos secundarios relacionados con ¢l selenio; toxicidad leve
>250 Efectos secundarios relacionados con el selenio; pérdida de pelo y dermatitis

180 .. . .
Proteccién contra determinados cdnceres (incremento del riesgo de diabetes elevada,

Niveles elevados - efectos toxicos

160 presién sanguinea ¢ hipertension)
Proteccién contra determinados cdnceres y reducci6n en la mortalidad total

a 140 —
E 10 Optimizacién de la Se-proteina P (SePP), proteccién contra determinados cdnceres y
= - reduccién en la mortalidad total
5
'ﬁ 100 —
Z
“
= 80 — Optimizacion de la Glutation Peroxidasa (GPs)
<

60 Optimizacién de la Yodotironina Deiodinasas (IDIs)
Y- 40
=
et
]
< 2 , ;
X - < 20-40 g L enfermedades asociadas a la deficiencia de selenio, Keshan, Kashin-Beck,

cretinismo (con deficiencia de iodo)

Figural.3. Diferentes rangos de concentraciones lenio en sangre (suero/plasma), desde su defiai&
su toxicidad, con los efectos asociados sobre &buésmo y la salud humana (modificede Fairweather-
Taitet al. (2011 por Lopez-Bellido y Lépez (2013))

La industria alimenticia dirige parte dus esfuerzos a encontrar nuevas metodologias
modificar o promover las propiedades naturales ake productos destinados a
alimentacion humana. De esta forma surge el coacatitnento funcional” que, por st
caracteristicas beneficiosas para llud humana, se convierte en una pieza importan
la ciencia de los alimentos, considerando alimé&mgional a todo producto alimentici
natural o procesado, el cual ha sido modificado gmicién, remocién o cambio en
biodisponibilidad de algin mponente, mediante herramientas tecnolbgica
biotecnoldgicas, al que le han sido atribuidas ipdgrles benéficas para la salud mas

de los efectos generados por una nutricion adecudatsido a que pueden favore
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funciones fisiolégicas, y los sistemas nerviosopune o cardiovascular, por ejemplo, o

reducen el riesgo de adquirir ciertas enfermed@deshira y Mufioz-Ramirez, 2010).

Las evidencias de escasez de selenio expuestasanénte, asi como las propiedades del
selenio a favor de la salud humana, han permitig & Se sea incorporado y tenga un
impacto importante en la industria alimenticia attiDe esta forma se han buscado
alternativas para distribuir el mineral en la polidla, por ejemplo, los vegetales se han
enriguecido de diferentes formas, tanto mediantegsos de biofortificacion como por
adicion directa durante su procesado, como el eaciqiento de selenio en trigo (Hait
al., 2011) o en tomates (Aret al, 1995). También se han suplementado (en forma de
selenito) las dietas de animales de consumo humarsoenriquecer productos de origen
animal como la leche (Junipet al, 2006), los huevos (Paym¢ al, 2005) o la carne de
cordero (Junipeet al, 2009), pero el uso de estos piensos enrigueddosselenio en
animales también es comun para la prevencion derreaflades, incrementar la

productividad y facilitar la reproduccion (Dowesal.,, 2000).

En el caso de la acuicultura, al suplementar selenidietas para peces, tanto de fuentes
organicas como inorganicas, se han encontrado asegm variables productivas como
ganancia de peso, conversion alimenticia, consumoalimento y disminuciéon de
mortalidad en carp@€arassius auratugWanget al, 2007), pez gatéctalurus punctatus
(Wang y Lovell, 1997), lubina estriaddorone sp. (Jaramilleet al, 2008) y trucha arco
iris Oncorhynchus mykiséKicikbay et al., 2009). Ademas, se han identificado otros
efectos positivos de los suplementos de selenlasedietas de peces, como la atenuacion

del estrés oxidativo por alta densidad en la tracha iris (Kiicikbaet al, 2009).

Por tanto, es importante realizar investigacioreesuplementacion con selenio empleando
especies de importancia en la acuicultura para uavalfuentes del mineral,
biodisponibilidad, biotransformacion, efecto debgesado o protocolos de produccion.
Este tipo de producto (alimento funcional) tenddaeso a nichos de mercado especificos,
como los que existen para otros productos enridasctle origen pecuario (Vinchira y
Mufioz-Ramirez, 2010).
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1.2.LA ALMEJA FINA, Ruditapes decussatytinnaeus, 1758)

1.2.1.CARACTERISTICAS GENERALES

Los moluscos bivalvos (lamelibranquios o pelecigdd® distribuyen por todo el mundo,
con aproximadamente 15.000 especies, tanto enatgbiarinos (10.000) como en agua
dulce (5.000). Son de habitos bentdnicos y priricipate filtradoras, aunque hay especies
detritivoras, simbiontes y parasitas, estando l@greo tipos de alimentacion de bivalvos
definidos por su estructura branquial (Bagueirodéaaset al, 2007). Muchas especies de
bivalvos son importantes para el hombre como fudetalimento, por lo que tienen un
gran interés comercial (como almejas, mejillonegstras). Asi mismo, la tolerancia y
adaptabilidad de algunos bivalvos los han situamlocclos organismos preferidos en el
monitoreo de la presencia de contaminantes, cordwadores de la calidad de los

ecosistemas (Oehlmann y Schulte-Oehlmann, 2002).

1.2.1.1.Taxonomia y morfologia

Dentro de los moluscos, la almeja fiRaditapes decussatykinnaeus, 1758) tiene la

siguiente posicion taxondmica (Gofas, 2014):

- Phylum: Mollusca

- Clase: Bilvavia

- Subsclase: Heterodonta
- Superorden: Imparidentia
- Orden: Venerida

- Superfamilia: Veneroidea
- Familia: Veneridae

- GéneroRuditapes

- EspecieRuditapes decussatus

A nivel morfolégico, la almeja fina es un moluscedivo comprimido lateralmente que
posee una concha con dos valvas, cuya composiGOmagoritariamente a base de
carbonato célcico, articuladas dorsalmente porigamento (charnela) y que encierran
totalmente el cuerpo blando del animal. Las valsas similares, pero con simetria

inequilateral. La cabeza no esta diferenciadaidetgmbién estd comprimido lateralmente.
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La cavidad interna es muy espaciosa, con branguias grandes y con dos musculos
aductores de tamario similar (isomiaria) para efeige las valvas (Barnes, 1984).

1.2.1.2.Anatomia y fisiologia

La anatomia interna deuditapes decussatiBigura 1.4) se caracteriza por las siguientes
estructuras internas y sistemas, descritas a cauiibn a partir de los trabajos de Barnes
(1984), Gosling (2002), Helret al. (2006) y Hillet al (2006):

- Manto, que consiste en dos l6bulos de tejido, qgéoban completamente el cuerpo del
animal, unidos a la concha por la charnela pertiasuen los bordes. Entre el manto y los
organos internos se forma una cavidad espaciosalé&chpaleal). En la region posterior,
los I6bulos del manto se unen y se extienden le@aterior para formar los sifones (uno
inhalante y otro exhalante), que son largos, séparan toda su longitud y con tentaculos
en el extremo. La retraccién de los sifones la relomuasculo retractor del sifén, cuya
impresion en la concha corresponde al seno pattddorde del manto esta engrosado y
tiene tres pliegues, el mas interno es mas muscelamedio destaca por su funcion
sensorial y el externo, principalmente, segregacdacha. El manto también puede
controlar la entrada de agua en la camara del cpgrigiar el cierre de las valvas si fuera
necesario y, ademas, tiene una funcion respiratoria

- Mdsculos aductores. Son dos musculos de tamafidasidiimiaria, isomiaria), se
encuentran insertados cerca del margen anteriasstepor de las valvas, y cierran la
concha actuando contra el ligamento, que activaezlanismo de apertura de las valvas
cuando el musculo se relaja.

- Pie. Es una estructura muscular bien desarrolktl®mda en la base de la masa visceral,
que utiliza para excavar y enterrarse en el sostsajetarse y desplazarse.

- Branquias. Son 6rganos grandes en forma de lamirgase utilizan para la respiracion
y para filtrar el alimento que transporta el addiay dos pares de branquias a cada lado del

cuerpo.
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Glandula digestiva
0 hepatopéancreas

Estémago

Intestino Corazén Nefridio
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Figura 1.4. Anatomia interna de la almeja fi(Ruditapes decussajudModificado de Gosling (2002)).

- Aparato digestivo. El alimento que transporta elaade la cavidad paleal es retenido
por el mucus que secreta el manto y las branqyidss cilios de estas estructuras lo
dirigen hacia los palpos labiales, que rodean talydfacilitan la introduccion del alimento
dentro de ella. Desde la boca, en el extremo anteel animal, a través de un corto
esofago, llega al estbmago, rodeado por la glantigkstiva o hepatopancreas, un érgano
voluminoso de color oscuro, donde se produce unmgplaga serie de procesos. Presenta el
estilete cristalino (tallo gelatinoso, sintetizgglor el saco del estilete), en cada digestion
crece dentro del saco del estilo y atraviesa ercatel estbmago hasta alcanzar la pared
anterior del estbmago, introduce las hebras quéeram el alimento en el interior del
estdmago y lo fragmenta mecanicamente y por adad®us enzimas digestivas (digestion
extracelular). Los cilios del estomago trasladanakimento hacia los diverticulos
digestivos (tubos ramificados de fondo ciego), @omd incorporan a las células que los
tapizan, por endocitosis, y en ellas se produalidestion intracelular y la absorcion, los
restos no vuelven al estbmago y continlan haciate$tino, el cual termina en el ano,
cerca del musculo aductor posterior. Cuando lascpéas son rechazadas inicialmente por
los palpos son eliminadas como “pseudoheces”.

- Aparato circulatorio. Es simple, con circulacioneata. El corazén esta envuelto en una
cavidad pericardica, con dos auriculas y un varltrid.a hemolinfa es bombeada a través
de las arterias, que se ramifican a lo largo de&rmpy y desembocan en los senos
lagunares, desde los cuales la hemolinfa es lleadda rifiones para su purificacién y se
devuelve al corazén a través de las branquiasnarto donde se re-oxigena.

- Aparato respiratorio: La branquia tiene una estmactcompleja, con un aumento

adicional de la superficie respecto a otros bivalgracias al desarrollo en sus laminas de

28



Capitulo 1. Introduccién

pliegues y crestas. Su elevada superficie, asi snatundante provision de hemolinfa, la
hacen adecuada para el intercambio de gases, ldecpaoduce a medida que el agua se
mueve dorsalmente por las branquias. El intercamés@oso también puede realizarse en
la superficie del manto.

- Aparato urogenital. Es una especie dioica, conrfgacion externa, y sin dimorfismo
sexual, por lo que la determinacion del sexo dedmerdse por examen microscopico o
durante la liberacion de gametos. Las gonadas motesa asas intestinales, siendo su
estructura difusa en el estado de reposo sexusd, guee envuelve toda la glandula
digestiva, ocupando una gran parte del cuerpoaetpbdca de puesta. El sistema renal,
dificil de observar, esta constituido por un panédgidios que purifican la hemolinfa.

- Sistema nervioso. Es bilateral y se compone dep@ess de ganglios y dos pares de
cordones nerviosos largos. Los dos ganglios cepédurales supraesofagicos poseen
ambos un cordon nervioso posterior que inerva lasevas y conecta con un par de
ganglios viscerales y otro cordon mas ventral queevia el pie y conecta con un par de

ganglios pedales.

1.2.1.3.Distribucién y habitat

La almeja fina se distribuye por el Atlantico ote&ndesde Noruega hasta Senegal, y a lo
largo de la cuenca Mediterrdnea alcanzando el dett®lar Rojo (Poutiers, 1987). (Figura
1.5)

Figura 1.5. Distribucion geografica de la almeja fina

(Computer generated distribution mapsRuditapes decussat@gn-reviewed).
www.agquamaps.org Data sources: GBIF OBIS, versigkug. 2013)
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Su hébitat son las aguas someras de la zona inaiha submareal. Habita fondos de
arena limpia, areno-fangosa o mezclada con casdagosimeja suele aparecer en lugares
abrigados o semiabrigados y poco profundos: bak#&sarios, desembocaduras de rios,
asi como en lagunas litorales comunicadas con el (Rayo, 1986). Los sifones les
permiten vivir enterradas hasta 15-20 cm. de puitlad y soportar mejor los periodos de
desecacion de la bajamar y las bajadas de salitide@, 2005).

1.2.2.LOS MOLUSCOS BIVALVOS EN LA ALIMENTACION HUMANA

La moluscos bivalvos en la alimentacion humanaetieimportancia por su alto valor
nutricional, debido a su composicion bioquimicatdaa nivel proximal (proteinas, lipidos
y carbohidratos), como a nivel de nutrientes esdesi que el metabolismo humano no
puede sintetizar o los sintetiza en cantidad icgrite (aminoacidos, acidos grasos
altamente insaturados (HUFA), vitaminas y antiorida) (Farias, 2008). Esta
composicién bioquimica dependera de las condicioaemientales en las que se
desarrollen los individuos, por lo que se vera tafte por multiples factores; entre ellos
podemos destacar la época del afio (Urretiaal, 2001; Pardeshi, 2015), la zona
geografica (Ahret al, 2000), la gametogénesis (Optaal, 2004), la profundidad (Freites
et al, 2002) y las variaciones en su dieta (Faria@120

Existen multiples tablas de composicion de alimerfrtegaet al 2004; MAGRAMA,
2012; Moreiraset al, 2016), y aunque entre ellas podemos encontienredcias debidas a
los factores expuestos anteriormente, nos puedmomionar unos valores estimados de

la composicion de los bivalvos (Tabla 1.3):
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Tabla 1.3 Composicién de los moluscos bivalvos (MAGRAMA WBACO-CECOPESCA, 2012)

Nutrientes Declaraciones Nutricionales

Proteinas Alto contenido de proteinas

Bajo contenido de grasas saturadas
Grasas . o
Alto contenido de acidos grasos omega-3

Fuente de tiamina

Fuente o alto contenido de riboflavina
Fuente de niacina

Vitaminas

Alto contenido de vitamina B12

Fuente de calcio

Alto contenido de cobre

Fuente o alto contenido de fosforo
Alto contenido de hierro

1.
. Fuente de magnesio
Minerales

Fuente o alto contenido de manganleso
Fuente de potasio
Alto contenido de selenio

Fuente o alto contenido de yoldo
Fuente de zinc
! Declaracién nutricional no aplicable a todas kseeies del grupo

Nota: Declaracién nutricional: cualquier declaracifue afirme, sugiera o de a entender que un alinpErsee
propiedades nutricionales benéficas especificasnmiivo del aporte energético (valor cal6rico).

Se debe resaltar también que los bivalvos son woalemte fuente de proteinas, el
contenido proteico de los adultos es alrededor48¢l % del peso seco, mientras los
lipidos son el 5,6 % y los carbohidratos el 15 %e&®@t al, 2004), siendo sus lipidos de
alto valor nutricional, ya que el contenido de stdeol es inferior al 5 % del total, mientras
gue los contenidos de fosfolipidos pueden llegsgradel 27 %, similar a los triglicéridos,

que alcanzan al 32 % de los lipidos totales (Fa2{2@3).

1.2.3.LA PRODUCCION DE MOLUSCOS BIVALVOS

Las especies 0 grupos de especies producidaspmasi la composicion por especies del
abastecimiento para el consumo humano, varian sefj@ontinente, los paises y las
regiones. Esto es debido a una amplia gama deréactmmo son la disponibilidad y el
coste del pescado, la accesibilidad de los recupessjueros en sus aguas, la renta
disponible y los factores socioecondmicos y culegialas tradiciones y los hébitos

alimentarios, los gustos, la demanda, las estagidne precios, la comercializacion, la
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infraestructura y los servicios de comunicacion @xR016). Por estas mismas razones,
también hay entre ellos una importante diferennidoereferente a la cantidad y variedad

consumidger capita

Los moluscos bivalvos han sido consumidos por elbdre desde hace 164.000 afios, como
lo han revelado los restos que se han encontradasetuevas y abrigos habitados en la
prehistoria (Marean, 2010), siendo ademas de loBepps grupos de especies que se
cultivaron, hallandose documentados cultivos asia& hacia el afio 460 a. C. en China
(Ranson, 1951).

Al mismo tiempo, los moluscos bivalvos son imporardesde el punto de vista del medio
ambiente y de la seguridad alimentaria, ya queespecies animales que se alimentan por
filtracion (“no alimentadas”) y el propio Subcomaé Acuicultura del Comité de Pesca de
la FAO (COFI) ha recomendado, que la Iniciativareoél crecimiento azul (iniciativa
intersectorial para promover la utilizacion sodténiy la conservacion de los recursos
acuaticos renovables de manera econdmica, soaialbyentalmente responsable) “(.s9
centrase no solo en las estrategias encaminadasiacir las repercusiones negativas de
la acuicultura, sino también en potenciar al maxilo® efectos positivos de la acuicultura
en el medio ambiente a través de, por ejemploukivo de moluscos bivalvos y algas
(FAO, 2015).

Actualmente, los moluscos son un recurso econdimportante en un contexto mundial
(Gaspar, 2012). Los bivalvos suponen el 8,3 % dadduccion global (196 millones de
toneladas entre pesca y acuicultura), y el 16%adedduccion acuicola, representada en
esta Ultima con 86 especies de bivalvos, lo quersigl 15% del total de especies o
grupos de especies que se cultivan o se han @aotirAO, 2015; 2016).

La produccién mundial de moluscos bivalvos ha deecde forma sostenida con una tasa
media anual de 6,5 % en el periodo comprendide &ri83 y 2014, pasando de casi un
millén de toneladas en 1950 a unos 16,3 millonegeudeladas en 2014 (Figural.6).
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Figura 1.6.Evolucion de la producciéon mundial de moluscos lbs (FAO, 2016)

El mayor productor de bivalvos es China, con 12améds de toneladas en 2014, cinco
veces mayor que la del resto del mundo. En Euragadduccion de moluscos bivalvos
sumo 823.712 toneladas ese mismo afo (Figuraliefjda el principal pais productor

Espafa con el 28,4 %, seguido de Francia e It&mO( 2016). Estos tres paises
representaron en el afio 2013 algo mas del 78 %otlde la produccion europea de
moluscos de acuicultura. Aunque esta producciéiicalzuha experimentado desde 1999
una disminucién en la cuantia de su cosecha (d482@ 623.269 t), su valor econdémico,
sin embargo, se ha ido incrementado hasta loslastualores (1.180 millones de euros)
(APROMAR, 2016).
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Figura 1.7.Evolucién de la produccién total (linea continuajeyla produccién acuicola (linea discontinua)
de moluscos bivalvos en Europa y Espafa, como plomendviles de 5 afios para atenuar oscilaciones
(datos: FAO, 2016)

En Espafia, la acuicultura del mejilléon tuvo en 2@149,1 % de la produccion total de
moluscos, le siguieron en produccion las ostrag4el5 %) y las almejas (el 5,75 %). En
cuanto al valor econémico en primera venta, la peown de mejillén fue de casi 117,5

millones de euros, y le siguieron la producciorabieeja con 8 millones de euros, con tres
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especies cultivadas: fina, babosa y japonesa, gskaas con 4,2 millones de euros, con dos
especies: plana y japonesa (APROMAR, 2016).

En Andalucia, en 2014, es también el mejillén eigypal bivalvo de cultivo, con un valor
econdémico en primera venta de 697.142 euros, 86%3del valor total de los bivalvos, y
el segundo grupo en importancia serian las almejas,suponen el 18,31 % con dos
especies cultivadas, japoneRaditapes philippinaruny fina RuditapesdecussatusEl
97% de estas almejas de cultivo se producen enviuebn un valor econémico en
primera venta de 164.370 euros y una producci@B8ds23 kg (CAPDER, 2016).

1.3.PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES DE ACUMULACION
DE METALES EN MATRICES BIOLOGICAS

1.3.1.BIOENSAYOS DE EXPOSICION A METALES

Los estudios de exposicion de un organismo a unegl® toxico, vienen determinados
por la evaluaciéon de los procesos de bioacumulabi@transformacion y bioeliminaciéon
del elemento implicados en el organismo. El praoeshiito mas empleado para realizar
esta evaluacion son los bioensayos, que consisteangayos realizados en organismos
(uniespecificos) en condiciones controladas. Gipmws de procedimientos empleados son
los microcosmos (ensayo de toxicidad multiespeaxifiealizado en condiciones
controladas de laboratorio) y los mesocosmos (ensdy toxicidad multiespecifico

realizado en condiciones controladas en campo).

Los bioensayos de toxicidad en moluscos habituaknese realizan en sistemas
experimentales con volimenes de agua pequefio8JIL), con agua artificial o natural
filtrada, dulce o salada, dependiendo del organisomoel que se realiza el ensayo, y segun
los cambios de agua que se realizan durante lcsrigxgntos se clasifican en renovables
(un porcentaje del volumen de agua cada 24 - 48b)flujo continuo y estaticos.
Previamente al experimento, los individuos necesapara el ensayo se recolectan, se
limpian y se mantienen en tanques con agua, aireacintinua y alimento durante 1 - 4
semanas para aclimatarlos a las condiciones delyenEChanduverlaret al, 2012,
Falfushynskaet al, 2013; Pouikt al, 2015; Velezt al, 2016).
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La toxificacion se puede llevar a cabo con dissirdapecies quimicas del elemento, tanto
inorganicas como organicas, asi como con radiosorfd®topos radioactivos). Los
factores clave que determinan en la toxificaciorefpuesta de un organismo al toxico son
la via de exposicidn, el nivel de exposicion y l@ation de la exposicion. La via de
exposicién puede ser el agua, el alimento o elnsattio. El nivel de exposicién y la
duracién suelen ir ligados, siendo los estudioddagla corto plazo (hasta 96 horas o 1
semana) los que emplean altas concentracionedetieér®to que pueden potencialmente
agotar la capacidad del organismo para regularclemalacion del toxico y/o inducir
mecanismos de defensa para sobrevivir pero qubaplemente, no son indicativos de la
mayoria de las exposiciones naturales. Sin embaigestudio de las respuestas a la
toxicidad aguda ofrece una vision general de losamiemos de toxicidad y/o defensa. Por
el contrario, las exposiciones crénicas o subcemi@ partir de 1 mes) pueden ser mas
representativas de una exposicion ambiental yaeeggamen de las respuestas durante un
periodo mas largo, a una menor concentracion des&ipn, esclarece los mecanismos
que permiten al organismo adaptarse y responder prdsencia de un contaminante

metalico, como los elementos traza (Naimo, 1995).

La exposicion aguda o cronica al toxico puedenaradafios o efectos fisioldgicos en los
organismos asi como dafios morfologicos, y frecneemée presentan evidencias de estrés.
Los parametros para estudiar estos efectos son ddalidad, que puede incluir
concentracion letal (LC50), concentracion del téxgoe provoca la muerte del 50% de los
individuos, o la dosis letal (LD50), cantidad d&tito que provoca la muerte en el 50% de
los individuos (Howeet al, 2014; Gissiet al, 2016); la bioacumulacion (a nivel del
organismo completo, de tejidos y/o de la distribocsubcelular) y depuracion, con el
desarrollo de su toxicocinética (Poeilal, 2015; Velezt al, 2016; Hédouiret al.,2017);

los efectos histopatoldgicos (Yaaglu et al.,2016; Baqueiret al, 2007); los pardmetros
bioquimicos, enzimaticos y fisiologicos (Neuber@smwiak et al, 2007; Freitaset al,
2012; Taylor y Maher, 2014; Vollaret al, 2015; Kowalczyk-Peckat al, 2017) y sobre
la expresion génica (Taylet al, 2014; Zhangt al,, 2016).

Las respuestas fisiologicas al estrés en los lmgaleomo las tasas de aclaramiento,
filtracion, respiracion, alimentacion o las interi@nes de antioxidantes y enzimas
defensivas, proporcionan informacion valiosa sdédrmeondicion de los organismos (Baird
et al, 2007; Pascoet al, 2009)). La inhibicion de la tasa de aclaramienta actividad de
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algunas enzimas redox y la produccién de peréxidosidrogeno pueden usarse como un
indicador sensible de la exposicién a los contantés ya que podria detectar los efectos
del estrés a niveles mas bajos que la tasa delidadaindicando estos efectos sub-letales
que se estan dando en condiciones toxicas (McLoughbl, 2000; Neuberger-Cywiadt

al., 2007; Melvin y Wilson, 2013; Zhaat al, 2014; Martinez-Haret al, 2016).

1.3.2.CINETICA DE LA BIOACUMULACION

El modelo toxicocinético de un metal describe ct@intamente los procesos de
absorcion, distribucion, biotransformacion y exayacen funcion del tiempo. Algunas
veces son denominados modelos metabdlicos, y pusdetarnos de una manera general
a entender la aparicion de los efectos adverso®srganismos por los compuestos
quimicos. Estos modelos pueden ser de gran valguegoroporcionan un medio para

calcular las relaciones dosis-respuesta esperbttiey ¢t al, 2015).

El factor de bioconcentracion es el parametro ntifigado para evaluar la capacidad de
acumulacion de un contaminante por organismos \jVeadaet al, 1998). El factor de
bioconcentracion (BCF) es el grado de concentraciénuna sustancia téxica en un
organismo acuatico, y se calcula como el cocienteeda concentracion maxima de la
sustancia testada en el organismo y la concentrage la misma en el medio de
exposicion, alcanzado el estado estacionario. howifes de bioacumulacion (BAF) son
una medida de la absorcion combinada desde todasids de exposicion. Dada la
importancia de la dieta como via de absorcion @énso en todos los organismos
consumidores, los BAF son de mayor relevancia que BCF para evaluar la
bioacumulacion de selenio. Por supuesto, para doduptores primarios, los BCFs son
indicadores relevantes de la bioacumulacion poejuegua es la Unica via de absorcion
para el selenio (Environment Canada and Health d2arz915).

En el modelo cinético que trata la acumulacion dataminantes como un proceso
fisiologico de primer orden (Wang y Fisher, 19983, parametros fisioldgicos especificos
de metales pueden medirse experimentalmente y luegyporarse para predecir las
concentraciones de metales en los animales. El Img#gmeralmente asume condiciones

de estado estacionario, pero también puede a@igars estudiar la acumulacion de metal
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en condiciones no estacionarias resultantes deal@sciones temporales de la entrada de
metal en el cuerpo de agua (Wang y Fisher, 1999).

El modelo para la bioconcentracion del toxico desldagua se podria expresar como un
balance entre la absorcion y la eliminacion delmmois es decir, entre el organismo
acuatico y el selenio presente el medio (Luoma inliRav, 2005), este modelo sigue una

cinética de primer orden de dos compartimentosrsigécuacion (1):
dCorg/dt = (K1 + Cw)— (K2 - Corg) (1)

Donde Gg es la concentracion del toxico en el organismiidd), C es su concentracion
en el agua (g 1), k; es la constante de la velocidad de absorciénéa@d desde el agua
(L Kg* dia') y ko es la constante de la velocidad de eliminaciénodganismo (did).
Cuando la concentracion del téxico en el agua gesgion se mantiene constante durante
el periodo de exposicion (t) e integrandose la @dual, la variacion en el organismo

podria describirse por la siguiente ecuacion (2):
Corg= (’;_12) Co- (1_e-k2t) (2)

Cuando se alcanza el estado estacionario, ambasrtoaciones seran constantes durante
el tiempo de exposicion y se alcanza el equilibpor lo tanto de la ecuacion 1

obtendriamos:

k
dCorg/ dt = O Corgz (k_l) " CW

El factor de bioconcentracion (BCF) se puede catatdmo: BCF = %

2

Los modelos biodindmicos simplificados actualedieap ambos caminos de acumulacion
de metales, tanto desde el agua como desde losnatimld En un modelo de primer orden,
la absorcion desde las dos fuentes se determinaanslomla tasa de absorcion
unidireccional desde aguai®,) y la tasa de absorcidén unidireccional desde lioseatos

(K4Cq), se podria expresar por la ecuacion (3):

dCorg/ dt =(k1 * Cw + ka * Ca) (k2 * Corg) 3)
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Donde G es la concentracién de la sustancia quimica dreta (g/Kg), k es la constante

de la tasa de absorcién del especie quimico dastieth (Kg Kg' dia)

En el estado estacionario obtendriamos el factbiakcumulacion (BAF):

Corg

BAF = —[k+k Cd] k
=T, " 1 d(C—w)/z

Pero la acumulacion de un toxico por un organismicaimente a partir de la dieta se

expresa como un balance de masas entre su cappei@adcumularla y eliminarla:
Corg = (kd - Cd) - (kZ - Corg)

El modelo también sigue una cinética de primer mrdeintervienen dos parametros
fisiol6gicos: la tasa de ingestion a través deiddad IR, (cantidad ingerida por unidad de
tiempo) y la eficiencia de asimilacion, AE, (framcitotal de sustancia retenida en el

organismo) que se pueden obtener durante los enbaym condiciones controladas:

kq = AE x IR

Corg

AE = [— X 100
(Corg + Checes)

_ (Corg + Checes)

IR=—"—"7"7—"—
Corg " PSorg " t

DondeCheces €S la concentracion del toxico retenida en lage$iePgrc €s el peso seco

del organismo y t, es el tiempo de exposicion@kt

Por otro lado, la fase de depuracion, donde la €weeo, puede ajustarse a una ecuacion

cinética de primer orden (Barret al, 1990), reduciéndose la ecuacién (1) a:
dCorg/dt = —(KZ ) Corg)
Que podemos expresarlo como:

Ct = Co . e_th
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Donde Gy G, son las concentraciones de Se (mg S&)Kgtiempo t y 0 (inicio de la
eliminacién), respectivamente,, és la constante de velocidad de depuracion bi@dgic

se puede calcular la vida media de eliminacigg) @ partir de:

n2

ti2 = k_z

O un modelo exponencial de doble componente:
Ct — COs e—kes-t + COl e—kel-t

Donde Gs Yy Co1 son las concentraciones de Se (mg S&)Kag tiempo cero para una
componte de vida media corta (s) y una de vida ankdga (I), and kes la constante de

velocidad de depuracién biolégica (dja

Se ha demostrado que los estudios toxicocinétionsesenciales para realizar modelos
reales de la acumulacion de metales en organiseuiieos (Reinfeldeet al, 1998;
Wang y Fisher, 1999).

Ademas, los efectos bioldgicos del estrés ambieatabeneral, y de la exposicién a los
contaminantes, en particular, son medibles en vamiveles de organizacion biolégica
(desde el nivel molecular al ecosistema), el ordeouencial de respuestas al estrés
contaminante dentro de un sistema biolégico seesepta en la Figura 1.8 (van der Gaist
al., 2003; Taylor, 2009).

Molecular
Sefiales de biomarcador
temprano Subcelular (organulos)
(répido)
Celular
Tejidos

Exposicién a

! Sistémico (6rganos)
contaminantes

Organismo
Poblacion
Efectos masardios )
(lento) Comunidad
Ecosistema

Figura 1.8 Representacion esquematica del orden secuenciedspeiestas al estrés toxico dentro de un
sistema biolégico. Modificado de Bayatal, (1985) por Taylor (2009)
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Un elemento absorbido por un organismo se disteélaudiferentes tejidos y el analisis de
los niveles de bioacumulacién en estos, reflejaraacles afecta la exposicion, a corto o
largo plazo, lo que dependera del tiempo de redendel elemento y de la especiacion en
ese tejido (Klaassen, 2001; van der Gasdl, 2003; Polettinet al, 2015). Por lo tanto, la

diferente cinética de absorcién del téxico poridies érganos se interpreta como el
resultado de la actividad fisiol6gica especificacdda 6rgano. El uso mas importante de
estos modelos cinéticos es el calculo de la corexaah en el 6rgano critico (es decir, el
organo mas sensible) bajo diversas condiciones xj®sgion, mientras que las

concentraciones de metales en otros 6rganos @sgjicbporcionan una indicacion de los

efectos adversos (Eldet al, 2015).

Por otra parte, la separacion subcelular de metiesmvertebrados acuéticos refleja el
procedimiento interno que ocurre durante la acuonade metales y puede proporcionar
informacion sobre la toxicidad y tolerancia delangmo a esos metales (Roesijadi, 1980;
Jenkins y Mason, 1988; Klerks y Bartholomew, 199Dy, lo que es necesario estudiar la
dinamica de su acumulacién a nivel subcelular, ya tps efectos fisioldgicos y la
toxicidad de los metales traza dependen fuertenamteu localizacion intracelular y su

union a organulos y ligandos.

Las mitocondrias son el objetivo intracelular clpaga la toxicidad del metal, ya que son
muy sensibles a las exposiciones de metales (SakoR004). Otros compartimentos
intracelulares clave implicados en la acumulaciénmtales traza, son los lisosomas y el
citoplasma. Los lisosomas son un organulo impcetant los moluscos porque en él se
secuestran los metales, especialmente en los dejid hepatopancreas (ricos en
lisosomas) (Marigomeet al., 2002). Los metales acumulados pueden ser incatpsran
granulos insolubles derivados de lisosomas y sera@@nados intracelularmente o
excretados desde la célula y, por lo tanto, datadbs. En el citoplasma, las
metalotioneinas, que son proteinas de enlace owtAtias en cisteina, de bajo peso
molecular, constituyen otro importante mecanismadetexificacion que puede servir para
minimizar la disponibilidad de iones metalicos emponentes citosdélicos (Sokoloea
al., 2005).
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Por lo tanto, las manifestaciones de toxicidadesabpueden coincidir con los cambios en
la separacién subcelular, particularmente, enretede detoxificacién de metales (Brown
y Parsons, 1978; Sandetsal.,1983).

1.3.3.TECNICAS ANALITICAS PARA DETERMINACION DE SELENIO.
TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS BIOLOGICAS.

En un organismo expuesto al selenio hay que tenecuenta tanto su capacidad de
acumulacion, determinando su contenido total dens®l como que una vez absorbido
puede realizarse la biotransformacion del elemetaogdo lugar a la formacién de distintas
especies quimicas. La especiacion quimica ha sfiaida, en forma general, como el
proceso de identificacion y cuantificacion de lasrfas quimicas de un mismo elemento
en una muestra dada (Hlavay, 2004). Las difergmmsiedades quimicas de los distintos
grados de oxidacion son de importancia fundameudeh sus caracteristicas téxicas o
beneficiosas, por ello es de gran interés el comeato de las diferentes especies

quimicas, y no solo el contenido total del elemé@@mean, 1995).

1.3.3.1.Determinacion de Se total

Las bajas concentraciones de selenio (i) gue normalmente se dan en muestras
bioldgicas requieren técnicas analiticas sensipla®cisas, que ademas eviten la pérdida

de compuestos volatiles de selenio durante el pooce

Aparte del analisis de activacion de neutrones (NAAle fluorescencia de rayos X, la
mayoria de los métodos analiticos se basan egéstdin acida, previa a la determinacion
del contenido total de selenio. Este procedimigntede realizarse en vasos abiertos, que
involucran el calentamiento de la muestras en oatgoeriodos largos (las mezclas mas
comunmente utilizadas son HNBE,0,, HNOy/H,SO/HCIO;, y HNOy/HCIO,) 0 en
sistemas cerrados, donde la descomposicion puetizaree bajo temperatura y presion
elevadas, que reducen significativamente el tiengaligestion, como en los recipientes
de digestiébn acida (reactores) calentados con omdas, que permiten una rapida
digestiéon (10-20 min) de la mayoria de las muedti@li®gicas usando sélo HNQ H,Oo,

y ademas, se elimina el riesgo de pérdida de ekomemlatiies (Kastenmayer, 1997;
ATSDR, 2003)

41



Bioacumulacién de distintas especies de selenio y sus efectos en organismos marinos

El selenio se puede cuantificar a partir de mutipos de técnicas, como la espectrometria
de absorcion atémica (AAS), de emisidon atomica (AES fluorescencia atébmica (AFS),
de masas (MS), asi como plasma acoplado inductivendCP-AES e ICP-MS,
cromatografia de gases (GC) y analisis de actimacisando neutrones o protones
(ATSDR, 2003; Alexander, 2015).

1.3.3.2.Especiacion de selenio

El selenio esta presente en las muestras biologicasnentos a concentraciones muy
bajas (excepto en algunos alimentos selenizadosy ¢ta Se-levadura) y se distribuye en
una amplia variedad de especies de selenio. Ranto, las especies de selenio deben ser:

1) extraidas cuantitativamente de la matriz smigar la forma de la especie original,
2) separadas las especies e
3) identificadas inequivocamente y cuantificadasectamente.

Uno de los principales problemas para evaluar kctéud es la falta de estandares de

selenocompuestos disponibles y de materiales deerefia certificados.

El selenio en muestras bioldgicas y alimentos sesemta principalmente como
selenoaminoacidos, incorporados o0 no a proteirem$iberacion de estos de las proteinas
puede realizarse por hidrélisis acida, basica anstica, siendo esta Ultima la mas

habitual para la extraccion de selenoaminoaciddasimuestras.

El método de hidrdlisis enzimatica para la extraicale especies de selenio en muestras
biologicas permite extracciones en condiciones mautdes de temperatura (37 °C) y pH
(7,0), evitando la degradacion de la especie aigims enzimas proteoliticas: proteinasa
K (Kannakumaratlet al, 2002; Vonderheidet al,, 2002), subtilisina (Morenet al, 2004;
Quijanoet al, 2000), pepsina (Dernoviet al, 2002; Stefanka&t al, 2001) y proteasa
(Larsenet al, 2003; Uderet al, 2004) o una mezcla de enzimas proteoliticas €psat y
lipasa), se han aplicado ampliamente en una gmaedeal de muestras para extraccion de
selenoaminocidos incorporados a proteinas mediamtgura de los enlaces peptidicos.
Por el contrario, para la extraccion de aminoacidas proteinicos

(selenometilselenocisteinayeglutamilselenometilselenocisteina), la eficieneg similar
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se use 0 no la extraccibn enzimatica (Montes-Bagbral, 2006). EI empleo del
procedimiento de extraccién secuencial mediantadizion de reactivos extractantes
secuencialmente es una herramienta util para md@reomprensiéon de como y dénde
esta presente el selenio en las muestras; por kgjesepha utilizado para digestiones
gastrointestinal in vitro (Luteret al, 1987), digestion gastrica (pepsina) y digestio
gastrointestinal (el residuo resultante de la @ntee trata con una mezcla de pancreatina
y amilasa). Ademas, con el fin de disminuir el fiende tratamiento de la muestra, se han
realizado distintas propuestas: el uso de la sarttasonica durante la incubacion
enziméatica, que ha permitido reducir el tiempotdehmiento de la muestra desde 24-48h
a minutos, ya que favorece el contacto entre lasm&s y los componentes celulares
(Capeloet al, 2004); o la extraccion con liquidos presurizafdisE), técnica que se ha
aplicado para el estafio y el arsénico a partir diices biologicas, pero muy poco para el
selenio (las especies de selenio se extrajeroniuies da partir de muestras de levadura
utilizando una mezcla de agua:metanol (Gomez-Agiz, 2004).

Una vez que las especies han sido aisladas detla aheben ser separadas, identificadas y
cuantificadas. El éxito de la especiacion depemdéod factores: la selectividad (fiabilidad
de determinar la especie adecuada) y la sensibilidabe coincidir con el nivel de los
analitos en las muestras). En el andlisis de esgéai se utilizan técnicas hifenadas que
permiten identificar y cuantificar las especiesvitliales en tiempo real, combinando una
potente técnica de separacion con un detectomeatt@mente sensible (Pedrero y Madrid,
2009).

Las técnicas utilizadas para la separacion dedpscees de selenio en los extractos de

muestras biolégicas y alimentos son:

- La cromatografia liquida de alta resolucion (HPIleD) los modos de intercambio
ionico (Larseret al, 2001; Morencet al, 2001), par iénico de fase reversa (Zhehgl,
2003; Uderet al., 2004), vesicular (Ipolyiet al, 2001), exclusién por tamafio (Onning y
Bergdahl, 1999) y quiral (Ponce de Legtral, 2000), siendo el modo de par i6nico el que

consigue separar un mayor numero de especies.

- La electroforesis capilar (CE). Para las de espedaicas basta emplear un

electrolito, por ejemplo, una disolucion reguladdea fosfato (Albertet al, 1995). Sin
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embargo, para la resolucion de mezclas mas corapligaoxoaniones de selenio y
selenoaminoacidos (como SeMet y SeCys) es necavaddicar el flujo electrosmotico
con surfactantes catidnicos, como bromuro de getédtiiamonio (CTAB) (Zhenget al.,
2000), bromuro de trimetiltetradecilamonio (TTABAI§ert et al, 1995), hidroxido de
trimetiltetradecilamonio (TTAOH) (Gilon y Potin-Gaer, 1996) o fosfato de
hexadeciltrietilamonio (HDTA) (Hageget al., 1997), o con surfactantes (SDS)By
ciclodextrinagSuttonet al.,2000)

- La cromatografia de gases (GC) para la especiat@Boéoompuestos de selenio no
volatiles. Este meétodo necesita una reaccion devalizacion para convertir los
selenoaminoacidos a compuestos volatiles. N(O,iBabquil ester ha sido usado como
derivado de selenoaminoacidos (Peldeal, 2000), para ello estos derivados se forman en
dos etapas: la esterificacion del grupo carboxiic@lo con un alcohol, seguido por la
aciliacion del grupo amino con un anhidro. Alguibroformatos (Haberhauer-Troyet
al., 2003; Kahakachchiat al, 2004) han sido utilizados también como reactivos
derivatizantes para aminoacidos obteniéndose elr @$(O,S)-alquiloxycarbonil-alquil

éster en una simple reaccion.

Los sistemas de deteccion que se emplean en crgratitoliquida son los basados en la
absorcion atomica de llama (FAA@Jaranhacet al, 2011), la electrotérmica (ET-AAS)
(Marval-Leonet al, 2012), la fluorescencia atomica (AFS) (SanchedeRet al., 2016),

la emision atdmica con plasma de acoplamiento IddUdCP-AES) (Yinet al, 2016) y la
espectrometria de masas con fuente de ionizacigiagena (ICP-MS) (Jagtap y Maher,
2015) y de ionizacion con electrospray (EI-MS) (abal, 2011). Estos sistemas suelen
ser suficientemente sensibles y selectivos, progaaado los mejores limites de deteccion
la ICP-MS (ng ). En general, la sensibilidad y la selectividagpseden mejorar con la
derivatizacién de las especies de selenio a hidierselenio (HG) previa a la deteccién
mediante FAAS (Cabral de Linet al.,2013; Altunay y Glrkan, 2016), AFS (Taapal,
2005), ICP-AES (Qitet al, 2007) o ICP-MS (Forrest al, 2009). Sin embargo, son la
espectrometria de masas con la ionizacion de etgeay (ES-MS) (Leet al, 2012) y la
espectrometria de masas de desorcidn/ionizacioniantedlaser asistida por matriz
(MALDI) (Jayasinghe y Caruso, 20113s que permiten investigar de forma mas directa la

estructura de los compuestos de selenio. Con Imatografia de gases se utilizan el
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detector fotométrico de llama (FID) (Elgueet al, 2013), la emision atdbmica (AED)
(Amoakoet al, 2009) o la espectrometria de masas (MS) (Guadayd, 2016).
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Capitulo 2. Objetivos

El objetivo general de la presente Tesis Doctoral estudiar la acumulacién,
biotransformacion y eliminaciébn de compuestos dieeng® en organismos marinos,
tomando como especie modelo almeja fiRaditapes decussaiy los efectos segun las
estrategias de administracion de estos. Estagezgtra se han basado en factores como el
tiempo de exposicion (a corto y largo plazo), lpeege de selenio (inorganica y organica)
y la forma de administracion (via agua y alimentoditintas concentraciones).

Para alcanzar este objetivo general se han est#dbles siguientes objetivos especificos:

1. Estudiar la acumulacién, biotransformacion ynaliacion del selenito a través del medio

acuatico en el rango de concentraciones compreditle 250 y 1000 pg Sé'L

2. Estudiar la acumulacion, biotransformacion ynelacion de la selenometionina a través

del medio acuético en el rango de concentracionempeEndido entre 5y 50 pg S&.L

3. Estudiar la acumulacién, biotransformaciéon y melacion de Ia
selenometilselenocisteina a través del medio amudn el rango de concentraciones
comprendido entre 250 y 1000 pg Sk L

4. Estudiar la acumulacién, biotransformacion ynaiacion de las distintas especies del
selenio aportadas a través del alimento (microaldss) en el rango de concentracién

comprendido entre 0 y 4,37 pg SeKg

En el desarrollo de los objetivos especificos Ha siecesario:

» Evaluar los efectos fisioldgicos y la mortalidacdhnm efectos subletales y

letales, respecto a las concentraciones de sedarims individuos.

» Determinar la concentracion de selenio total y esgen en el cuerpo blando

completo, en los tejidos de la almeja fina y erflasciones subcelulares.
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Capitulo 3. Material y Métodos

3.1.DISENO EXPERIMENTAL

3.1.1.CULTIVOS DE ALMEJA FINA ( Ruditapes decussatys

3.1.1.1.Condiciones del cultivo

Las almejas fueron obtenidas de forma manual ebhdosos naturales de rio Carreras (Isla
Cristina, Huelva) y se recibieron en el IFAPA Cemgua del Pino (El Rompido-Huelva)
en menos de 18 horas. Se recibieron dos lotesdidadnos de tallas entre 30 y 41 mm de
longitud (n=750; »=2270), con longitudes y peso iniciales de 32,51+@m y 7,50+1,76

g; 33,37+2,29 mm y 8,20+1,69 g (media + desvia@étandar), respectivamente. Previo a
su muestreo, las almejas fueron lavadas mecéanitaroen agua de mar para eliminar los

epibiontes y el fango adherido a sus valvas.

Los experimentos de acumulacién se llevaron a @bda empresa Salinas del Astur
(Punta Umbria), dentro del Paraje Natural Marismelk Odiel. Los ejemplares fueron
aclimatados durante una semana a las condiciohsgstiama experimental, en tanques (65
L) con agua de mar en circuito cerrado y renovadd@ria del 100 % del agua. El
abastecimiento de agua se realizaba por medio @kepdsito de polipropileno de 10°m
(Figura 3.1), en el que se almacenaba y decantalbigua de mar durante dos semanas,
realizandose un filtrado previo a su uso (filtro Helsa de 10 pm) (33,4+2 %o).
Previamente a la experimentacion se determindraerdracion de selenio en dicho agua
de mar, no detectandose niveles del mismo. Durahteultivo se mantuvo aireacion
continua en los tanques, por medio de aireadotdEl(# air pump 200, GmbH & Co. KG
Deizisau, Alemania), para asegurar una buena meectédgas y de saturacion de oxigeno

y mantener la funcidn respiratoria de las almejas.

Después del periodo de aclimatacién, los individueson divididos en lotes al azar (85
almejas por grupo) y se ubicaron en tanques de & dapacidad, 2 almejas Lcon agua

de mar natural filtrada en el caso del control yadelotes expuestos a Se en la dieta y con
agua de mar filtrada tratada con selenio en eb r@stlos tratamientos. Se realizaron dos

réplicas por cada condicion experimental.
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Figura 3.1 Depdsitos para la decantacion y almacenaje d& dg mar para los cultivos.

Los ensayos preliminares de acumulacion se llevarcabo en el IFAPA Centro Agua del
Pino (EI Rompido-Huelva). Las almejas empleadadisgibuyeron en lotes al azar (60
almejas por grupo) y se mantuvieron en tanquesatiésper (40 L) con agua de mar
(filtrada por arena y cartucho de 50 um) en ciccuierrado, aireacion continua vy

renovacion completa diariamente (Figura 3.2).

Figura 3.2. Tanques para el cultivo de almeja, A(65L) yB 4

Durante los experimentos de acumulacion se mométarn y mantuvieron varios
parametros de calidad del agua en estos rangos; @4 oxigeno disuelto 95%; nitratos <
14,9 mg L%, nitritos < 6,8 mg L}, amonio < 3,8 mg ty fosfatos < 1,5 mg £
(cromatografo ionico Metrohm 883 Basic IC plus, isaun, Suiza). Asi mismo, diariamente
se retiraban los individuos muertos durante lasribde limpieza y renovacién de agua,
considerdndose almeja muerta aquella que mostiasnea del cierre de las valvas en
respuesta refleja a un estimulo mecénico cuandeelaas permanecian abiertas (Narvaez
et al, 2005). Las almejas fueron alimentadas una \azamana, coincidiendo con el dia
de muestreo, con la microaldsochrysis galbanalon T-Iso liofilizada, con una racion

equivalente a un 4 % del peso seco de la carneadalnheja. Previamente a su
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administracion, el alga liofilizada (0,02 g de noigiga por almeja) fue homogeneizad

resuspendida y, a continuacion, incorada en los cultivos (Figura 3.3)

Figura 3.3. Alga liofilizada y resuspendida previamente administracior

Por dltimo, en los ensayos de depuracién (elimérgcilos individuosse situaron en
tanques de poliéster (40 L) con sustrato de a> 200 um) y con agua de mar (filtrada
arena y cartucho de 50 uen circuito abierto (flujo 1 L mif) y alimentacién diaria co
una mezcla de microalgas vivas, principalmenteelgseces Isochrysissp, Chaetoceros
sp., Tetraselmis sueci¢aPavlova luthel, Skeletonema costatufiujo de 30 ml mir?)
(Figura 3.4).

Figura 3.4. Tanques con sustrato de arena para la depuracitas démejas (40 | en circuito abierto y co
alimentacion continua.

A continuacion se muestran las condiciones de lstintbs cultivos experimentals

realizados (Tabla 3.1).
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Tabla 3.1.Condiciones durante los cultivos experimentaledofes absolutos o media + desviacion estandar)

- . ENSAYOS
Condiciones Experimentales — e —
Preliminar Toxificacion de Se Eliminacion de Se
Periodo de los ensayos Abril-Mayo Diciembre-Abril ebFero-Abril
Fotoperiodo natural (horas de luz) 13-14 10-13 311
Parametros Temperatura (°C) 19+1 12+3 16+1
medidos al inicio  salinidad (%o) 36 33+2 36
y al f|r_1al de cada oH 8401 718
cambio :
O, disuelto (%) 931 95
Volumen tanque (L) 45 65 45
. 30 (Arena);
Volumen exposicion (L) 30 40 12 (Lamina superficial de agua)
Talla ind. (mm) 32,51+21 33,40+2,24 33,56+2,30
Pesoind. (g) 7,50+1,76 8,22+1,67 8,17+1,63
N° total almejas / lote 755 2620 96
N° concentraciones de Se testadas 3 18 4
N° de replicados 3 2 1
Individuos por tratamiento 60 60 26
Volumen por almeja 0,5 0,5 1-2
Alimentacion 4% del peso seco almeja 4% del peso seco almeja Mezcla de microalgas (vivas)
como Tiso liof./semana como Tiso liof./semana en continuo
Aireacion continua continua -
Agqua de cultivo Agua de mar decantaday Agua de mar decantada y Agua de mar decantada y
9 filtrada (arena y 5@um) filtrada (1Qum) filtrada (arena y 5@um)
Sistema de cultivo Circuito cerrado, Circuito cerrado, Circuito abierto, flujo continuo
renovable (100% en 24h) renovable (100% en 24h) (1 L min?) y sustrato de arena
Duracién (dias) 21 60-120 60
Mortalidad* Mortalidad Mortalidad
Variables estudiadas . Acumulacion Eliminacion
Acumulacion . ;
Estrés Enterramiento

(Mortalidad*: la muerte se determina por ausenelecirre de las valvas ante el estimulo mecarmcb; individuo; liof.: liofilizada)
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3.1.1.2.Acumulacién de selenio

» Exposicion al Se a través del medio acuatico (@fpa)

Se realizé un ensayo preliminar para analizaapacidad de la almeja fina para acumular
selenio, asi como el efecto en su mortalidad. Sedeson dos especies de selenio
inorganicas, selenito y selenato, disueltas en,a@@0 pg Se 1), y se mantuvo un

tratamiento control sin adicion de selenio (Tab®.3

Tabla 3.2.Especies de selenio y concentraciones en el emsaljiminar

Concentraciéon

Especies de Se nominal
(ug Se )
Control Sin selenio -
Selenito de sodio - Se(lV) 500

Se inorganico
Selenato - Se(VI) 500

El experimento se realiz6 en circuito cerrado cenovacion del agua del 100%
diariamente, con las condiciones de cultivo ex@sesh elTabla 3.1de este capitulo, y

con tres réplicas por cada tratamiento.

A partir de este ensayo preliminar se disefiaroxperimentos de acumulacion via agua,
decidiendo, en base a los resultados obtenidoC@gitulo 4. - Ensayos preliminanes$as
concentraciones de las especies de selenio aautiéigi como retirar del estudio el Se(VI)

y afladir la selenometilselenocisteina (SeMetSeCys).

La concentracion media de selenio en el agua desenastima <lhg L™ en ausencia de
fuentes directas de Se (Cutter y Bruland, 1984k gitlan habitualmente en el rango de 1-
10 ug L™ en aguas bajo el impacto de alguna fuente ex{gewyénica o antropogénica),
aunque ocasionalmente puede exceder los Q™" e incluso alcanzar, en efluentes
industriales, y en circunstancias excepcionale8) 18 L™ (Ralstonet al, 2008). En base

a estas concentraciones que se pueden encontehnedio natural, se seleccionaron dos
dosis de selenio ambiental, 5 y 2@ L™ para incorporarlas a los experimentos de
acumulacion a través del medio acuatico con selegiademas, realizar sobre ellas un

estudio mas amplio de estrés oxidativo.
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Las caracteristicas de los distintos tratamientitizados en los experimentos se exponen a
continuacion (Tabla 3.3):

Tabla 3.3.Especies de selenio y concentraciones en el enlsataxicidad

Concentracion

Especies de Se nominal de Se
(ug L
Control Sin selenio 0
Se inorganico  Selenito de sodio - (Se(lV)) 5- 260 - 500- 750 - 1000
Selenometionina - (SeMet) 5-10-25-50

Se orgéanicas ) o
Selenometilselenocisteina - (SeMetSeCys) 5-8-2

Todos los compuestos quimicos y reactivos utilisagara las disoluciones de selenio
fueron de la mayor pureza disponible en el mer¢aeloApartado 3.5.1

La adicién del selenio se realizé partiendo deld@ones acuosas (stocks), preparadas
segun elApartado 3.5.1a partir de reactivos solidos disueltos en unmein de agua Milli-

Q. Se prepararon, a partir de esta disolucions attarmedias para obtener concentraciones
en las que siempre hubiera que afadir 10 ml des¢dudion al agua de mar de los tanques
para obtener las concentraciones finales de cu#6-1000 pg Setpara Se(lVv), 500 pg
Se L para Se(VI), 5-50 pg Se'lpara SeMet y 5-25 g S& para SeMetSeCys).

» Exposicion al Se a través de la dieta (via alimsnt
La microalga utilizada como alimento flsochrysis galbana&lon T-Iso liofilizada.

Se realiz6 un ensayo preliminar para estudiar lanatacion de selenio pdsochrysis
galbanaclon T-Iso a partir de dos especies inorganicalengo y selenato. Se realizo el
ensayo en erlenmeyers de 2 litros utilizando 1agla de mar esterilizada y se prepar6 un
in6culo delsochrysis galbanalon T-Iso cuatro dias antes de comenzar la expes. El
cultivo se inicio con una adicion de 300 ml deldnl® de la microalga en el agua
esterilizada, medio nutritivo F/2 (Guillard, 197%)alicuotas de distintas disoluciones de
selenio. Se contrastaron dos concentraciones plar €specie de selenio, Se(lV) y Se(VI),
50 y 500 pg Se Ly el control sin selenidt.os cultivos se realizaron con iluminacién de luz
blanca y temperatura constantes (19+2 °C) y adeamn aporte de GOLa experiencia se
realizo por triplicado. Se tomaron alicuotas pameoetrol de la densidad microalgal y de la

concentracion de selenio inicial en el agua en cexade los erlenmeyers, este Ultimo se
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centrifugd y el agua se analizé por ICP-MS). Pasteente, se tomd una muestra a los
cuatro y a los ocho dias para determinar el sekmiel agua y contar el nimero de células.
El experimento finaliz6 a los ocho dias, se cemgdf el agua para recoger todas las
microalgas. Se congelaron a -80°C vy se liofiliztetminandose en las distintas muestras el

selenio total y la especiacion de los compuestasidaio.

A partir de los resultados obtenidos se encargardduccion de alga, tanto enriquecida
con selenio (500 pgtde selenito) como sin enriquecer, asi como silitacion, a la
empresa Fitoplancton Marino S.L. (Cadiz). Al armlizos niveles de selenio en las
microalgas elaboradas por esta empresa obtuvin@83 Jyg Se § alga liofilizada y
109,247 pg Sebalga enriquecida liofilizada.

Los tratamientos consistieron en diferentes poggesitde alga enriquecida con selenio en
la dieta de las almejas durante 60 dias. En laiesitpi tabla se muestran las dietas
empleadas (Tabla 3.4).

Tabla 3.4.Dietas corlsochrysis galbanalon T-Iso enriquecida con selenio

% de alga enriquecida

Fuente de selenio .
en la dieta

Isochrysis galbanalon T-Iso
_ ) ) 0- 25-50-75-100
enriquecida con Se (Se-Tiso)

» Protocolo de exposicion

El procedimiento consistia en renovar diariamemhtmedio de cultivo con agua de mar
limpia previa a la limpieza de los tanques, asi @oestablecer de nuevo las condiciones
experimentales en cada tratamiento para mantenas woncentraciones del metal

relativamente constantes.

Periodicidad de las condiciones de toxicidad

En los experimentos de exposicion a traves del,dgsaalmejas fueron sometidas a las
concentraciones de selenio durante periodos dasadinsecutivos sin alimentacion, tras

los cuales tuvieron un dia de reposo sin selegmnyalimentaciéon normal.

En los experimentos de exposicion a través deleslimy a las almejas se les suministro

diariamente la microalga enriquecida con selenio.
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3.1.1.3.Eliminacion del selenio (depuracion)

De cada especie de selenio utilizada en el ensayacdmulacion, a los 60 dias de
exposicion, se trasladaron los individuos de unaugeconcentraciones (Tiso 100; Se(IV)
500; SeMet 10; SeMetSeCys 5) a un sistema de #jerto con sustrato de arena para
estudiar la eliminacion del selenio, manteniéndelagste sistema durante un mes bajo las

condiciones que se muestran efddla 3.1

3.2.METODOLOGIA DE MUESTREO

3.2.1.PERIODICIDAD

Se realiz6 un muestreo inicial de las almejas amtes comenzar el ensayo vy,

posteriormente, de cada tratamiento y segun alliesturealizar, los siguientes muestreos:

- Acumulacion de selenio: 0, 2, 4, 7, 14, 21, 30y/&0120 dias de exposicion
Estudio enzimatico: 0, 7, 14, 30, 45 y/o 60 diasxj@sicion
Estudio tasas de aclaramiento: 0, 7, 14, 28, 6A30odias de exposicion

- Estudio subcelular: 0, 14, 21, 30 y/o 60 dias gmsicion
(Tiso 100, Se(lV) 500, SeMet 10 y SeMetSeCys 10)

- Depuracién del selenio: 0, 4, 7, 14, 30 y/o 60 diesde el inicio de la eliminacion
(Tiso 100; Se(IV) 500; SeMet 10; SeMetSeCys 5)

3.2.2.VARIACION DE LAS CONDICIONES EN EL CULTIVO

En los cultivos de acumulacion, para evitar la lplesinfluencia de la disminucion de la
densidad de almejas tras los muestreos, se fueemantio el volumen de agua vy la
alimentacion por almeja constante, es decir, serddaciendo el volumen de agua y la

cantidad de alimento total a lo largo de los meestr
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3.2.3.ACUMULACION Y ELIMINACION (DEPURACION)

3.2.3.1.Agua de cultivo

En el experimento de acumulacién se midieron la&eatraciones iniciales y finales de
selenio en el agua en cada renovacion para detmrmimivel de exposicién, realizando

cada medida por triplicado.

3.2.3.2.Almejas

En el experimento de acumulacion, en cada muestecogieron las almejas de cada
tratamiento (n=5-15) al azar, se lavaron con agelandr limpia, y los individuos se
midieron (longitud antero-posterior) y pesaron (péesco total). En la depuracion, las
almejas se muestrearon del mismo modo, estanddlitag@ el nimero de individuos

muestreados a la mortalidad.

Se recogieron dos tipos de muestras de almeja:

» Cuerpo blando completo

Las almejas (n=4) se abrieron, se escurrio el agaavalvar sobre un papel absorbente v,
posteriormente, se extrajo el cuerpo blando obteloige el peso fresco de la concha y el
peso fresco del cuerpo. Las valvas se desechalarpgrte blanda completa se congel6
individualmente a -20°C hasta su liofilizacién (fii@ador LyoAlfa, Telstar®) y posterior

analisis.
» Tejidos

Las almejas (n=4-10) fueron diseccionadas con mistuextraido el cuerpo blando,
separandose los tejidos en 5 partes: branquiagtdgmcreas, manto, pie y resto de
visceras (Figura 3.5), manteniendo durante todwadeso de muestreo los individuos y
las muestras en frio (bafio con hielo picado). Sampe estos 6rganos individualmente y
se congelaron en tubos Eppendorf a -80 °C hastafilizacion (excepto las muestras

necesarias para los estudios enzimaticos y subceluposterior analisis.
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Figura 3.5. Anatomia interna de la almeja fiRuditapes decussatusgista lateral sin la valva derecha (B:
branquia; G: génada; H: hepatopancreas; M: Mantu; ilisculo aductor; P: Pie; S: sifopes

3.3.PARAMETROS ESTUDIADOS

3.3.1.ACUMULACION Y ELIMINACION DE SELENIO

3.3.1.1.Selenio total

Determinacién del selenio total en el medio deivmlten el alimento (microalga
Isochrysis galbanalon T-Iso) y en las almejas, tanto en el cueometo como en los
tejidos de las almejas diseccionadas y a nivelaulzg.

Una vez realizada la determinacion de selenioosgparo la concentracion en el cuerpo
completo con la suma de las concentraciones edististos 6rganos de las almejas, no
detectandose diferencias significativas (ANOVA, 8YCen ningun caso de los distintos

tratamientos. La ecuacion usada para dicha suma &iguiente:
Ctejido = 0106' (;ie + 0,56 'Qnanto"' 0711 Qisceras‘*‘ 0717 Garanquias"’ 01 08 (I;epatopéncreas

Siendo los coeficientes, la proporcion (tanto poo)ude cada tejido sobre el total de la
almeja, los cuales fueron obtenidos a partir demlagstreos biométricos realizados a las
almejas a lo largo de todos los ensayos, en lokesis® determind el peso del cuerpo
completo de la almeja y el peso de cada uno dejio®s (peso himedo y peso seco), y las

Ctejidor Cpies Cmanto, Cuisceras Cobranquias  Chepatopancreas SON las  concentraciones de selenio

expresado en mg Se Kgn base seca.

Ademas, en cada especie de selenio incorporade@stdel medio acuatico o de la dieta,

se correlaciond la concentracion de selenio emllagjas respecto a la concentracion del
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selenio en el medio de cultivo respecto al tiempal fde la dosis que primero alcanza el
100% de mortalidad.

3.3.1.2.Especies de selenio

Determinacién de compuestos de selenio en el alon@nicroalgalsochrysis galbana
clon T-Iso), y en las almejas: en el cuerpo conoplein los tejidos de las almejas

diseccionadas y a nivel subcelular.
3.3.1.3.Cinética de acumulacién y depuracion de selenio

» Bioconcentracion de selenio desde el agua

Se aplicé un modelo cinético de primer orden de cmwpartimentos a los datos de
acumulacion de selenio por la almeja (Luoma y Ranb2005), en los que la
bioacumulacion de selenio en la almeja (individompleto u 6rgano (&), mg Kgh) se
expreso, teniendo en cuenta que la concentraciéSeden el agua (C mg L) de
exposicion se mantuvo constante durante el pemadexposicion y que la concentracion

en la almeja en t=0 es cero, como:

Corg= (k_2> - (1-€72)

k; es la constante de la velocidad de absorciénaliei® desde el agua (L Ralida?) y ko
es la constante de la velocidad de eliminaciénodghnismo (did). Tanto k como k se
estimaron mediante andlisis de regresion no liceal el método de calculo simplex y
cuasi-Newton. Cuando se alcanza el estado estaicipr@anbas concentraciones seran
constantes durante el tiempo de exposicion y snadcel equilibrio, entonces se puede

calcular el factor de bioconcentracion (BCF) conpk

Se utilizé una prueba t de comparacion simple (p05) para comparar las constantes de
tasa de absorcion y tasa de eliminacion. Se usoregr@sion lineal para analizar la

relacion entre la concentracion de selenio enltasjas y el tiempo de exposicion

> Bioconcentracion de selenio desde la dieta
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La acumulacion de selenio por la almeja a partitaddieta se puede describir con una
cinética de primer orden (Reinfeldaral, 1998; Wang, 2002; Conover, 1966):

dCorg/ dt :(AE * IR ‘ Cf()od) - (ke + g). Corg

Donde Gq es la concentracion de selenio en el cuerpo devlaja (1g d, en peso seco), t
es el tiempo de exposicion (dias)eEconcentracion de selenio en el alimento (i g
AE es la eficiencia de absorcion (%),

Cfood - Checes
1- Checes) X Cfood

AE=[( ]XlOO

IR (g dia" g') es la relacién de la ingesta calculada como lecidn de clarificacion
multiplicada por la concentracién del alimentg,d$ la constante de depuracion ®Qiag

es la tasa de crecimiento (dfaCheces €S la concentracion del toxico retenida en lage

En el estado estacionario obtendriamos el facttrathsferencia tréfica (TTF):

» Depuracion del selenio

La depuracion se ajustdé a un modelo exponencialnrdeolo componente (1), donde la

concentracion del agua es cerg&0), descrito por la ecuacion:
Co= Co -e k2t (1)

Donde Gy G, son las concentraciones de Se (mg S&)kan el tiempo t y O de la
depuracién, respectivamente, yds la constante de la velocidad de depuracionalgl
de ks se determind mediante una regresion lineal demoisicuadrados de In C frente a t,

y se puede calcular la vida media de eliminacigy) & partir de:

In2
tig = —
1/2 P

O a un modelo exponencial de doble componenteal€2)rito por la ecuacion:
Ce= Cos.e(—Kes-t) + COI_e(—Kel-t) (2)
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Donde Gs Yy Co1 son las concentraciones de Se (mg S&)Kag tiempo cero para una
componte de vida media corta (s) y una de vida ankdga (l), and kes la constante de

velocidad de depuracién biolégica (dja

3.3.2.MORTALIDAD

Se registrd la mortalidad tanto en los cultivosademulacién como en los de eliminacion,
considerandose almeja muerta, aquella que mostgénaia del cierre de las valvas en
respuesta refleja a un estimulo mecanico. Los itddos muertos fueron contados y

retirados de los tanques inmediatamente.

3.3.3.PARAMETROS FISIOLOGICOS

Para evaluar la condicion fisiolégica de las alme@urante el experimento de

acumulacion, se realizaron las mediciones de {pgesites parametros:

3.3.3.1.Tasa de aclaramiento

La tasa de aclaramiento (TA) es el volumen de agualimpia de particulas una almeja
por unidad de tiempo (Gosling002).

La tasa de aclaramiento se cuantificd a los 04728 y 60 dias de exposicion colocando
dos grupos de 10 almejas en vasos de plastico ldeo% que contenian agua de mar
aireada y 36 células [fLde Isochrysis galbanauna baja concentracién de algas para
impedir la produccion de pseudoheces (Foster-Srifi5). Un recipiente sin almejas
actuaba como un control, para corregir el error gigision celular del fitoplancton. A
partir de los 15 minutos, se tomaron 10 ml de adgianar a intervalos de 30 minutos

durante 3 h de cada tanque, tomando 3 réplicaadtelote.

El agua se analiz6 en un contador de particulaal{@€cCounter Multisizer Ill, Beckman
Coulter Inc, Brea, CA, USA) equipado con un tubabertura de 100 um y ajustado para
contar particulas entre 2,5 yifh de diametro. La tasa de aclaramiento (TA; lahimal®)

se calculé mediante la ecuacién (Coughlan, 1969):

CR=(V/t-n)-In(€/C)
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Donde V es el volumen del agua (5 L), n el nimezoabinejas (10), t el intervalo de
tiempo (0,5 h), €y G, la densidad celular corresponde a la concentraciémal y al final

de cada incremento de tiempo, respectivamente.qGieal pequefio cambio en las
concentraciones celulares del control, debido diV&sion celular o sedimentacion, se

restan de las tasas experimentales.

3.3.3.2. Actividad enziméatica

Las concentraciones de proteinas, sustratos yidauies de enzimas relacionados con el
estrés oxidativo en tejidos de almeja se llevaramalzo mediante espectrofotometria con
kits comerciales adaptados a moluscos y a micraplaegun lo descrito por Torretsal
(2002) y Bebianno y Barreira (2009). Fueron medidasactividades enzimaticas de la
glutation S-transferasa (GST, EC 2.5.1.18), glataperoxidasa (GPx, EC 1.11.1.9) y
glutation peroxidasa Se-dependiente (Se-GPx); laxmacion lipidica (LPO); y las
concentraciones de glutation reducido (GSSG), tyiutaoxidado (GSH) y proteinas

totales.

Para la determinaciéon espectrofotométrica de tedtiss parametros se usaron microplacas
de 96 pocillos con fondo plano (VWR Internationd5A) y un lector de placas Tecan
Sunrise (TECAN, Salzburgo, Austria,) con el sofwevaspecifico Magellan v2.5 para

Windows.

» Preparacion de los extractos

Homogeneizado para enzimas GST, GPx y GPx-Se

El hepatopancreas y la branquia de almeja se harieagen con sonda de ultrasonidos
(VibraCell VC-300, Sonics & Materials Inc., NewtowfCT), USA), a partir de 2
individuos (140-600 mg de hepatopancreas y 370-t#§de branquia), en frio (0-4 °C), a
una relacion 1:4 masa del pool de tejido/volumetbdéer” de extraccion.

El “buffer” de extraccion para las preparacionegir@aticas estuvo compuesto de Tris-
HCI (hidroxymetilamina) 20 mM (Prolabo, 55), EDTAdjdo etilendiamino-tetraacético) 1
mM (Sigma ED2SS), sucrosa 0,5 mM (Fluka 84100), Keldruro de potasio) 0,15 M
(Sigma P5405), DDT (ditiotreitol) 1 mM (Sigma D0§32nrasado a 100 mL con agua
Milli-Q.
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El homogenizado resultante fue centrifugado inmc&ite a 500 g durante 15 minutos a 4
°C en una centrifuga refrigerada (Eppendorf 541BRpendorf Ibérica, Madrid). El
sobrenadante obtenido fue nuevamente centrifugad®®@ g durante 45 minutos a 4 °C.

El sobrenadante final fue la muestra a analizar.
Homogeneizado para LPO y proteinas:

El hepatopancreas y la branquia de la almeja segenizaron, individualmente (20-130
mg), en frio (0-4 °C), a una relacién 1/10 masdejido/volumen de PBS 100 mM (PBS
tablets, Gibco, Life Technologies, CA, USA) y sedid la disolucién antioxidante (0,5
M) a una relacion 10:1 masa de tejido/volumen dgosdante. Posteriormente, se
centrifugd a 3000 g, 10 minutos a 4 °C en una ifagt refrigerada. El sobrenadante final

se utilizo para medir tanto proteinas como LPO.

La disolucion antioxidante (0,5 M) estuvo compugste una mezcla de BHT (Sigma
1378) y acetonitrilo (Sigma 34967) (1:11, m/v), qgecentrifugd a 3000 g, 3 minutos a 4
°C en una centrifuga refrigerada para evitar pgoegé precipitado.

» Analisis enziméaticos
Glutation peroxidasdc-GPx, EC 1.11.1.9).

La actividad enzimatica se determiné mediante inBkoxytech GPx-340, que realiza
una medida indirecta de la actividad de c-GPx. I&atjon oxidado (GSSG), producido
por reduccion de un perdxido organico por c-GPxgsstuido a su estado reducido por la
enzima glutation reductasa (GR). La oxidacién deDRA a NADP+ esta acompafiada de
una disminucién de la absorbancia a 340 nm (ceefiei de extincion 6220 Mcm™),
proporcionando un medio espectrofotométrico paraitowzar la actividad de la enzima
GPx.

Se utilizé un kit de control (Bioxytech Cellular @@thione Peroxidase Control), que
permitié evaluar el rendimiento del ensayo, evallaarrecuperacion de la actividad
enzimética en las muestras y normalizar la actiVioheedida con GPx. Realizandose un
estandar paralelo a las muestras con el controldB&ixlo en TRIS-HCI y EDTA.
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Para el ensayo c-GPx, se afiade el homogeneizadejidel (15 pL) a una disolucién que
contiene glutation, glutation reductasa y NADPH. teaccion enzimatica se inicia
afladiendo el sustrato, hidroperoxido de terc-bugise registra la absorbancia a 340
durante 3 minutos, cada 30 segundos (la tasa dandision de absorbancia 340 nm es
directamente proporcional a la actividad GPx enmlaestra). Posteriormente, y tras
calcular la tasa neta de la muestra sustrayénaldésa observada para un blanco (agua), se
trasforman los resultados A340 mide la muestra en NADPH consumido (nmol ™in
mL™) usando la siguiente relacién: 1 mU/mL = 1 nmolD&#H min* mL™* = (A340 min?)
0,00622".

Los resultados fueron expresados en unidades dedadten la muestra original por ml
(mU mL?Y). El rango de ensayo con este protocolo es 0,0851% A340 miff, esto

corresponde a aproximadamente 5,6 a 24 mtdelactividad enzimatica.
Glutation peroxidasa-Sg-GPx, EC 1.11.1.9)

La actividad se determind con los mismo kits y grotos que en la GPx, pero utilizando
un nuevo sustrato: KiPO/K,HPQ, 65 mM (Sigma P-5655); azida de sodio (NalN mM
(Sigma S-8032); perdxido de hidrogena@) 2 mM (Sigma S-216763) y agua Milli-Q.
Por lo tanto, en el ensayo c-GPx, se aflade el hemeagpdo del tejido (15 pL) a una
disolucién que contiene glutation, glutation redsety NADPH, y la reaccién enzimética
se inicia afadiendo el nuevo sustrato para GPx-Se yegistra la absorbancia a 340

durante 3 minutos, cada 30 segundos.
Glutation-S-TransferaséGST, EC 2.5.1.18)

La reaccion catalizada por GST entre GSH y el atsstde GST, CDNB (1-cloro-2,4-
dinitrobenceno) produce un dinitrofenil tioéter quexde detectarse por espectrofotometria
a 340 nm, por lo que la actividad enzimética serddahd siguiendo el descenso de la
concentracion de este complejo GS-DNB (el coefteigte extincion de GS-DNB a 340

nm es 9,6 mM' cm®), por medio del kiBioVision GST Colorimetric Assay

La mezcla en la microplaca (en la misma proporcféa)un control positivo de GST, un
control negativo (tampon de ensayo GST), homogadeimuestra (50 pL), glutation
(GSH tamponado) y sustrato CDNB tamponado con disdtoxido (DMSO) (1:9, v/v).
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Se realizé la lectura a 340 nm cada minuto duramhénutos (el limite de deteccién del kit
empleado fue 1 mU ny.

Peroxidacion lipidicgLPO)

La peroxidacion de lipidos se estimé con el kitdgtech LPO-586, que se basa en la
reaccion de un reactivo cromoégeno, N-metil-2-fewlitil (1), con malondialdehido (MDA)

y 4-hidroxialquenales a 45°C. Una molécula de MD4Axlidroxialquenales reacciona con
2 moléculas del cromégeno (1) para producir un ofono estable con absorbancia

méaxima a 586 nm.

Se prepar6 una disolucién de malondialdehido cocetab(TMOP) (20uM), ya que el
malondialdehido no es estable, y esta forma apetde hidrolizarse durante la etapa de
incubacion acida a 45°C, generando MDA. A partired&a disolucion, se prepararon las

concentraciones para realizar una curva estandar.

Se prepararon ademas dos reactivos necesarioggtargrocedimiento: Reactivo 1 (R1),
una mezcla de N-metil-2-fenilindol en acetonitgionetanol (3:1, v/v); y Reactivo 2 (R2):

acido metanosulfonico 15,4 M.

A una alicuota del homogeneizado de la muestrau{§Gse le afiadié R1 (195 pL) y R2
(45 pL), se agitd e incubo a 45°C durante 60 mist€tiormente, estas muestras turbias se
centrifugaron para obtener un sobrenadante claB®O@ g, 10 min a temperatura
ambiente). Los sobrenadantes finales se transiiriarla celda de la microplaca para su
medicion a 586 nm, con un blanco constituido pao$olos reactivos a excepciéon del
extracto y con los estandares (6 por duplicado$. resultados son expresados en nmol de

MDA por mg de proteinas (el limite de deteccionideémpleado fue 0,1 nM mt).

» Determinacion de proteinas totales

Ya que algunas actividades enzimaticas se deteromn@&specto a la concentracion de
proteinas en tejido, se realizd la cuantificaciénptdoteinas mediante el kit de proteinas
QCA Total Protein Kit (QCA Analytics, Barcelonajydado en el método desarrollado por
Peters (1968), con albumina de suero bovino coitémeéar. Este procedimiento se basa en

que en disolucion alcalina, las proteinas formamlos iones Cli (reactivo de Biuret) un
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complejo coloreado, de gran estabilidad (minimo ®ra$) y cuantificable

espectrofotométricamente.

A una alicuota del homogeneizado de la muestrau[2Ge le afiadio el reactivo de Biuret
gue incluye el kit (1 mL), y ademas se afiadié amdxdb (1 mL del reactivo de Biuret) en la
microplaca y un estandar (1 mL del reactivo de @&iyr 20 puL del estdndar del kit), se
agitd y se mantuvo 10 min a temperatura ambiert€8°C), realizandose posteriormente

la lectura a 540 nm.

3.3.3.3.Enterramiento

La tasa de enterramiento (TE50) es el tiempo ef@eequerido para que el 50% de la
poblacion testada se haya enterrado completam&htensayo se realiz6 durante el
experimento de eliminacion de selenio (depuraciér)colocaron los individuos en la
superficie del sedimento y el nimero de almejasreadas se registré durante 0-8 h a
intervalos de 60 min y, posteriormente, a las ¥,35 y 48 h. Después este registro se

realizo diariamente hasta el final del ensayo.

3.4. PROCEDIMIENTO DE SEPARACION SUBCELULAR

La distribucion subcelular de los tejidos se exa@m@n branquias y hepatopancreas usando
un procedimiento adaptado de Taylor y Maher (2012b¥ tejidos diseccionados se
colocaron en viales de polipropileno, se congelayoalmacenaron a -80°C hasta su

procesamiento.

Previamente al procesado de las muestras se realishsayo para establecer un medio
homogeneizador adecuado para llevar a cabo las@@arsubcelular, ensayandolo tanto
en branquias como en hepatopancreas. Para ellegatied una prueba con almejas
cultivadas con 50 pg Se'Lde SeMet durante siete dias y distintos medios
homogeneizadores descritos por Bonnetial (2005), Solokovat al (2005) y Taylor y
Maher (2012 b): Hepes con inhibidor de proteinapds sin inhibidor de proteinas y Tris-
HCI, siendo Hepes y Tris disoluciones tampon (Siddaaich), en una relacion 1:5 para

todos y para Tris-HCI se utiliz6 ademas una refadi@.
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Una vez realizada la separacién subcelular, sigoieh procedimiento de Taylor y Maher
(2012 b) descrito més adelante, se determind efrdasiones de las mitocondrias y los
lisosomas, tanto la actividad enzimatica del adiolsfatasa (CS0740, Sigma-Aldrich)
como del citocromo ¢ oxidasa (kits Citocromo ¢ asia CYTOCOX1, Sigma), que residen

en los lisosomas y en las membranas mitocondrigspectivamente.

Posteriormente, a las fracciones obtenidas y anurestra de las almejas (cuerpo completo
liofilizado), se les realiz6 la especiacion y ldedlminacion de la concentracion de SeMet,
mediante hidrdlisis enzimatica, derivatizacion ySEBTD-GC-MS (ver enApartado

3.5.2.), para ver si afectaba el medio homogeneizados adsultados de la especiacion

de selenio,

Ademas, se realiz6 un ensayo tomando como varidiggstos tiempos y revoluciones en
la ultracentrifigacion (15 y 30 min a 5650 rpm; £330 min a 11300 rpm), a partir de
almejas homogeneizadas con Hepes con inhibidorategsa, con el objetivo de mejorar
la separacion en la fraccion de los lisosomas, u@ ltpbian aparecido mitocondrias en

todos los medios homogeneizadores estudiados.

Una vez definido el protocolo de homogeneizaci@,cemenzé el procesado de las
muestras. El tejido se descongelé (en bafio de)hjelse cortd con tijeras en trozos
pequefos. Se pesaron, aproximadamente 0,35 = Od# kyanquia y 0,16 + 0,06 g de
hepatopancreas (peso humedo) por muestra, en tamsgdm 5 (v/iw) de medio
homogeneizador con inhibidor de proteasa (30 mM EEP62,5 mM NaCl, 62,5 mM
KCI, 250 mM sucrosa, 5mM Mggl 0,1 mM fenilsulfonilfluoruro, 1 mM -
mercaptoetanol enrasado a 100 ml con agua Milli-Q).

Los tejidos se homogeneizaron (en bafio de hielahds un homogeneizador (IKA®

Ultra-turrax-T10, Labortechnick) equipado con umaramienta de dispersion (S10-UT) a
9.500 rpm (Janke & Kunkel, Alemania). El tejido hmgeneizado se sometié a
centrifugacion diferencial de acuerdo con el prokoque se muestra en la Figura 3.6,
utilizando una ultracentrifuga (Optima L-90K Ultestrifuge, Beckman Coulter Inc.,

Brea, CA, USA).
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Figura 3.6. Esquema del protocolo de separacion subceluldizada en branquia y hepatopancreas
(modificado de Taylor y Maher (2012 b)).

Se agruparon dos organulos y una fraccion enzimdB8, P4 y P5, respectivamente)
como fracciones activas biolégicamente, mientras gjugranulo, P2, y el sobrenadante
final, S5, se agruparon como fraccion detoxifichit@iogicamente. El sobrenadante, S2

guedo conteniendo desechos celulares.

Se determind el selenio total y la especiacionalenso en todas las fracciones obtenidas

en la separacion subcelular (P2, P3, P4, P5, &.y S

El estudio de la distribucién subcelular se haizadb en una dosis de cada una de las
especies de selenio y a dos tiempos de exposiSgy)-500 (14 y 30 dias), SeMet-10
(21 y 30 dias), SeCys-10 (30 y 60 dias) y Tiso{R10y 30 dias).
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3.5. ANALISIS DEL SELENIO TOTAL Y ESPECIACION

3.5.1.REACTIVOS

Todos los productos quimicos y reactivos utilizafleson de calidad para analisis o de
grado HPLC, de los laboratorios Sigma-Aldrich (Mawkee, WI, USA) o Merck
(Darmstadt, Alemania), excepto el etanol gCH,OH) y el cloroformo (GICH) que son

de grado pesticida (Romil, Waterbeach, Cambrigdd, U

Las disoluciones se prepararon con agua ultrafiB#® MQ) obtenida mediante un
sistema de purificacion Elix con un equipo modeldliM) Gradient System (Millipore
Bedford, MA, USA).

Las disoluciones patron de las especies de selmniprepararon a partir de reactivos
sélidos en HCI 0,1 M, 1000 mg Sé'lde Se(IV) y Se(VI) y 500 mg Se'lde SeMet,

SeCys y SeMetSeCys. Se prepararon volimenes denllOQde cada una de las
disoluciones patrén de selenio, y se almacenardmotas de polietilieno a 4 °C durante 6
meses. Las disoluciones de calibracion se preparaiariamente a partir de las

disoluciones patron.
Lavado y acondicionamiento del material

Todo el material de vidrio y plastico se lavé cagua corriente, posteriormente con
detergente alcalino (Derquim, Panreac) y se enjuamgo agua destilada. Después, el
material fue sumergido en una solucion de HNMO10% v/v por 24-48 h, enjuagandose a
continuacion con agua Milli-Q, con el fin de elivar cualquier interferente y se dejo secar

al aire.
3.5.2.TECNICAS PARA LA DETERMINACION DE SELENIO

3.5.2.1.SBSE-TD-GC-MS: Extraccion por absorcion sobre barra agitada -

termodesorcion — cromatografia de gases - espectretria de masas

Una alicuota (100 pL) de la disolucion estandarsdkenoaminoacidos o extracto de
hidrolisis enzimatica (ver eApartado 3.5.4 de muestra se coloco en un vial de 20 mL,

afladiendo 400 pL de un mezcla de agua:etanolmeéri@@0:32:8) y una cantidad de 40 pL
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de etilcloroformiato. Se tap6 y se agité la mezastporosamente durante 60 segundos a
temperatura ambiente. Se produjo desprendimiengaddgdioxido de carbono). Después
de la derivatizacion, la mezcla fue diluida enrh5de una disolucion acuosa de NaCl 70
g L, se afiadi6é una barra de agitacién recubierta @M310 mm x 1 mm (Twister) al
vial y se tap6 con un tapdén septum de siliconahiecto de teflon. El proceso SBSE se
llevé a cabo a temperatura ambiente (23 + 1°C)rdard0 min mientras se agitaba a 900
rpm. Después de la extraccion, la barra de agiasmGextrajo facilmente con una pinza, se
lavd con agua ultrapura, se sec6 con un pafodibngelusa, y se colocé dentro de un tubo
de vidrio de 6 cm de longitud para proceder a Epadadn térmica (TD). El tubo de TD se
coloc6é entonces en el sistema TD, donde la barragitacion se sometia a desorciéon
térmica en linea acoplada a cromatografia de gasgmtrometria de masas (TD-GC-MS).
El sistema de termodesorcidon consistio en un TD&dipado con un muestreador
inyector automatico TDS-A, y un sistema de tempesatle vaporizacién programable
(PTV) CIS 4 de entrada (Gerstel), y acoplado aromatégrafo de gases (Agilent 6890N)

con un detector de espectrometria de masa (5978mM\Jiechnologies).

La temperatura de desorcién para el sistema TD&# Dpfogramada para aumentar desde
40 °C (durante 1 minuto) a 200 °C, con una velatida 60 °C mifl. Los compuestos
desorbidos fueron crioatrapados a una temperawird dC, sobre un sistema PTV que
consta de utiner con lana de cuarzo y dioxido de carbono liquidosifiema PTV fue
programado para incrementar la temperatura desa@@D °C (operacion que durdé 10 min
a 12 °C &) y poder inyectar los compuestos crioatrapadosraete la columna analitica.
Una vez que los analitos fueron atrapados por mediocontrol de la temperatura, la
cantidad total de muestra se sometio al andlisdianee GC-MS. Las separaciones se
llevaron a cabo en una columna de silice fundide5MB (30 m x 0,25 mm, 1 um de
espesor, suministrado por J & W Scientific, Agil@rgchnologies). La temperatura del
horno se programé para aumentar desde 40 a 300rP@ra rampa de 15°C riry se
mantuvo durante 10 min. Se utiliz6 como gas portétio a un flujo constante de 1 ml
min,

El espectrdmetro de masas fue operado en los naedosntrol de ion total (TIC) y en el
modo de seleccionador de iones (SIM) con ionizacebectronica (El) (voltaje de
ionizacién: 70 eV). Se utilizé un tiempo de anélide 1,02 s para un rango de masdg,

= 50-550. El modo SIM se utiliza para la cuantifiGa con un tiempo de retardo de
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disolvente de 4,0 min. Cada compuesto se identifidizando tres iones caracteristicos,
un cuantificador /z 194 y 297, para SeMetSeCys y SeMet derivatizadas,
respectivamente) y dos iones calificadorag&z@10 y 283 para SeMetSeCys derivatizada y
m/z 128 y 202 para SeMet derivatizada) y la intensidadtiva del calificador para
cuantificar los iones (£ 20%). Ellos fueron escogidde acuerdo con los espectros de
masas caracteristicos, obtenidos en modo de baroisipleto. Esta prueba, junto con los
tiempos de retencion (que debe estar dentro d8 ksle la norma correspondiente), se
utiliza para garantizar que se llegé a la asigmacarrecta de pico en las muestras reales
que fueron analizadas. El tiempo de permanenaiptamizé y se seleccioné 100 ms como
el adecuado. Las ventanas de tiempo se selecciongrml al tiempo total del

experimento.

Las caracteristicas analiticas se muestran enblia Bzb:

Tabla 3.5 Rango lineal, coeficientes de regresién linead), (Rnites de deteccion (LOD), limites de
cuantificacion (LOQ), repetitividad y reproducibidid para SeMetSeCys y SeMet determinadas por el
método SBSE-TD-GC-MS (SIM).

Repetitividad Reproducibilidad
. Tiempo ~ando LOD®  LOQ® (% RSD; n=5) (%RSD; n=5)
Analito : lineal R S S
(M) (ng se) (hgSe)  (ngSe) "0 150 450 20 150 450

ngSe ngSe ngSe ngSe ngSe ngSe

SeMetSeCys 10,96  0-450 10,9997 22(04) 7,415 51 3,0 54 11,8 8,6 12,3
SeMet 13,23 0-450 0,9997 28(0,6) 9,1(18) 6,2 4,3 56 12,2 9,0 11,4

& En paréntesis mg Se Kg

3.5.2.2HPLC-TR- UV-HG-AFS: Cromatografia liquida de alta resolucion -
termoreduccién — ultravioleta - generaciébn de hidroos - espectroscopia de

fluorescencia atdmica

Para la determinacion de las especies de selerempid el acoplamiento instrumental
HPLC-UV-TR-HG-AFS, basado en una bomba cuaterndeiacromatografia liquida de
alta resolucion JASCO 2089-PU Plus (JASCO Inteonali Co., Ltd., Hachioji, Tokio,
Japon) ), equipada con valvula de 6 vias model® {RReodyne) y bucle de introduccion
de muestra de 200 uL, acoplada a un sistema mereduccién y generacion de hidruro
(PS Analytical, Ltd., Kent, Gran Bretafia) y posiemente a un detector de fluorescencia

atomica (PS Analytical, Ltd., Kent, Gran Bretafiguipado con una super lampara de
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selenio (Photron) como se muestra en la FiguraPara la adicion en continuo de los
reactivos se utilizé una bomba peristaltica deag \MMinipuls 3 (Gilson).

Para la separacion cromatografica se emplearontipos de columnas, trabajando en

ambas en modo isocratico y empleando las fasedesdrticadas en la Tabla 3.6.

- Columna de intercambio anionicBRP X-100 250 x 4,1 mm, 1on (Hamilton
Company, Reno, Estados Unidos).

- Columna de intercambio cationicBRP X-200 250 x 4,1 mm, 1®n (Hamilton
Company, Reno, Estados Unijlos

Como sistema de termoreduccion se empleé el dispmSipeciation Heated Coil, modelo
S570U100 (PS Analytical, Ltd., Kent, Gran Bretaftple consiste en un bucle de tubo de
teflon (3 m de longitud, 0,5 mm d.i.) enrollado sobloque calentado eléctricamente y un
bucle de tubo de teflon (9 m de longitud, 0,5 mi) dnrollado sobre lampara de vapor de
Hg de 9 W por los que circula la muestra y unald@on de KBr al 5% en HCI 6 M para
reducir todas las especies a Se(lV).

La generacion de hidruros volatiles se obtieneymofiujo continuo de NaBHH1,2 % (en
NaOH 0,4 % (p/v) y se utiliza una corriente de argbmo gas de arrastre hacia un
separador gas-liquido y, posteriormente, haciatator de fluorescencia atbmica con una
corriente de Ar/H Entre el separador gas—liquido y el detectodutrdscencia atémica,
se sitia una membrana higroscopica (Perma Purai®sddoara eliminar los restos de
agua de la fase gaseosa. La sefal analdgica obtemidl detector se convierte a digital, y
esta se trata mediante un software adecuado dganién.

H;
D 50 trLimin
1Y; 5 mLiman

Bucle Ar

220l fa b .

Fase H Speciation Securdario Lire

M évil Hearted Coll 14150 mumin comprimide
% 2 Limin

KBr %ipiv, en
HC1 6 M
0.8 mLmin

HaBH, 1.2 %
{enMatH
0.4 % (ph)
0.8 nlimin Bamba
peristallica

Ar

Principal ||\

M:7imimin Desecho

]

| | I
[ soFTware |

Figura 3.7. Acoplamiento instrumental HPLC-TR-UV-HG-AFS (mbdado de Sanchez-Rodasal, 2013)
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En la Tablas 3.6 y 3.7 se resumen, respectivaméadecondiciones y caracteristicas

analiticas del acoplamiento HPLC-TR -UV-HG-AFS plaraspeciacion de selenio.

Tabla 3.6.Condiciones del acoplamiento HPLC-TR-UV-HG-AFSgaspeciacién de selenio.

HPLC
Columna

fase movil
flujo bomb:
volumen de inyecci6

Termoreduccion (Tt
temperatur:

bucle de reaccié
reductor

flujo

Ultravioleta (UV
Temperatur
bucle de reaccié
reductor

flujo

Generacioén de hidrios (HG
reductor

flujo bombe

flujo de Argén

flujo de aire (membrana
higroscopice

AFS

fuente de radiacid
corriente 12y 2
ganancia del detect
longitud de onda detecci
flujo de Hidrégenc

Anibnice
Hamilton PRP3-10C
(25 cm x 4,1 mm, 1@m)
80 mM K;HPC/KHLPC,, pH €
0,8 mL mir?
200mL

148°C

Catibnice
HamiltonPRP>-20C

(25 cm x 4,1 mm, 1Qm)
Pyridina 10 mM, pH1,
1,0 mL mir?

3 m, 0,5 mnd.i., PTFE
KBr 5% (p/v) en HCI 6\

1,0 mL mir?

0,8 mL mir?
148°C
9m, 0,5mmi.d., PTF
KBr 5% (p/v) en HCI 6\
0,8 mL mir?

1,0 mL mir?

NaBH,; 1,2 % (en NaOH 0,4 % (p/h

0,8 mL mir?

1,0 mL mir?

400 ml mir?

2 L min*

super lampara de
20 mAy 25 m/

10C

filtro de 19(-210 nn
50 mL mir*

Tabla 3.7.Caracteristicas analiticas del acoplamiento HPR2UNV-HG-AFS para especiacion de selenio.

Especie de Se ecuacion recta

2p fango lineal LD
(mg Kg)

RSD
(mg Kgh) (%)

Intercambio aniénico

SeCys y=-70 + 610 x 0,9986 0,04-20 0,04 9,5
SeMetSeCys y=-63 + 616 x 0,9994 0,04-16 0,04 6,6
Se(lv) y =40 + 1263 x 0,9994 0,02-15 0,02 8,4
SeMet y=-160 + 327 0,9994 0,07 -40 0,07 58
Se(VI) Y=16 + 252 x 0,9999 0,09-30 0,09 11,9
Intercambio catidnico

SeCys y= 112+ 866 x 0,9996 0,10-20 0,10 7,2
SeMetSeCys y= 69+ 196 x 0,9991 0,44-92 044 129
Se(IV) y=149+2070x  0,9985 0,02-11 002 7.1
SeMet y=-126 + 28x 0,9985 2,5- 320 2,5 8,9
Se(VI) y=180+406x 0,998 0,04-30 004 75

LD: calculado como 3 veces la relacién sefial/ruido.
RSD: calculada a partir de 4 inyecciones no consesuén 10 dias.
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3.5.2.3.FIA-TR-UV-HG-AFS: Analizador de inyeccién de flujo -termorreduccion-
ultravioleta - generacion de hidruros - espectrosqoa de fluorescencia atémica

Mediante esta técnica se llevo a cabo la deterndinate selenio total. Las condiciones de
este acoplamiento son similares que en el sisteamacdplamiento anterior (HPLC-TR-
UV-HG-AFS), pero sin la cromatografia liquida deaakesolucion (HPLC). El limite de
deteccién fue 0,4 mg Se Kg

3.5.2.4.ICP-MS: Espectrometro de plasma de acoplamiento ingctivo-espectrometria

de masas

La determinacion de selenio total se llevd a cabo gspectrometria de plasma con
detector de masa (ICP-MS) con celda de colisioniléag 7700 ICP-MS, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA). El plasmardgérase sustentd sobre una antorcha
tipo Fassel empleando los flujos de 0,6; 0,5; ¥ 18in™ para los gases inyector, auxiliar y
exterior, respectivamente, y una potencia de 1,9 kd\muestra se introdujo mediante un
nebulizador de flujo cruzado a un flujo de 1 ml thi€omo gas de reaccién se utilizé He a
un flujo de 4,3 ml mitt. Los distintos pardmetros operativos se ajustamediante una
disolucién de calibracién constituida por Li, Y, €41 para obtener la maxima sefial y la
mejor precision. Se empled una disolucion de selesiandarizada para la preparacion de
las curvas de calibracion. La cuantificacion sedla cabo mediante la técnica del patrén
interno, empleando una disolucién de Ge. Los is#é#aponitorizados fueron m/z 78 y 72
para el Se y Ge, respectivamente. El limite decd&ie fue 0,03 mg Se Ky
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Las condiciones de medida por ICP-MS se muestrat euadro siguiente (Figura 3.8):

Condiciones del plasma Lentes idnicas Cuadrupolo
RF power : 1550 W Extract 1: ov AMU gain: 3581
RF matching 19V Extract 2: -180 V AMU offset: 125
Sample depth: 8 mm Omega bias: 90V Axis gain: 1
Torch-H: 0,6 mm Omega lens: 7,8V Axis offset 0,2
Carrier gas: 1,18 L/min Cell entrance: -70V QP bias: -15V
Dlution mode: off Deflect: 2V Detector
Makeup gas: 0 L/min Plate bias: -70V Discriador: 4,5 mvV
Optional gas: 0% Octopolo Analog HV: 1665V
Nebulizar pump: 0,1 rps Octp RF: 170V Pulse HV 1167V
Sample pump: 2,0 rps Celda de colision
S/C temp 2°C Octp bias: -18V Reaction mode:on

He gas: 4,3 mL/min

Figura 3.8. Condiciones del ICP-MS para el selenio total

3.5.3.DETERMINACION DEL CONTENIDO TOTAL DE SELENIO.

La determinacion de selenio total en las muesteabidta se realizé por un proceso de
digestion. Se pesaron 0,05 g de muestra liofilizzdan reactor de teflon y se sometieron
a digestion &cida afiadiendo 2 ml de HNCralentando en microondas (LG MS-924W/2)
a 350 W durante 2 min. Una vez enfriado, se adicib» mL de HO, y se calentd en
microondas 2 min. Después de la digestion, se @rmras agua destilada en un matraz
aforado de 5 mL. En este digerido se midio el selgor ICP-MS o FIA-UV-TR-HG-
AFS.

En el sistema FIA-UV-TR-HG-AFS las sensibilidades Se(VI), SeMet y SeMetSeCys
son inferiores a la del Se(lV), pero durante elcpso de digestion de las muestras, las
especies de selenio se oxidan a Se(VI), por lot@atra este acoplamiento instrumental, el
Se(VI) debe transformarse a Se(lV) que es el Ggige genera hidruro volatil y es
detectado por AFS, siendo necesario introducir etapa que reduzca todas las especies
presentes en la digestion a Se(lV). En esta etapadlccion, se adiciona un volumen
equivalente de una disolucién de 5% de KBr disusitéiCl 6 M a un alicuota del extracto
ya digerido y se calienta a 95°C durante 90 mimagitador (JP-Selecta MCGO5EA). En
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este extracto digerido y reducido se midi6 el seléstal por el sistema FIA-UV-TR-HG-
AFS.

Este mismo procedimiento de digestion y reducci@érllevé a cabo a un alicuota del
residuo y de los extractos generados en la extragara la especiacién de selenio en las
muestras de almejas. Posteriormente, todas lagmasiebtenidas se conservaron a -20°C.

3.5.4.EXTRACCION Y DETERMINACION DE ESPECIES DE SELENIO
(ESPECIACION)

La extraccion de las especies de selenio presentts muestras se realizé por medio de
hidrolisis enzimaticas. Como enzimas se utilizardan proteasa XIV, aislada de
Streptomycus griseuSigma-Aldrich, Milwaukee (WI), USA) y la lipasally segun el
método optimizado para la extraccion de las espeldeselenio por Mellaret al (2013).

Se pesaron en un vial de 15 mL, 0,05 g de mueklifiizhda, 15 mg de proteasa
XIV:lipasa VII (2:1) y 3 mL de agua milli-Q. Postermente, se sometieron a la accion de
la sonda de ultrasonidos con sonda de titanio denBde punta (Sonopuls HD 2070,
Bandelin GmbH & Co. KG, Berlin, Alemania), durargeminutos, a 50% de potencia y
100% del ciclo de tiempo de encendido, mantenighgante este proceso la muestra en
frio (bafio de hielo). Seguidamente, la muestraesgritugd (Digicen 21-Orto Alresa,
Madrid) durante 10 minutos a 5000 rpm. El sobrentalae pasé a través de un filtro de
jeringa de Nylon 0,45 um (Sartorius) para su aisalie especiacion por el sistema de
acoplamiento HPLC-UV-TR-HG-AFS.

Al residuo generado tras la centrifugacion se ladagton 3 mL de NaOH (0,1 M) y se
sometio de nuevo a la accion de la sonda de utidss, durante 2 minutos a 50% de
potencia y 100% del ciclo de tiempo de encendidoayteniendo durante el proceso el
residuo en frio (bafio de hielo), filtrandose pastarente a través de un filtro de jeringa de
0,45 um para su analisis de especiacion por @nségstde acoplamiento HPLC-UV-TR-

HG-AFS. Todas las muestras obtenidas se conserpastariormente a -20 °C.

En la Figura 3.9 se presenta un esquema del pragesese le realiza a las muestras para

determinar el selenio total y la especiacion.
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HIDROLISIS ENZIMATICA
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Figura 3.9. Esquema del proceso realizado a las muestras peelaodeterminacion del selenio total y

especiacion
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3.6.TRATAMIENTO ESTADISTICO

El andlisis estadistico de los datos se llevé @ @alkravés del programa SPSS (version
13.0) para Windows (SPSS Inc. Chicago).

Se calcularon los estadisticos descriptivos paraddaables estudiadas: mortalidad, tasa de

aclaramiento, acumulacién de selenio, distribudéinselenio y actividad enzimatica.

Se realizaron estudios de comparacion de mediasdge tratamiento con respecto a sus
controles y entre todos los tratamientos entrensfliante pruebas paramétricas (t-Student
y ANOVA de una via y/o dos vias) y no paramétrifdsde Mann-Whitney y Kruskal
Wallis), y las pruebas post-hoc, test de Tukey yndam, previamente se comprobo la
normalidad y la homocedasticidad de la distribucd® datos (test de Levene). Se

consideraron estadisticamente significativos ldsrea de p < 0,05.
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ENSAYOS PRELIMINARES

% Los resultados del ensayo preliminar realizadoalorejas expuestas a selenito
y selenato (500 pg Sel), como se detalla en dlpartado 3.1.1.2.mostraron que no
habia diferencia significativa en la concentraalérselenio total en el cuerpo completo de
las almejas expuestas a selenato respecto al cOANOVA, p=0.206), mientras que se
observé un incremento en la concentracion de selmel grupo de almejas con presencia
de selenito en el medio de cultivo (ANOVA, p=0.00p2Por lo tanto, no se utilizé el

selenato en los ensayos.

% Respecto al ensayo para establecer el protocolbod®geneizacion en el
proceso de separacion subceluklgpdrtado 3.4, los resultados de la determinacion, en las
fracciones de las mitocondrias y los lisosomas,ladectividad enzimatica del acido
fosfatasa y del citocromo ¢ oxidasa segun el mbdimogeneizador utilizado mostraron
gue la maxima actividad enzimatica (citocromo cdagh) en la fraccion de los
mitocondrias aparece con el medio homogenizadoresiepn inhibidor de proteasa, no
apareciendo lisosomas en esta fraccion en todasdokos homogeneizadores estudiados
(Figura 4.1.a). En cuanto a la fraccion de losslisoas, fue en el medio homogeneizador
Hepes con inhibidor de proteasa en el que apam@e actividad enzimatica (acido
fosfatasa), pero aparecieron mitocondrias en tolbss medios homogeneizadores
estudiados (Figura 4.1.b). Asi mismo, en la esp&niade las fracciones subcelulares de la
muestra de 50 pg Se'Lde SeMet de este ensayo, no se obtuvieron difeenc
significativas (ANOVA, p=0.243) en la concentraci@® SeMet en las fracciones
subcelulares para todos los medios estudiadoslopgue el medio homogeneizador no

afectaba a los resultados de la especiacion de Se.

En el ensayo para optimizar la separacion en tzxifsa de los lisosomas por medio
de variaciones de tiempo y revoluciones de ultrfagacion, no se obtuvieron resultados

positivos, no consiguiéndose mejorar la separacion.
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Figura 4.1. Comparacion de la separacién subcelular en alnfejdsvadas con 50 pg Se'lde SeMet
durante siete dias) homogeneizadas con diferenggiom a) Actividad citocromo ¢ oxidasa (unida a
membrana mitocondrial); b) actividad del 4cido dtessa (reside en los lisosomas)

Por lo tanto, el proceso de separacion subceldallesé a cabo con el medio
homogeneizador Hepes con inhibidor de proteaséizédadose la separacion subcelular

para la determinacion de la distribucion de selepmn el proceso descrito en Figura 3.6.

X/

s El estudio preliminar de enriquecimiento con selete la microalgésochrysis
galbana clon T-Iso, para utilizarla como alimento en logpe&smentos, se llevd con
selenito y selenato a dos concentraciones (50 yEP®e [), como se detalla en el
Apartado 3.1.1.2Los resultados mostraron que no existian diféasrgignificativas en el
crecimiento de las microalgas entre los distintaggs de cultivo con respecto al control
(ANOVA, p=0,247). Cuando se comparo la concenfiracie selenio en la biomasa de los
distintos grupos de microalgas con respecto al rabnto se observo diferencias
significativas en el grupo de microalgas de setefdNOVA, p=0.166), mientras que se
observé un incremento en la concentracion de selemila biomasa de microalgas con
presencia de selenito (ANOVA, p=0.00002), siendy 3B veces mayor para el grupo de
50 y 500 pg Se 't de selenito, respectivamente. Por lo tanto, l@eotmacion de selenio
en el grupo de microalgas cultivadas en presercB06 pg Setde selenito fue de 17,2
+ 1,13 mg Se K{ de biomasa en peso seco, de los cuales 3,42 n{g Sfue SeMet. En
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base a los resultados obtenidos en el ensayo aegérla produccion vy liofilizacién de la
microalga.

4.1.SELENITO A TRAVES DEL MEDIO ACUATICO (VIA AGUA)
4.1.1. MORTALIDAD

4.1.1.1. Selenito ambiental (5y 2@g L™

Respecto a las almejas expuestas a la concent@deiselenito ambiental (Se(IV) 5 y 20),
la supervivencia fue- 90%, no afectando estas dosis de selenito a lensupncia en
periodos de un mes (Figura 4.2).

-=—e--Control amk —=— SelV-5 —=— SelV-20
100
90 A
85 A
80 A
75 A
70 A
65 A
60 A
55 4
50

Supervivencia (%)

14 21 28
Tiempo (dias)
Figura 4.2 Evolucién de la supervivencia acumulada en las jabnexpuestas a dosis de selenito ambiental

a través del agua

4.1.1.2. Selenito a altas concentraciones (250 - 1060 L™)

En la Figura 4.3 se muestra la supervivencia acatiaude las almejaR. decussatus
cuando se expone a distintas concentraciones @aitse{250-1000ug L™), donde se
observa que los individuos expuestos a las dosectraciones mas altas, 1000 y 760L

! de selenito, sobreviven 28 y 49 dias, respectinéene

Las almejas expuestas a la concentracién deu§00* de selenito que sobreviven hasta
los 60 dias, se retiraron del experimento pararpmarlas al ensayo de depuracion. El
control y los individuos expuestos a la concen@macde 500pug L* de selenito

sobrevivieron durante todo el periodo de exposi¢i@® dias).
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Figura 4.3 Evolucién de la supervivencia acumulada en lagjsnexpuestas a distintas dosis de selenito a
través del agua.

4.1.2.PARAMETROS FISIOLOGICOS

4.1.2.1.Tasa de aclaramiento (TA)

Respecto a la tasa de aclaramiento, no se obsdim@ratia significativa (ANOVA,
p=0,683) a lo largo del tiempo para el grupo deegs control, con un valor medio de
0,799 + 0,067 L 1i por almeja (Figura 4.4).

En los lotes expuestos al selenito, los distintngogs de almejas que no presentaron
diferencias significativas respecto al control dieael periodo de exposicion fueron los
expuestos a 250 y 75@ Se I (ANOVA, p > 0.683), en cambio en las almejas expuestas
a 500 y 100Qug Se L se observaron diferencias significativas (ANOVAQ®1; p=0.001
respectivamente), presentando estas dosis un elactosobre la tasa de aclaramiento, ya

que disminuyd un 37 % y un 58 % a los 60 y 14 dias respecto al control,

respectivamente.
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Figura 4.4. Evolucion de la tasa de aclaramiento en almejpgestas a distintas dosis de selenito en el agua
durante 120 dias

La tasa de aclaramiento que primero se vio afeqgiadal selenio, ya que disminuye antes
que en cualquier otra, es la concentracién de 1@0®e L* de selenito, que incluso
desciende antes de que comience la mortalidadalhasjas expuestas a 7pg Se I* de
selenito mantienen la tasa de aclaramiento altantieirmas tiempo, pero comienza la
mortalidad antes de que empiece a bajar. En ldsidubs expuestos a 50 Se L* de
selenito, la tasa es tan alta como en las almejpsestas a 75Qg Se L, pero no se
mueren y no bajan la tasa de aclaramiento hast@0l@gas, momento en el que comenzo
también su mortalidad, pero no tenemos informaeittne los dias 30 y 60, no sabemos si
la tasa de aclaramiento empezaria a bajar anteslirejas expuestas a 25§ Se [* de
selenito no se vieron afectadas ni por la mortdlic por este efecto subletal, asi como

tampoco se aprecié en los individuos del control.

4.1.2.2 Actividad enzimatica

Para estudiar el estrés oxidativo en el lote dejasitratadas con selenito se analizaron las
alteraciones en la actividad de las enzimas auc@ones GPx, GPx dependiente de Se y

GST, asi como el dafio oxidativo segun el nivel@®xidacion lipidica (LPO).

Los resultados obtenidos mostraron diferenciasifgigtivas en la actividad enzimatica
entre ambos tejidos, branquias y hepatopancreasntéutodo el periodo de exposicion,
tanto en los individuos tratados como en los céesrsiendo para las actividades glutation
peroxidasa (GPx) y la glutation peroxidasa Se-ddipete (Se-GPx) mayores en las
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branquias (ANOVA, p<0.020), y viceversa para laog&tacion lipidica (LPO) (ANOVA,
p<0.021) y para la glutatiéon S-transferasa (GS3$)a @ltima para las dosis de selenito
ambiental, ya que en dosis elevadas de selenito sel realiz6 el estudio en
hepatopancreas, ya que la actividad en branquadastor debajo o cercano al limite de

deteccion.

> Selenito ambiental (5y 28g L™

La actividad GST en branquia estuvo por debajdidete de deteccion del kit utilizado
para su determinacién (1 mU fgen la mayoria de las muestras, por lo que naude p

realizar el analisis estadistico.

La actividad GPx en el hepatopancreas se vio rddwggnificativamente por el selenito y
el tiempo de exposicidon (ANOVA, p=0.000) (Figurd 4/ Tabla 4.1). A los 8 dias de
exposicién se observaron diferencias significatigdblOVA, p=0.000) entre todos los
tratamientos incluido el control, pero a los 30sdii® exposicion las diferencias solo se
mantuvieron entre las almejas tratadas con Secyprgtol, siendo la actividad de la GPx

menor significativamente en los individuos tratados selenio (ANOVA, p=0.000).

Hepatopancreas —e—control ——SelV5 —e—SelV 20

o
o

o
&)

o
[e)

»
o1

GPx (mU/mg prot)

»
o

w
o

0 4 8 12 16 20 24 28 32
Tiempo (dias)

Figura 4.5. Evolucion de la actividad GPx (media + error Bdt; n = 10) en el hepatopancreas en cada una
de las dosis del ensayo (control y selenito 5 y@Se L*) durante el periodo de exposicién

En cambio en branquias, aunque inicialmente (8 dmsexposicion) hay diferencias
significativas en la actividad GPx entre los induos tratados y el control (ANOVA,
p=0.011), al final del periodo de exposicidbn noapeecia diferencia significativa entre
ellos (ANOVA, p = 0.549) (Figura 4.6).
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Figura 4.6. Evolucion de la actividad GPx (media + error edd#nn = 10) en la branquia en cada una de las
dosis del ensayo (control y selenito 5 y20Se %) durante el periodo de exposicién.

La actividad de la GPx-Se fue similar a la GPx,qeee el selenito y el tiempo de
exposicién afectaron significativamente a la adtd de esta enzima solamente en el
hepatopancreas (ANOVA, p=0.000) (Figura 4.7 y Tdblg siendo la actividad de la GPx-

Se menor en los individuos tratados con selenio.
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Figura 4.7 Evolucién de la actividad GPx-Se (media + errdamdar; n = 10) en el hepatopancreas en cada
una de las dosis del ensayo (control y selenit@6pg Se L) durante el periodo de exposicién.

La actividad GST en el hepatopancreas presentdeddes significativas respecto al
selenito y el tiempo de exposicion (ANOVA, p=0.0(B)gura 4.8 y Tabla 4.1), siendo
también la actividad menor en los individuos tratadon selenio
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Figura 4.8. Evolucion de la actividad GST (media * error ed&nn = 10) en el hepatopancreas en cada una
de las dosis del ensayo (control y selenito 5 y@Se %) durante el periodo de exposicién.

En hepatopancreas, la actividad LPO present6 difes significativas respecto al selenito
(ANOVA, p=0.016) y respecto al tiempo (ANOVA, p=@1), siendo la actividad en los

individuos tratados con selenio menor que en erablabla 4.1). Asi mismo, al final del

periodo de exposicion presentd diferencias sigatifras entre todos los tratamientos
(Kruskal-Wallis, p=0.02), siendo el nivel de pexeagion lipidica menor en los individuos
tratados con g Se L de selenito (U Mann-Whitney, p=0.03), por lo talst@xposicién

a largo plazo a una concentracién de selenito ardide 20ug Se L* de selenito afecté a

las almejas, pero se mantuvieron con la actividd@® inferior al control (Figura 4.9).
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Figura 4.9. Evolucién de la actividad LPO (media + error adtr; n = 10) en el hepatopancreas en cada una
de las dosis del ensayo (control y selenito 5 y@Se ') durante el periodo de exposicion.
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Tabla 4.1 ANOVA de dos vias realizado para la actividadimatica en hepatopancreas segun las dosis de
selenito (0, 5y 2Qg Se ') y a lo largo del periodo de exposicion.

Grados de GPx GPx-Se GST LPO
Factores . . ) . .
libertad F Sig. F Sig. F Sig. F Sig.
dosis 2 17,470 0.000 121,303 0,000 15,112 0,000124,60,016
t 2 35,184 0.000 155,339 0,000 16,173 0,000 3,469410
dosis * t 4 5,114 0.002 34,713 0,000 10,759 0,000824 0,143

> Selenito a altas concentraciones (250 - 1QapL™)

En los grupos de selenito a altas concentraci@mealgunos tratamientos, hubo mortalidad
elevada, por lo que no se pudo llevar a cabo &nignto estadistico con ANOVA de dos
vias a causa de la escasez de muestras, realirégldestudio estadistico solo a los 45 dias
de la exposicion. El ensayo con selenito a conaeioines de 1000g Se L™* terminé a los

14 dias por lo que se ha tratado estadisticamentgeparado.

La actividad GPx y el nivel de peroxidacion lip@i.PO) de las concentraciones de 250,
500 y 750ug Se L de selenito no presentaron diferencias signifieatia los 45 dias de
exposicion entre las distintas dosis y el controlrespecto a la actividad inicial, en

ninguno de los tejidos.

La actividad GPx-Se presentd diferencias signifreat respecto al selenito al final del
ensayo de exposicion, tanto en hepatopancreas (A@¥0.000) como en branquia
(ANOVA, p=0.026). En hepatopancreas el grupo contia concentracion de 758y Se
L de selenito tuvieron una actividad menor a los 45 due el resto de los tratamientos.
La actividad GPx-Se en branquia mostro, en el sisdpost-hoc de Duncan, que era
significativamente mayor en las almejas expuestmeanito 75Qg Se L durante 45 dias

que el control y el resto de los lotes con seléfigura 4.10).
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Figura 4.10. Actividad GPx-Se (media + error estandar; n =dlf)nal del periodo de exposicion (60 dias),
en ambos tejidos, para cada una de los gruposidaye (control y selenito 250, 500 y 75§ Se ). *Las
letras diferentes presentan diferencias signifieatal final del periodo de exposicién)

Estas diferencias en esta actividad enzimaticaslalmejas expuestas a 180Se L* de
selenito con los tratamientos de 250 y hi@0Se L en hepatopancreas y con el resto de
los tratamientos en la branquia, puede ser debigaeaalcanzan el 100% de mortalidad

cuatro dias después.

La actividad GST en el hepatopancreas presentdedifas significativas respecto al
selenito (ANOVA, p=0.000), segun los resultadostdsi post-hoc de Duncan, la actividad
fue similar entre los individuos tratados con sel¢850, 500 y 75@ig Se %) y, al mismo

tiempo, su actividad menor respecto al controlfagt.11).

mcontrol mSelV 250 mSelV 500 mSelV 750
3,0

2,5 1
2,0 1

1,5 1

GST (mU/mg prot)

1,0 1

0,5 1

0,0 -

60 dias

Figura 4.11 Actividad GST (media + error estandar; n = 10jirzdl de la exposicion en el hepatopancreas
de los grupos expuestos a selenito 250, 500 y@®e L* y el control.

La actividad enzimatica en branquia del grupo esfmua 100Qug Se L* de selenito no
present6 diferencias significativas a lo largo pieliodo de exposicién en ninguna de las
enzimas estudiadas, sin embargo, en hepatopankreasividad GPx-Se de este grupo fue
diferente significativamente (ANOVA, p<0.018) a largo del periodo de exposicion,
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aungue a los 14 dias de exposicion, la actividagrasento diferencias respecto al inicio.
En la actividad de GPx, GST y LPO, no presentaeéiifeias significativas (Figura 4.12).
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Figura 4.12. Actividad GPx-Se (media * error estandar; n =d®el hepatopancreas a lo largo del periodo
de exposiciérdel grupo expuesto a 1009 Se L de selenito

En general, las actividades GPx y LPO en los iddios expuestos al selenito a través del
agua y los controles no presentaron, en el conjdetdos experimentos realizados con
selenito, diferencias a nivel de branquia, y tampmesentaron diferencias significativas a
nivel de hepatopancreas, excepto en las dosisletgiteeambiental (5 y 2Qg Se %), con
diferencias respecto al tiempo y la dosis, y corgrtado de actividad enzimatica en los
individuos control mayor que en los individuosadds con las dosis ensayadas de selenito
para ambas enzimas. La actividad GPx-Se, en brmanghiepatopancreas, presentd una
gran variabilidad tanto entre los grupos de almggtadas con distintas dosis de selenito

como en el control.
4.1.3.ACUMULACION DE SELENITO EN ALMEJA FINA
4.1.3.1.Selenio total en la almeja fina cultivada con selé&o

» Acumulacién de selenio en el cuerpo completo

La exposicion continua de selenito durante 120 dfasa almejaRuditapes decussatus
mostré una acumulacién significativa (ANOVA, p=0000de selenio en el rango de
concentraciones de 250 a 1000 pg Seydependié tanto del tiempo como del nivel de
exposicidon como se observa en la Figura 4.13. Poordrario, las almejas expuestas a
selenito ambiental (5-20 pg Sé')Lde forma continua durante un mes, no presentaron

acumulacion al final del periodo experimental
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Figura 4.13.Concentracion de selenio (mg Se’Kgeso seco) en el cuerpo completo de las almejasit
el experimento de acumulacién de selenito.

Las concentraciones de selenito en el agua deulogaos se mantuvieron constantes a lo
largo de todo el ensayo (ANOVA, p > 0.820).

La concentracion de Se en el cuerpo completo deallagjas control al inicio de la
exposicion fue de 1,7 + 0,2 mg Koy permanecié constante durante todo el experimento
(ANOVA, p=.0555).

Para concentraciones de 760 Se L* de selenito en agua e inferiores, inicialmente se
observé una absorcion lineal y, posteriormentéleg@ a un estado estacionario en el que
las concentraciones de Se mostraron variacionesmegrsiguiendo modelos cinéticos de
primer orden. La concentracién de selenio predihalifiere significativamente de los
valores observados y los coeficiente de correladglnanalisis de regresion son mayores
que 0,985, indicando que la cinética es de priméerg y por lo tanto, se puede calcular
las relaciones constante de absorcion y depuraoddng se muestra en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2 Coeficientes cinéticos (+ desviacidn estandara p@s experimentos de acumulaciéon de Ruditapes

decussatus expuesta a varias concentraciones efgt@aedurante 120 diagku: constante de absorcion; Kd:
constante de eliminacion).

Concentrgqifﬁn de Kq K., Coeficien_tc::‘ de
((a;(gosstlec;g;\ BCF (dia) (L-dia™ g corrt(aéa)mon
250 67+10 0,083 +£0,020 0,0055 +0,0005 0,985
500 70+12  0,062+0,015  0,0043 +0,0010 0,991
750 68+12  0,063+0,006  0,0042+0,0004 0,994
1000 -
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Los factores de bioconcentracion (BCFs) fueron 6X0+70 + 12 y 68 + 12 para las
almejas expuestas a 250, 500 y 750Se L* de selenito, respectivamente, no existiendo
diferencias significativas (ANOVA, p=0.912). Sin leango, para el grupo expuesto a 1000
ug Se [* de selenito, la mortalidad de las almejas se poodulos 30 dfas, antes de
alcanzar el estado estacionario (8¢ Kg') = 2,314- t (dias); R=0,945).

La constante de absorcion fue significativamentganan el grupo de almejas expuesta a
una concentracion de selenito de 250 pg $que en los grupos expuestos a 500 y 750 pg
Se L' (ANOVA, p=0.042), mientras que no existieron difecias significativas en la
constante de depuracidon entre las concentracidki®VA, p=0.132). Asi mismo, hay
diferencias significativas entre la constante deradacion y la de eliminacion en todas las
concentraciones testadas (ANOVAs(Q00029), siendo la constante de eliminacién 15

veces mayor que la de absorcion.

En general, para el selenito se observé un increndmla concentracion de selenio en el
cuerpo completo cuando aumenta la concentraciGsel@mito en el agua durante 30 dias
de exposicion, como se muestra en la Figura 4.édeptando un comportamiento lineal
(R=0,997) sin llegar al estado estacionario, lo geemite predecir la concentracion
necesaria de exposicion en el agua al selenitonturd0 dias para obtener una

concentracion determinada en las almejas.

70 -
[Se(cuerpo)] = 0,056 ¢[Se(agua)] + 1,6964

60 - R2= 0,9969 {
[
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Selenio en el agua (mg SéL

Figura 4.14. Relacién entre la concentraciéon de Se (mg S&; Kgso seco) en el cuerpo completo de
Ruditapes decussatyda concentracion de selenito en el agua despai@9 dias de exposicion.
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» Distribucion tisular del selenio

Cuando se determind la concentracion de seleniosedistintos tejidos de la almeja, se
observdé que presentaba el mismo comportamiento pgua el cuerpo completo. La
concentraciéon de Se en los tejidos de las almajagat permanecié constante durante
todo el experimento (ANOVA, p=0.0555). No se olaeon diferencias significativas en
la concentracion de Se en las branquias y hepatmmsidel grupo de almejas control
(ANOVA, p = 0.121), pero estas concentracionesdueignificativamente mayores que
en manto, pie y resto de visceras, siendo la branf8; 1,6 y 1,2 veces mayor,
respectivamente (ANOVA, g 0.009). En la Figura 4.15 se muestra como vario la
concentracién de selenio en los distintos érgamoante los 120 dias de la experiencia de
acumulacion de selenito en las almejas expuedia®30, 500, 750 y 1000y Se L* con

renovacion diaria.
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Capitulo 4. Resultados

La concentracibn de selenio predicha no difierenigativamente de los valores
observados siguiendo modelos cinéticos de prindamry los coeficientes de correlacién
del andlisis de regresion son mayores que 0,9%60 a@ observa en la Tabla 4.3, en la que

también se muestran las constantes de absorci@y @diminacion (k), y los BCFs.

Los resultados de los BCFs mostraron diferencigsfgiativas entre los distintos tejidos
(ANOVA, p = 0.0004), acumulandose la mayor cantidadselenio en hepatopancreas y
branquias, con valores para el hepatopancreasldé& 27287148, 326+44, 328+89 en las
almejas expuestas a 250, 500, 750 y 109®e L', respectivamente, mientras que el pie
es el érgano donde menos selenio se acumula, 28#3, 31+4 y 28+2 en las almejas
expuestas a 250, 500, 750 y 1009 Se L, respectivamente, presentando el siguiente

orden de acumulacion:
Pie < Visceras < Manto < Branquias < Hepatopancreas

En todos los 6rganos se mantuvieron constantetidostos coeficientes segun aumento la
concentracién de exposicion en el agua, siendopela constante de eliminacion mayor
que la de absorcion, con una relacion entre el@gpmen pie, manto y visceras (35, 23 y
24 veces respectivamente) que en branquia y hepaiogas (7 y 3 veces

respectivamente), ya que estos tienen una mereodéasliminacion.
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4.1. Selenito a través del medio acuético (via agua)

Tabla 4.3 Coeficientes cinéticos (+ desviacion estandar) l@n organos para los experimentos de
acumulacion erRuditapes decussat#expuesto a varias concentraciones de seleniton#ud20 dias(Ku:
constante de absorcién; Kd: constante de elimimgcio

Concentracion de

Coeficiente de

S K K .
?ﬁgossécll'_?)n BCF (dia(él) (L-diaul-g'l) corrzl?e;mon
Pie
250 25+3 0,190 +0,013 0,0048 + 0,0006 0,956
500 28 = 0,105 + 0,014 0,0030 + 0,0080 0,969
750 314 0,092 + 0,007 0,0029 + 0,0003 0,996
1000 28+2 0,112 + 0,008 0,0031 + 0,0004 0,988
Manto
250 48+ 6 0,160 +0,017 0,0077 + 0,0007 0,977
500 42 +5 0,106 + 0,014 0,0044 + 0,0006 0,988
750 44 + 4 0,083 + 0,007 0,0037 + 0,0006 0,980
1000 4414 0,090 + 0,016 0,0039 + 0,0006 0,990
Visceras
250 465 0,101 + 0,069 0,0048 + 0,0007 0,968
500 475 0,079 + 0,004 0,0038 + 0,0004 0,989
750 435 0,104 + 0,005 0,0044 + 0,0004 0,977
1000 3514 0,119 + 0,014 0,0041 + 0,0006 0,995
Branquias
250 188+25 0,030+ 0,005 0,0055 + 0,0008 0,996
500 186 +£40 0,035+0,012 0,0046 + 0,0009 0,989
750 157+21 0,029 £ 0,005 0,0044 + 0,0006 0,988
1000 161+£29 0,039 £ 0,008 0,0061 + 0,0008 0,995
Hepatopancreas
250 271+51 0,016 £0,003 0,004 + 0,0006 0,997
500 287 £48 0,023 £0,003 0,0065 + 0,0006 0,989
750 326 +44 0,028 + 0,004 0,0091 +0,0014 0,997
1000 328+89 0,030+ 0,008 0,0093 + 0,0010 0,991

En general, se observo un incremento de la cormmotr de selenio en los distintos
organos de las almejas cuando se incrementd laeotracion de selenito en el agua
durante 21 dias de exposicion, como se muestraaeRigura 4.16 y presenta un

comportamiento lineal (R > 0.958).
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Figura 4.16. Relacion entre la concentracién de Se (mg S&:; Kgso seco) en el cuerpo completo de
Ruditapes decussatyda concentracion de selenito en el agua despwi&9 dias de exposicion.

» Distribucién subcelular del selenio

Los resultados de la distribucion subcelular deala®jas expuestas a 500 pg Sealdos
tiempos de exposicion, 14 y 30 dias, mostraron lgueecuperacion del selenio en la
fraccion subcelular del tejido con respecto allte¢aencuentra entre el 107 y 110% para el
hepatopancreas y entre el 88 % y 117 % para las|bias (Tabla 4.4).

Tabla 4.4 Concentracion de Selenio total (mg Se’Kgeso seco) y la distribucion de las fracciones
biolégicamente activo, detoxificado y nucleos y edtd®s celulares, en hepatopancreas y branquias, en
almejas expuestas con 500 pg Sale selenito durante 14 y 30 did: por debajo del limite de deteccion)

Hepatopancreas Branquias
Control  14dias 30 dias Control 14 dias 30 dias
Selenio total 1,96 35,9 79,0 2,09 28,3 62,4
Distribucion del selenio
Se activo biolégicamente <LD 13,0 24,5 <LD 1,08 9,6
Se detoxificado biolégicamente  <LD 19,3 30,8 <LD 13,8 57,9
Nucleos y desechos celulares <LD 6,20 32,0 <LD 10,1 3,61

Con respecto al contenido total en la distribucited Se (71,11 mg Se K en el
hepatopancreas, entre el 28% y el 33% del contemidoselenio se encuentra
biolégicamente activo, mientras que en las brasgesaun porcentaje mas pequefio, entre
el 4% y 13 %. La mayor parte del selenio se loaaén las fracciones biolégicamente
detoxificadas, rango comprendido entre el 35-50% $5-81% para hepatopancreas y

branquias, respectivamente (Figura 4.17).
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Figura 4.17.Concentracion de selenio (mg Se)Kgeso seco) en las fracciones de la separacidrelsidr
de hepatopéancreas y branquias en almejas expaesispg Se L de selenito durante 14 y 30 dias.

4.1.3.2.Especiacion de selenio en almeja fina cultivada caelenito

Se realizo el estudio de la especiacion en una diescada una de las especies de selenio,

realizandose en el selenito en 500 pg $e L

Los resultados de especiacion en los extractosa dedrolisis enzimatica tanto en los
cuerpos completos de almejas en los tejidos dallagjas cultivadas en presencia de
selenito, mostraron la presencia SeMetSeCys yespscies desconocidas, que eluian a
9,9; 10,3 y 21,3 min mediante cromatografia de réat®bio catibnico acoplado
instrumental HPLC-UV-TR-HG-AFS.

En cuanto al residuo de la hidrélisis enzimétiedamio con hidréxido sédico, la especie
que predomin6 fue Se(lV) llevando a cabo la sepamapor intercambio anidnico y

usando el mismo acoplamiento instrumental.
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Capitulo 4. Resultados

Los resultados de especiacion en los extractosddéliis enzimatica con proteasallipasa,
tanto en el cuerpo completo como en los tejidofadealmejas cultivada en presencia de
500 g Se L durante 60 dias mostré la presencia de distirspscges de selenio (Figura

4.18).
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Figura 4.18. Cromatogramas de especies de selenio en almdiasdas con 500 pg Se'Lde selenito
durante 60 dias mediante extraccion secuenciatategsa/lipasa y NaOH 0,02 M con HPLC-UV-TR-HG-
AFS: a) Intercambio aniénico; b): intercambio cai® (H.E., hidrélisis enzimatica; U: desconocido)

» Especiacion de selenio en el cuerpo completo

El porcentaje de especies identificadas con respactotal estuvo entre el 4 y 16 %,
indicando que la mayoria del selenio presente snalmejas corresponde a especies
desconocidas.
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4.1. Selenito a través del medio acuético (via agua)

En la Figura 4.19 se muestra como varié la conaeidtn de las distintas especies de
selenio en el cuerpo completo de las almejas deréfit dias en la experiencia de
acumulacion de selenito en las almejas expues?86,8500, 750 y 1000g Se L, para el
caso de las especies desconocidas se a compaaareailales con el area del patron de
Se(IV).

Se(lV) > SeMetSeCys

La concentracion de selenio predicha no discrepdifgiativamente de los valores
observados siguiendo modelos cinéticos de prinsroy los coeficientes de correlacion
del analisis de regresién fueron mayores que 0,8B6ilares a las concentraciones

obtenidas en selenio total.
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Figura 4.19. Concentracién (mg Se Kgpeso seco) de especies de selenio en el cuerppleo de
almejas mediante HPLC-TR-UV-HG-AFS durante el ekpento de acumulacién de selenito con distintas
concentraciones y renovacion diaria; a) Se(lV); S8MetSeCys; ¢) Compuesto desconocido U2; d)

Compuesto desconocido U3; e) Compuesto desconbkid¢m 250 pg Se I; ¢ 500 pg Se I; A 750 pg
Se '; ® 1000 pug Se t)
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Capitulo 4. Resultados

» Especiacion de selenio en los tejidos

La especiacion en los distintos tejidos de las @skevd a cabo en el grupo de almejas

cultivadas en presencia de 509 Se L de selenito a 14, 30 y 60 dias de exposicién.

Los resultados fueron similares a los obtenido®lecuerpo completo, en cuanto a las
especies presentes. ElI Se(lV) y el compuesto desmm U4 fueron las especies que
estaban presentes en todos los tejidos, mientatadseMetSeCys, U2 y U3 solamente se

encentraron presentes en el hepatopancreas.

De forma similar al resultado obtenido en el seldntal en los tejidos, el pie y el manto
fueron los tejidos que presentaron menos conceédirale especies, mientras que la mas

alta la presentaron branquias y hepatopancreasy senpuede comprobar en la Figura
4.20.
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Figura 4.20. Concentracion de especies de selenio (mg St Eeso seco) y relacién de area de especies
desconocidas respecto al area de Se(IV), en idssejle almejas cultivadas en presencia deu§0®e L de
selenito a los 14, 30 y 60 dias de exposicion.
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4.1. Selenito a través del medio acuético (via agua)

» Distribucién subcelular del selenio en los tejidos

Por ultimo, se determinaron las especies de selenidas distintas fracciones de la
separacion subcelular, tanto en las branquias amel hepatopancreas, de las almejas
expuestas a 500 pg Sé He Se(IV) durante 30 dias.

Los resultados mostraron que en la fraccion desdisas no se detectd ninguna especie de

selenio para los tejidos estudiados.

En las branquias solamente se detectd Se(lV), &ndcmivse en mayor porcentaje en la
fraccion de los granulos y no detectandose en itmsdmas, proteinas enzimaticas y

nacleos y desechos celulares.

En el hepatopancreas, ademas de detectarse SefgV)detectaron otras especies
desconocidas U2 y U4, liberandose el mayor porgemnta Se(lV) en la fraccion de los
granulos, mientras que la especies no identificddasy U4, se liberan en la fraccién de
nacleos y desechos celulares y en la fraccion dieimas enziméaticas, respectivamente,
como se muestra en la Figura 4.21. Estos resultadbsaron que la especie de selenio U4
esta biologicamente activa en el hepatopancreagntras que el Se(lV) estaba

biolégicamente detoxificado.
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Figura 4.21 Especies de selenio (%) extraidas de branquigsHepatopancreas (b) en almejas expuestas a
500 pg Se I* de selenito durante 30 dias en las fracciones @traccion secuencial mediante hidrolisis
enzimatica-NaOH y determinacion por HPLC-TR-UV-HG&\

4.1.4.ELIMINACION/DEPURACION DE SELENITO EN LAS ALMEJAS

Los resultados del enterramiento (%) de las almeiaspués de haber estado expuestas
durante 60 dias a 500 pg Sé dle selenito, se muestran en la Figura 4.22, dsegriede

observar que la TE(50) se alcanzé a las 48 hanéex;réndose cerca del 100% a los 7 dias.
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Figura 4.22 Evolucion del enterramiento de las almejas derdat primera semana del periodo de
depuracion, después de haber estado expuestased@arias a 500 ug'ide selenito.
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4.1. Selenito a través del medio acuético (via agua)

En cuanto a la supervivencia, en la Figura 4.23wsede observar la evolucién en la
primera semana del ensayo de depuracion, resaltareldas mortalidades se registraron

en los dias 3 y 5 de la depuracion, manteniendsupervivencia del 50 % a los 7 dias.
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Figura 4.23 Evolucion de la supervivencia (%) de las almejasante la primera semana del periodo de
depuracion, después de haber estado expuestased@arias a 500 pg'ide selenito.

» Eliminacion del Se en el cuerpo completo

Los resultados de la eliminacion de selenito encwdrpo completo de la almeja
mantuvieron una curva exponencial con respect@ipo, siendo la concentracion final
de selenio de 2,94 + 0,12 mg SeKgn peso seco) (Figura 4.24), ajustandose a Girsétic
de primer orden. Para su ajuste se han utilizade whodelos cinéticos, de un

compartimento (exponencial simple, ecuacion 1) ydde compartimentos (exponencial
doble, ecuacion 2).
Corg — Co_e(—Kd.t) (1)
Corg:Al_e(—Kd1~t)+ Az_e(—Kd2~t) (2)

40 -

—— 1 Compartimento
2 Compartimentos

Selenio (mgSe Kj

0 10 20 30 40 50 60
tiempo (dias)

Figura.4.24. Comparacion del contenido de Se observagoy(predicho en el cuerpo completo de las

almejas durante el experimento de depuracién mexdiah uso de los modelos de depuracién de 1
compartimento y 2 compartimentos.
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Los resultados mostraron que la concentracion denise predicha no difiere
significativamente de las concentraciones obsesjadan coeficientes de correlacidon
0,974 y 0,989, respectivamente, obteniéndose s las constantes de eliminaciong(K

Ka1 Y Ka2), como la vida media biolégicaif) (Tabla 4.5).

Tabla 4.5 Coeficientes cinéticos para los experimentos efuichcion del selenito €. decussatugA,;
concentracion de la almeja segin la ecuacion cmétig Kg?); Kg,qu.a: constantes de eliminacion (dfs(ty,) 1 vida
media bioldgica (dias); R: coeficiente de correlac{&e]. concentracién de la almeja al inicio de la detoadion (mg

Kg ™)

[Se} Modelq de 1l Modelp de 2
compartimento compartimentos
32,6 A 33,8 A, 31,7
Kg 0,166 Ka1 0,197
tis 4 (tuz)1 3
R 0,974 A, 2,45
Ka2 -0,004
(tyz) -
R 0,988

» Eliminacion del Se en los tejidos

El mismo comportamiento se observo en los tejidedad almejas. Los resultados se
muestran en la Tabla 4.6 y Figura 4.25 y, comprdbsa que el modelo cinético de dos
compartimentos se ajusta mejor a los datos obsesvadra todos los 6rganos, con
coeficientes de regresion mayores de 0,992. Parmairte, la vida media bioldgicaf} es

mayor en el modelo cinético de un compartimenta gados los organos, excepto las
visceras. Ademas, se observa mediante el modedtictinde dos compartimentos que el

selenio persiste en hepatopancreas y branquias2ydén el pie y manto, 1 dia.
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4.1. Selenito a través del medio acuético (via agua)

Tabla 4.6. Coeficientes cinéticos para el manto, pie, visselmanquias y hepatopancreas durante el
experimento de depuracion del selenitoRendecussatugA,; »: concentracién de la almeja segin la ecuacion
cinética (mg Kg?); Kgquaz constantes de eliminacion (diis(t,), 1 vida media biolégica (dias); R: coeficiente de
correlacion; [Sg]concentracion de la almeja al inicio de la detosition (mg Kgh))

Manto Pie Visceras  Branquias Hepatopancreas

1 compartimento

[Se] 20,3 11,7 22,2 75,9 106
A 17,9 10,7 20,24 64,1 87,3
Ky 0,071 0,079 0,051 0,042 0,050
tip 9 8 12 15 13

R 0,974 0,981 0,985 0,935 0,889

2 compartimentos

[Se] 20,3 11,9 22,2 75,9 106
Ay 5,49 3,18 3,67 30,2 61,7
Ka1 1,08 1,02 8.47 0,377 0,289
(t12)1 1 1 1 2 2

A, 14,78 8,68 18,5 45,1 43,7
Ka2 0,05 0,056 0,044 0,023 0,012
(ti)2 12 11 15 28 51

R 0,992 0,996 0,997 0,996 0,999
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Figura.4.25. Comparaciéon del contenido de Se observadoy( predicho en las almejas durante el
experimento de depuracién mediante el uso de |aelos cinéticos de 1 compartimento (linea contip2)
compartimentos (linea discontinua). a) Manto; Ie} B) Visceras; d) Branquias; €) Hepatopancreas
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» Especiacion del Se

Por ultimo, se determinaron las especies de selen@isentes en el cuerpo completo, e
igual que en acumulacion, las especies que se mnaneen las muestras son Se(lV),
SeMetSeCys y tres especies desconocidas U2,U3 yLaBlresultados para todas las
especies, tanto identificadas como desconocidagusta a un modelo cinético de primer
orden (Tabla 4.7 y Figura 4.26). El tiempo de wigedia, indica que la eliminacion de las

especies sigue la siguiente clasificacion:

SeMetSeCys < U4 < U3 < U2=U5
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Figura 4.26. Comparaciéon del contenido de especies de Se waluker¢) y predicho en las almejas
procedentes del cultivo con selenito, durantexpeemento de depuracion mediante el uso de losetosd
cinéticos de 1 compartimento (linea continua) y dnpartimentos (linea discontinua). a) Se(lV); b)
SeMetSeCys; c¢) U2; d) U3; e) U4
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4.1. Selenito a través del medio acuético (via agua)

Tabla. 4.7. Coeficientes cinéticos para las especies preseetSe durante el experimento de depuracion del
selenito erR. decussatufA,; »: concentracion de la almeja segun la ecuaciorticenémg Kg™): Kaawae:
constantes de eliminacion (dfys(ty,), 1: vida media bioldgica (dias); R: coeficiente deretacion; [Se]
concentracion de la almeja al inicio de la detezifion (mg Kg?))

Se(lV) SeMetSeCys  U2*  U3*  U4*

1 compartimento

[Sel 1,56 1,38 0,418 0,279 2,30
A 1,49 1,37 0,431 0,279 2,31
Kg 0,128 0,278 0,116 0,167 0,203
t1 5 2 5 4 3
R 0,987 0,997 0,988 0,866 0,998

2 compartimentos

[Se} 1,56 1,38 0,418 0,282 2,31
A 1,23 -0,08 --- 10,13 -7,127
K1 0,089 0,278 0,167 0,309

(ta2s 7 2 4 2
A, 0,36 1,44 --- -9,855 9,427
Kao 8,36 0,278 0,167 0,277

(t1)2 0 2 4 2
R 0,998 0,997 0,865 0,999

* Concentracion obtenida a partir de la relaciorsei@al con respecto al Se(1V)

4.2. SELENOMETIONINA A TRAVES DEL MEDIO ACUATICO

4.2.1. MORTALIDAD

Los resultados de mortalidad de las almejas exasi@stlistintas concentraciones de SeMet
mostraron una mortalidad del 100 % para almejasestps a 50 y 269 Se [*de SeMet

en el agua a los 7 y 30 dias, respectivamente trageal grupo de almejas expuestas a 10
ug Se [* de SeMet en el agua alcanzé el 50% de mortalidad 80 dias de exposicion
(Figura 4.27).

112



Capitulo 4. Resultados
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Figura 4.27. Evolucién de la supervivencia acumulada en lagps expuestas a distintas dosis de SeMet a
través del agua

4.2.2.PARAMETROS FISIOLOGICOS

4.2.2.1.Tasa de aclaramiento (TA)

Respecto a la tasa de aclaramiento, no se obserddevencias significativas en el grupo
de almejas expuestas a 5,ipSe L' de SeMet y el control con respecto al tiempo y a la
selenometionina (ANOVA, p 0,875) durante el periodo de exposicion, miergas para

el grupo de almejas expuestas a |85 Se L' de SeMet se observaron diferencias
significativas a los 14 dias (ANOVA, p < .003), cama disminucidon con respecto al
control de un 37 % (Figura 4.28).

15 —¥%— Control —®— SeMet-5—e— SeMet-10—e— SeMet-25

1
0,8
0,6 -
0,4 A

0,2 A

Tasa de aclaramiento (Eipor almeja)

O T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (dias)

Figura 4.28 Evolucion de la tasa de aclaramientdremlecussatusxpuestas a distintas dosis de SeMet en el
agua (5, 10 y 2fg Se L) durante 120 dias.
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4.2. Selenometionina a través del medio acudtico (via agua)

4.2.2.2 Actividad enziméatica

Se analizaron las variaciones en la actividad deelazimas antioxidantes GPx, GPx
dependiente de Se y GST, asi como en el nivel dexigacion lipidica (LPO), como
consecuencia del estrés oxidativo en las almejasapexposicion a SeMet en el agua de
cultivo. El ensayo con SeMet a concentracionessdgeg2Se ! tuvo una alta mortalidad,

por lo que se ha tratado estadisticamente poradpar

Los resultados obtenidos no mostraron diferencigsifieativas a los 60 dias de
exposicidon en la actividad GPx y GPx-Se y en eklntde peroxidacion lipidica (LPO)
entre el control y las concentraciones de 5 yid®e L' de SeMet, asi mismo tampoco
mostraron diferencias las actividades enzimati¢dsal de la exposicion respecto a la

actividad inicial.

La actividad GST en el hepatopancreas presentdedides significativas al final del
periodo de exposicion respecto a la dosis de SEMEDVA, p<.0003), aplicando un test
post-hoc de Tukey se obtuvo que los individuoscdatrol tenian una actividad enzimatica
mayor que los individuos tratados y, ademas, qtie @mbas concentraciones de SeMet
(5 y 10ug Se L), los individuos tratados con la menor concenémacfueron los que

tuvieron menor actividad GST. (Figura 4.29)

Control BSeMet5 ESeMet 10
3,0

a
2,5 1 T
2,0
1,5 A
1,0 A

GST (mU/mg prot)

0,5 A

0,0
60 dia

Figura 4.29 Actividad GST (media * error estandar; n = 10eéhepatopancreas al final de la exposicion,
para el control y los grupos expuestos a 5 ydSe ! de SeMet.

Respecto al grupo de almejas expuestas @g25e L' de SeMet, la actividad enzimatica
en branquia no presenté diferencias significatvds largo del periodo de exposicién en
ninguna de las enzimas estudiadas. Sin embardoepatopancreas, su actividad GST fue
diferente significativamente (ANOVA, p<.016), redkrrdose la actividad de la enzima al

exponerlo a la SeMet-25 (Figura 4.30) Este grupald®jas expuestas a 2§ Se L' de
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SeMet, no present6 diferencias en la actividade@spal resto de las enzimas, GPx , GPx-
Sey LPO.

—e— SeMet 2!
3,0

32,5 1
S
2,0 1
£

) 4
él,S
5 1,0 A

o
0,5 A1

0’0 T T T T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Tiempo (dias)
Figura 4.30. Evolucion de la actividad GST (media + error pdt.; n = 10) en el hepatopancreas de las
almejas expuestas a SeMet-25 durante el perioéapmigsicion.

4.2.3.ACUMULACION DE SELENOMETIONINA EN ALMEJA FINA
4.2.3.1.Selenio total

» Acumulaciéon de Se en el cuerpo completo

Los resultados de selenio total en el cuerpo cample las almejas expuestas a SeMet en
un rango de concentraciones comprendido entre ® wyd Se [* durante 120 dias,
mostraron una acumulacion acusada en todas lasmbaciones estudiadas (Figura 4.31),
observandose un comportamiento cinético de primtEm con coeficientes de correlacion
superiores a 0,987 y obteniéndose las constantabstecion, depuracion y los factores

de bioconcentracién como se muestra en la Tabla 4.8
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Se total (mg Se K§

* T T T

0 20 40 60 80
Tiempo (dias)
Figura 4.31.Concentracion de selenio (mg Se’Kgeso seco) en el cuerpo completo de las almejasit

el periodo de exposicion a SeMet desde el agualtieac(* 0 ug Se [*, m 5 ug Se [}, ¢ 10 pug Se I'; 4 25 ug
Sel:; @50 ug Se 1)

100 120

Los resultados de los BCFs muestran una disminusigmificativa cuando aumenta la
concentraciéon de SeMet en el agua de cultivo (ANQWA=0,0001), siendo menor esta
disminucién entre las dosis mas bajas (SeMet 5pglBe LY.

La constante de absorcion también present6 unardisin significativa cuando aumenta
la concentracion de SeMet en el agua de cultivo@®¥K, p =0,00014), en cambio la
constante de eliminacion aumento significativameote la concentracion de SeMet en el
medio (ANOVA, p =0,00002).

Ademas, en todas las concentraciones, la relacitre é&as constantes de acumulacion y
eliminacion presentaron diferencia significativadN@VA, p<0.0027), siendo la Ku mayor
que la Kd, disminuyendo la relacién desde 16 a @etando aumenta la concentracion

de selenio en medio.

Tabla 4.8. Coeficientes cinéticos (+ desviacidn estandarp parditapes decussatulurante el periodo de
exposicion (120 dias) a varias concentracionesefiéeSdesde el agua de culti&u: constante de absorcion;
Kd: constante de eliminacion).

Concentracion Coeficiente
. Kd Ku .,
de exposicién BCF (dia) (L-dia g% correlacién
(ng Se ) g (R)
5 16258+720 0,047+0,006 0,767+ 0,067 0,998
10 17640+376  0,032+0,002 0,563 +0,021 0,994
25 51104115 0,135+0,006  0,691+0,013 0,987
50 2092+256 0,232+0,046  0,478+0,045 0,998
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En general, se observd un incremento en el cordatedSe en el cuerpo completo de las
almejas cuando incrementa la concentracion de @®letionina en el agua durante siete

dias de exposicion (Figura 4.32), ajustandose aaunacion de segundo grado (R=0,997):

Corg = —0,2982 + 4,8432 Cagua - 0,0633 Cagua?

=
o] N
o o
L

Se en el cuerpo (mg Se Ky
N
o

0 10 20 30 40 50
SeMeten el agua (mg SeéL

Figura 4.32. Relacién entre la concentracion de Se en el cuegpapleto deRuditapes decussatysla
concentracién de selenometionina en el agua desfeugsdias de exposicion (Grafica de la ecuaciérkd
grado: Linea continua; con el incremento lineaked discontinua, también representado).

» Distribucién del Se en los tejidos

Cuando se determind la concentracion de selenal ot los distintos tejidos de las
almejas se observd el mismo comportamiento que glacaerpo completo, es decir, se

ajustaba a un modelo cinético de primer orden,(F9¥8 (Tabla 4.9 y Figura 4.33).
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Tabla 4.9. Coeficientes cinéticos (+ desviacion estandar) es fejidos para los experimentos de
acumulacion erRuditapes decussatexpuesto a varias concentraciones de SeMet dul@@tedias(Ku:
constante de absorcién; Kd: constante de elimimgcio

Concentrggipn de Kq K, Coeficie_n,te
((a;(gosstlec;g;\ BCF (dial) (L-dial-g'l) Corr(eFIea)\mon
Pie
5 13351 + 205 0,045 + 0,003 0,601 + 0,031 0,998
10 8964 + 17 0,041 + 0,001 0,364 + 0,003 0,995
25 3097 + 58 0,143 + 0,010 0,442 + 0,026 0,981
Manto
5 13931 £ 602 0,044 +0,003 0,6130 + 0,015 0,994
10 11304 + 302 0,035+ 0,001 0,396 + 0,003 0,992
25 3097 + 580 0,143 + 0,010 0,442 + 0,026 0,981
Visceras
5 17097 + 145 0,048 + 0,004 0,818 + 0,066 0,997
10 14964 + 372 0,035 + 0,002 0,522 + 0,022 0,988
25 4310 £ 127 0,157 £ 0,014 0,674 + 0,046 0,978
Branquias
5 17032 £ 562 0,047 + 0,001 0,807 + 0,027 0,997
10 33737 + 872 0,036 + 0,002 1,205 + 0,049 0,991
25 10983 + 201 0,133 + 0,005 1,458 + 0,031 0,987
Hepatopancreas
5 32615 + 1154 0,049 + 0,004 1,593 £ 0,083 0,995
10 40147 £ 812 0,037 + 0,001 1,502 + 0,057 0,994
25 10654 + 530 0,125+ 0,005 1,329 + 0,005 0,985

Los resultados mostraron diferencias significatieasos BCFs para las concentraciones
de SeMet (ANOVA, p=0,0001), siendo la SeMet acumhalpor los distintos tejidos en el

siguiente orden:
Manto= Pie < Visceras < Branquias < Hepatopancreas

Asi mismo, y como en el cuerpo completo, la coretaie acumulacion disminuyd y la
constante de eliminacién aumento en todos losoejitn la concentracién de SeMet en el
medio, manteniéndose la constante de acumulacidodes los tejidos y concentraciones
de SeMet mayor respecto a la constante de elindinasiendo esta relacion mayor en
branquia y hepatopancreas que en el resto dejidsstédismuyendo desde 40 a 10 veces
y de 17 a 3 veces con el aumento de SeMet encgkbmespectivamente),
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Figura 4.33. Concentracién de selenio (mg Segeso seco) en los tejidos de las almejas duminte
experimento de acumulacién de SeMet con distintaentraciones; a) Manto; b) Pie; ¢) Visceras; d)
Branquias; e) Hepatopancre@s.0 ug Se ['; m 5 ug Se ['; ¢ 10 ug Se I}; 4 25 ug Se 1)

Por otra parte, la suma de la concentracién daiseds los distintos tejidos con respecto a
la concentracion de selenio en el cuerpo compitpresado en porcentaje, se encontr
entre el 96 y 109 %, teniendo en cuenta para egadizcalculo el porcentaje en peso que
representa cada tejido en la almeja, como se éxehielApartado 3.3.1.1el Capitulo de

Material y Métodos.

En general, se observé un incremento en el cortaedSe en los tejidos de las almejas
cuando incrementa la concentracion de selenometioemn el agua durante siete dias de

exposicion (Figura 4.34), ajustandose a una ecandiciéal a los 7 dias (R=0.975).
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N
o
o

B Manto

® Pie

| AVisceras *
Branquias

1201 XHepatopancreas

=
)]
o

Selenio tejidos (mg Se Ky
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Figura 4.34 Relacion entre la concentracion de Se en el cuegmpleto deRuditapes decussatusla
concentracién de selenometionina en el agua desiguéslias de exposicion.

» Distribucion subcelular del Se en los tejidos

La separacion subcelular se llevé a cabo en alnesjpaestas a 10g Se L' de SeMet
durante 21 y 30 dias, tanto en hepatopancreas amdranquias. Los resultados
mostraron recuperaciones en el fraccionamientoedulac del tejido con respecto a su

concentracién total del 90 y 106% para hepatopascyeel 94% y 113 % para branquias
(Tabla 4.10).

Tabla 4.10. Concentracién (mg Se Kg peso seco) de selenio total y la distribucionla fracciones
biolégicamente activa, detoxificada nucleos y desscelulares, en hepatopancreas y branquiasnugaal
expuestas con 10 ug S& te SeMet durante 21 y 30 dias

Hepatopancreas Branquias
21 dias 30 dias 21 dias 30 dias
Se total 238 269 192 209
Distribucién de selenio
Se activo biologicamente 26,5 66,7 9,7 38,4
Se detoxificado biol6gicamente 85,8 107 79,0 161
Nucleosy desechos celulares 103 111 91,0 37,4

En hepatopancreas, entre el 12% y el 23% del ciolatede selenio se encontrd
biol6gicamente activo, mientras que en branquiashire 5% y 16 %. La mayor parte del
selenio, en ambos tejidos, se encontro en lasifraes biologicamente detoxificadas y en
los nucleos y desechos celulares (76-96 %), may@ihente en proteinas estables y
nacleos y desechos celulares (Figura 4.35).
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Figura 4.35 Concentracion de selenio (mg Se'Kgeso seco) en las distintas fracciones de laraeipa
subcelular en 6rganos de almejas expuestas congl®eul* de SeMet durante 21 y 30 dias: a)
hepatopéancreas; b) branquias

4.2.3.2.Especiacion de selenio en almeja fina cultivada caglenometionina

Los resultados de especiacion en los extractosddéliis enzimatica con proteasallipasa,
tanto en el cuerpo completo como en los tejidos)adealmejas expuestas a distintas
concentraciones de SeMet a través del agua dufif#tiedias con renovacion diaria,
mostraron la presencia de distintas especies dmisel(Figura 4.36). Las especies
identificadas mediante el acoplamiento instrumentPLC-UV-TR-HG-AFS por
intercambio anidnico fueron SeGysSeMetSeCys y SeMet y no se detectdé ninguna
especie desconocida, mientras que por intercanaidonico se identificaron SeMetSeCys
y SeMet y cuatro especies no identificadas (U1,WRy U4 que eluyeron a 5,7; 9,4; 11,5
y 23,1 min).
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Figura 4.36. Cromatogramas de especies de selenio en el caerppleto de almejas cultivadas con 10 pg
Se L' de SeMet durante 21 dias mediante extraccién se@lale proteasallipasa y NaOH 0,02 M con
HPLC-UV-TR-HG-AFS: a) Intercambio aniénico; b):@éntambio cationico (H.E.: hidrdlisis enzimatica; U
especies de selenio desconocidas)

Por intercambio catidnico, no se observo picoahfio de elucion de la SeGysmientras
gue por intercambio anidnico esta especie eluyd &ampo muerto y, por lo tanto, puede

ser otra especie de selenio.

En el caso de la SeMet, la concentracion de SeMebg extractos por intercambio
aniénico fueron mayores que por intercambio catmnesta discrepancia podria deberse a
que por intercambio aniénico se eluyan otras espeadimismo tiempo que la SeMet, por
lo tanto se utilizé una técnica alternativa parantificar la SeMet basada en el
acoplamiento instrumental BSE-TD-GC-MS, confirmange la concentracion de SeMet

obtenida por cromatografia de intercambio aniorestaba sobreestimada.
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En cuanto al residuo de la hidrélisis enzimatiedatio con hidroxido soédico, mediante el
acoplamiento HPLC-UV-TR-HG-AFS por intercambio amad, se observd la presencia
de Se(lV) y SeMet.

El porcentaje de especies de selenio identificaubers respecto a la concentracion de
selenio presente en el cuerpo completo y en loglote] expuestos a distintas
concentraciones de SeMet, se encontro entre 3P4y Blicando que un porcentaje alto

de las especies presentes en los extractos fueszombcidas.

» Especiacion de selenio en el cuerpo completo

En la Figura 4.37 se muestra como vari6 la conaeldn de las especies de selenio en el
cuerpo completo con el tiempo de exposicion. Laceatracion de las especies conocidas

en los tejidos de almeja incrementa en el siguierden:
SeMet > SeMetSeCys > Se(1V)
Mientras que para las especies desconocidas inatarme el orden:
U2 > U3 >U2=U1

Las concentraciones de las especies de selenimsaraa modelos cinéticos de primer
orden con R > 0,737.
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Figura 4.37. Concentracion de especies de selenio (conocidgsSenKd', peso seco; desconocidas: area

especie / area Se(lV)) en los tejidos de almejadianee HPLC-TR-UV-HG-AFS durante el experimento de

acumulacion de SeMet con distintas concentracicaeSe(lV); b) SeMet; ¢) SeMetSeCys; d) Compuesto
desconocido U1; e) Compuesto desconocido U2; f) iimsto desconocido U3; g) Compuesto desconocido
U4. (m5ugSel’, ¢ 10pugSel’; 4 25 ug Se )

» Especiacion de selenio en los tejidos

La especiacion en los distintos tejidos de las @mse llevo a cabo en el grupo de almejas

cultivadas en presencia de (i) Se [* de SeMet a 14, 30 y 60 dias de exposicion.
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Las especies presentes fueron las mismas que lpangreo completo, siendo la SeMet
(98%) y U4 (65%), las especies que se encuenteranayor concentracion dentro de las
especies conocidas y desconocidas, respectivanizatiarma similar que en el caso de
selenio total en los tejidos, el pie y el mantordmelos tejidos que presentaron menor
concentracibn de especies, mientras que la mayorpriEsentaron branquias vy

hepatopancreas, como se puede comprobar en |aFi@8s.
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Figura 4.38. Concentracion de especies de selenio (conocidgsSenKd', peso seco; desconocidas: area
especie / area Se(lV)) en los distintos tejidotadalmejas expuestas ajifde Se [* de SeMet

» Distribucién subcelular del Se

La especiacion en las distintas fracciones degarseion subcelular se llevo a cabo en las
branquias y hepatopancreas de almejas expuestagpSe ! de SeMet durante 14 dias,
las especies identificadas fueron Se(lV), SeMe#iyfigura 4.39).

En la branquias, el Se(IV) se encontrd principal@em los nucleos y desechos celulares,
mientras que la SeMet y la especie desconocidanua &accion de proteinas estables al

calor (fraccion biolégicamente inactiva).
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En el hepatopancreas, el Se(IV) se encontr6 pafoignte en los desechos celulares y

ndcleos, mientras que el 76% de la SeMet se ericentfa fraccion de proteinas estables

al calor (fraccion biologicamente inactiva) y el @4en la fraccion bioldgicamente activa

(mitocondrias y proteinas enzimaticas), encontréadla especie desconocida en la

fraccion biolégicamente activa.
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Figura 4.39. Especies de selenio (%) extraidas en las fraesisnbcelulares de almejas expuestas a e
Se L' de SeMet durante 14 dias mediante hidrolisis eftita-NaOH y HPLC-TR-UV-HG-AFS: a)

hepatopancreas y b) branquias

4.2.4. ELIMINACION/DEPURACION DE SELENOMETIONINA EN

ALMEJAS

LAS

El grupo de almejas expuestas a 10 pg $ed.SeMet durante 60 dias, posteriormente se

mantuvo en sustratos de arena con agua de maraeitaciabierto durante 60 dias para

llevar a cabo un estudio de eliminacion. Durante egperimento, se estudié el grado de
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enterramiento de las almejas y la mortalidad. lessiltados se muestran en la Figura 4.40
donde se puede observar que la TE50 se alcanslan#8-72 horas.
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£ 301 °
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0 . . ' ' ' . . .
0 1 2 3 4 5 6 7 8
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Figura 4.40. Evolucién del enterramiento de las almejas (%)adi@ la primera semana del periodo de
depuracion, después de haber estado expuestased@arias a 10 ug Sé&'lde SeMet

En cuanto a la supervivencia, en la Figura 4.4dusele observar la evolucién a lo largo de
la primera semana del ensayo de depuracion, emel@@ aprecia una alta mortalidad a las

72 h, comenzando de nuevo a partir del dia cirlcapaando un 85% el séptimo dia.
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Figura 4.41 Evolucién de la supervivencia de las almejas 4ante la primera semana del periodo de
depuracion, después de haber estado expuestasedé@atias a 10 pg Sé'lde SeMet

» Eliminacion del Se en el cuerpo completo

Los resultados de la eliminacién de SeMet en etprueompleto de la almeja siguieron
una curva exponencial con respecto al tiempo, si¢eadoncentracion final de selenio de

alrededor de 23,8 + 2,4 mg Se K@n peso seco) (Figura 4.42) y ajustandose a ciséti
de primer orden.
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Figura 4.42. Comparacion del contenido de Se observagoy( predicho en las almejas durante el
experimento de depuracién mediante el uso de |laelos cinéticos de 1 compartimento y 2 compartiogent
(mg Se K¢, peso seco).

Los resultados mostraron que la concentracion denise predicha no difiere
significativamente de las concentraciones obsessadando modelos cinéticos de uno y
dos compartimentos, con coeficientes de correlad&0,992 y 0,996 respectivamente, y
no llegando al estado estacionario. El tiempo da wedia bioldgica {t) fue de 19 y 10
dias para los modelos cinéticos de 1 y 2 compantiose respectivamente, siendo
necesarios 46 dias para llegar al estado estampmadicando la gran persistencia del

selenio en las almejas (Tabla 4.11).

Tabla 4.11 Coeficientes cinéticos para los experimentos efeudhcion de SeMet €R. decussatugA,; »:
concentracion de la almeja segun la ecuacién caéthg Kg™); Kg,qua: constantes de eliminacion (dfys
(t12), 1+ vida media biologica (dias); R: coeficiente derelacion; [Se] concentracion de la almeja al inicio
de la detoxificacién (mg Kg))

[Se] 1 Compartimento 2 Compartimentos
32,6 A 152 Ay 104
Kg 0,033 Ka 0,1612
ty 19 (ta)1 10
R 0,991 A, 56,4
Kaz 0,0140
(ta2)2 46
R 0,995

» Eliminacion del Se en los tejidos

El mismo comportamiento se observo en los tejidedad almejas. Los resultados se
muestran en la Tabla 4.12 y Figura 4.43, y se paed®robar que el modelo cinético de
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dos compartimentos se ajusta mejor a los datos\aukes, con coeficientes de regresion
mayores de 0,991 para todos los tejidos, exceptoriceras que no se ajuntan a este

modelo.

Por otra parte, la vida media biologicasftes mayor en el modelo cinético de un
compartimento para todos los tejidos, excepto [@eaisceras, encontrandose el valor de
la vida media en el rango comprendido entre 16 @ia8, indicando la gran persistencia

del selenio en los tejidos de las almejas.

Cuando se usa el modelo cinético de dos compartirmeal principio se observa una
eliminacion rapida de la SeMet, entre 2 y 6 diaa pados los tejidos, excepto las visceras,

y posteriormente, la eliminacion es lenta, llegahdsta 106 dias para el manto.

Tabla 4.12. Coeficientes cinéticos para el manto, pie, visgelmanquias y hepatopancreas durante el
experimento de depuracion de la selenometioninR.eflecussatugA,; »: concentracién de la almeja segun la
ecuacion cinética (mg K@); Kganaz constantes de eliminacion (dis (ty) 1 vida media biologica (dias); R:
coeficiente de correlacién; [Sejoncentracién de la almeja al inicio de la detogifién (mg Kg?); (-): no se ajusta al
modelo cinético))

Manto Pie Visceras Branquias Hepatopancreas

1 compartimento

[Se} 108 88 140 318 392
A 97 73 127 260 321
Kg 0,071 0,030 0,036 0,027 0,040
tys 17 21 17 23 16
R 0,966 0,953 0,994 0,963 0,941

2 compartimentos

[Sel 108 88 - 318 392
Ag 86 52 - 143 278

Kz 0,105 0,301 - 0,200 0,245

(ta)1 6 2 - 3 3
A, 30 43 - 186 183

Kz 0,006 0,019 - 0,017 0,020

(tr)2 106 33 - 37 33
R 0,999 0,994 - 0,990 0,991
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Figura 4.43.Comparacion del contenido de Se observallg predicho en los tejidos de las almejas durante
el experimento de depuracion mediante el uso dentielos cinéticos de 1 compartimento (linea comalin

y 2 compartimentos (linea discontinua): a) ManjoPie; c) Visceras; d) Branquias; €) Hepatopanci(eas

Se Kg', peso seco).

» Especiacion del Se

Por ultimo, se determinaron las especies de selamsentes en el cuerpo completo, y
encontrandose las mismas especies que en acunml&adV), SeMetSeCys, SeMet y

cuatro especies desconocidas U1, U2, U3 y U4.

Los resultados para todas las especies, tantafidadas como desconocidas, se ajustaron
a un modelo cinético de primer orden (Tabla 4.Bgyra 4.44). El tiempo de vida media

indica que la eliminacion de las especies sigui® eslen:

SeMetSeCys < U4 < Ul < U2< SeMet < Se(lV) =U3
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Tabla 4.13. Coeficientes cinéticos para las especies presehuesite el experimento de depuracion del
selenito erR. decussatugA,; » concentracion de la almeja segun la ecuacioricingmg Kg™); Kg.an.az: constantes
de eliminacion (dia¥; (t,), 1: vida media biolégica (dias); R: coeficiente derefacion; [Sg] concentracion de la
almeja al inicio de la detoxificacion (mg K)

Se(lV) SeMetSeCys  SeMet u1* u2* u3* u4*
1 compartimento
[Se} 0,773 3,58 67,1 0,095 0,418 0,379 2,31
A 0,821 3,44 71,4 0,097 0,425 0,369 2,23
Kyq 0,237 0,038 0.135 0,812 0,090 0,250 0,063
ti 3 17 5 8 7 3 10
R 0,959 0,944 0,960 0,990 0,992 0,992 0,994
2 compartimentos
[Se} 0,776 3,58 67,1 0,095 0,418 0,379 2,31
A, 0,460 0,003 35,38 -15,63 0,00002 0,405 0,99
Ka 0,237 -0,17 0,135 0,153 -0,234 0,250 0,143
(ta2)s 3 0 5 4 0 3 4
A, 0,36 3,61 36,02 15,72 0,431 -0,037 1,31
K g2 0,237 0,05 0,135 0,152 0,096 0,250 0,037
(t1)2 3 13 5 4 7 3 17
R 0,959 0,974 0,975 0,996 0,996 0,992 0,999

* Area relativa con respecto a Se(IV)
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Figura 4.44. Comparacién del contenido de especies de Sewlnker¢) y predicho en las almejas durante
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4.3. SELENOMETILSELENOCISTEINA A TRAVES DEL MEDIO
ACUATICO

4.3.1.MORTALIDAD

Los resultados de mortalidad de las almejas exgsiestdistintas concentraciones de
SeMetSeCys mostraron mortalidad del 100% en elogdgpalmejas expuesta a 25 yutp
Se L'de SeMetSeCys en el agua a los 21 y 49 dias respaente (Figura 4.45).

—e—control —e—Se-Cys5 —e—Se-Cys10 —e—Se-Cys25
100 +
90 ~
80 A
70 A

50 A
40 A
30 A
20 ~
10 +
0 T T » T T T » T 1

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63
Tiempo (dias)

Supervivencia (%)

Figura 4.45. Evolucion de la supervivencia acumulada en laseps expuestas a distintas dosis de
SeMetSeCys a través del agua

Las almejas expuestas a la concentracion deg5L" de SeMetSeCys tenian una
supervivencia del 75% a los 60 dias de cultivoplyrevivieron hasta el final del periodo
de exposiciéon (120 dias) al igual que el control.

4.3.2.PARAMETROS FISIOLOGICOS

4.3.2.1.Tasa de aclaramiento (TA)

Respecto a la tasa de aclaramiento, no se obserddenencias significativas en el grupo
de almejas expuestas ai§ Se L' de SeMetSeCys (ANOVA, p> 0,875) con respecto al
control, mientras que para el grupo de almejas estas a 10 y 25:ig Se L* de
SeMetSeCys se observd una disminucién de un 30 % 46los 28 y 14 dias,
respectivamente, con respecto al control (ANOVA,(0021) (Figura 4.46).
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Figura 4.46. Evolucion de la tasa de aclaramiento en almejpaestas a distintas dosis de SeMetSeCys en
el agua durante 120 dias

La tasa de aclaramiento de la SeMetSeCys-25 digialos 14 dias, momento en el solo

sobrevivian un 30%, lo que denota que estaban yaafeatadas por el selenio.

4.3.2.2 Actividad enzimatica

Se analizaron las variaciones en la actividad deelazimas antioxidantes GPx, GPx
dependiente de Se y GST, asi como en el nivel dexigacion lipidica (LPO), como

consecuencia del estrés oxidativo en las almejadapexposicion a SeMetSeCys en el
agua de cultivo. Los resultados obtenidos mostrgrenel control no presenté diferencia
significativa en el periodo del ensayo (test t, .83@). El ensayo con SeMetSeCys a
concentraciones de 269 Se L* tuvo una alta mortalidad, por lo que se ha tratado

estadisticamente por separado

En branquia, las almejas expuestas a SeMetSeCywostwaron diferencias significativas

en la actividad enziméatica respecto al control pamguna de las enzimas testadas.

En hepatopancreas, tampoco mostraron diferencida astividad GPx y LPO respecto al
control. La actividad GPx-Se presento6 diferencigsifcativas respecto a la SeMetSeCys
a los 30 dias de exposicion (ANOVA, p=0.0257), maslo una mayor actividad
enzimatica en las almejas expuestas adlGe L' de SeMetSeCys respecto al control y a
la dosis de 5ig Se ! de SeMetSeCys (anélisis post-hoc de Duncan) (&id47)
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Figura 4.47. Actividad GPx-Se (media + error estandar; n = &) el hepatopancreas de los grupos
expuestos a los 30 dias de exposicién a SeMetIBCy8ug Se L' y el control

La actividad GST en el hepatopancreas presentéedd®s significativas respecto a la
SeMetSeCys (ANOVA, p=0.001), siendo, segun loslt@dos del test post-hoc de Tukey,
la actividad similar entre los individuos tratadms SeMetSeCys (5 y 1@ Se [1) y, al

mismo tiempo, su actividad menor respecto al coffigura 4.48).

3,50
controlm SeCys 5mSeCys 10
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2’50 T —
2'00 8
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Figura 4.48 Actividad GST (media + error estandar; n = 10ethepatopancreas de los grupos expuestos a
los 30 dias de exposicién a SeMetSeCys 5 ydl8e L* y el control

La actividad enzimatica en branquia del grupo esfmua 25:g Se ! de SeMetSeCys no
presentd diferencias significativas a lo largo pediodo de exposicidon en ninguna de las
enzimas estudiadas, asi mismo, en hepatopanceeasesenté diferencias en la actividad
de GPx y LPO, mientras que la actividad GPx-Se y @8 este grupo fue diferente
significativamente (ANOVA, p=0,026 y ANOVA, p=0.00tespectivamente) a lo largo
del periodo de exposicion, confirmandose los mismesultados que para el resto de
tratamientos con SeMetSeCys, una mayor actividaxdt&Pen las almejas expuestas a 10
ug Se [* de SeMetSeCys respecto al control y a la dos g Se [* de SeMetSeCys
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(analisis post-hoc de Duncan), y la actividad GBilar entre los individuos tratados con
SeMetSeCys (5 y 1fg Se 1) y, al mismo tiempo, su actividad menor respettmatrol.

4.3.3. ACUMULACION DE SELENOMETILSELENOCISTEINA
4.3.3.1.Selenio total

» Acumulacion de Se en el cuerpo completo

Los resultados de selenio total en el cuerpo camptee las almejas expuestas a
SeMetSeCys en un rango de concentraciones comgeeadire 5 y 25 ug Se'ldurante
120 dias se muestran en la Figura 4.49. Para pbgte almejas expuestas a 5 pg Selé
SeMetSeCys, incremento la concentracion de seésmé las almejas durante los primeros
14 dias, llegando al estado estacionario. En @ dakgrupo de almejas expuestas a 10 ug
Se L' de SeMetSeCys mostré una acumulaciéon mas acuseta los 21 dias, donde
alcanzé el estado estacionario. Y por ultimo, egrepo de almejas expuestas a 25 pg Se
Lt de SeMetSeCys, la concentracién de selenio incremépidamente a las 48 horas vy,

posteriormente el incremento fue lento hasta llegarmortalidad del grupo a los 14 dias.
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Figura 4.49.Concentracion de selenio (mg Se)geso seco) en el cuerpo completo de las almejasit
el experimento de acumulacion de SeMetSeCys cavaein diaria(* 0 pg Se [*, m 5 ug Se [}, ¢ 10 g
Sel:; A 25 ug Se )

En general, todas las concentraciones de SeMetSeStigdiadas mostraron un

comportamiento cinético de primer orden, con coaites de correlacion superiores a
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0,989, obteniéndose las constantes de absorciépurat®on y los factores de

bioconcentraciéon, como se muestra en la Tabla 4.14.

Tabla 4.14.Coeficientes cinéticos (+ desviacién estandarpa parditapes decussatukirante el periodo de
exposicion (120 dias) a varias concentracionesetitetSeCys desde el agua de cultivo

Concentracion Coeficiente
L Kd Ku s
de exposicion BCF (dia) (L. dia g% correlacién
(ug Se ) J (R)
5 3460296 0,211+0,024 0,722+ 0,071 0,991
10 3683+584  0,117+0,024 0,432 +0118 0,989
25 837+131 0,611+0,121  0,520+0,080 0,990

Los resultados de los BCFs mostraron que no exifdeencias significativas en el grupo

de almejas expuestas a 5y 10 pg Seé SeMetSeCys (ANOVA, p=0,306), mientras que
se observé una disminucion significativa con 253egL* de SeMetSeCys en el agua
(ANOVA, p=0,0001).

Respecto a la constante de absorcion, presentodignanucion significativa con el
aumento de la concentracién de 5 a 10 ug $dd_SeMetSeCys en el agua (ANOVA,
p<0.0006), y la constante de eliminacién, un aumsaignificativo con 25 pg Se™ilde
SeMetSeCys (ANOVA, p=0,0001).

La relacidon entre las constantes Ku y Kd preseifgdahcias significativas en los grupos
de almejas expuestas a 5y 10 pg Seé SeMetSeCys en el agua (ANOVA, p<0.00004),
siendo 4 veces mayor la Ku, mientras que no senabs®a diferencia significativa con 25
ng Se [*de SeMetSeCys (ANOVA, p=0,257).

Por otra parte, la concentracion total de seleni@lecuerpo completo incrementd en el
contenido de Se de forma lineal cuando aumentabarieentracién en el agua a los 14
dias de exposicion, ajustandose a una ecuaciéreglendo grado (R=0,9981) (Figura
4.50):

Corg = —0,1097 + 3,5706 Cagua - 0,1097 Cagua?

Con esta ecuacion se puede predecir la concentradié que es necesario exponer a las
almejas durante 14 dias para obtener una conciEémirdeterminada de selenio en el

cuerpo completo la almeja, ademas, se puede obsprealos individuos acumulan una
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alta concentracién de selenio cuando se exponeneentraciones de SeMetSeCys por

encima de 25 pg Se'l.alcanzando la saturacién.

Selenio en el cuerpo (mg Se'Kg

0 T T T T T )
0 5 10 15 20 25 30

SeMetSeCys en el agua (mg Se L

Figura 4.50. Relacién entre la concentracién de Se en el cuegmpleto deRuditapes decussatysla
concentracién de selenometilselenocisteina en @h algspués de 14 dias de exposicion (Grafica de la
ecuacion de 2° grado: Linea continua; con el mergo lineal: linea discontinua, también represimta

> Distribucion tisular del Se

En este caso se observo el mismo comportamientpayaeel tejido total, ajustandose a un
modelo cinético de primer orden (R > 0,886) (Tablkb y Figura 4.51).

Los resultados mostraron diferencias significatieasos BCFs para las concentraciones
de SeMetSeCys (ANOVA, p=0,0001) y, acumulandoseekmiguiente orden en los

distintos tejidos:

Manto= Pie < Visceras < Branquias < Hepatopancreas
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Tabla 4.15. Coeficientes cinéticos (x desviacion estandar) l@n tejidos para los experimentos de
acumulacion eRuditapes decussatespuesto a varias concentraciones de SeMetSeC@ystdl 20 dias

Concentra}c_i(,in K, K, Coeficie_n’te
d?ungxpS(;sE)lon BCF (dia‘l) (L. diak. g'l) Corr(eéa)lmon
Pie
5 2053 + 368 0,198 + 0,041 0,409 + 0,080 0,958
10 1480 + 230 0,265+ 0,052 0,392 +0,070 0,984
25 581 £ 85 0,492 + 0,048 0,292 + 0,049 0,980
Manto
5 1855 + 311 0,192 +0,013 0,346 + 0,033 0,918
10 998 + 137 0,332+0,079 0,314 + 0,048 0,886
25 450 + 83 0,423 +0,117 0,190 + 0,029 0,893
Visceras
5 2649 + 365 0,283+0,013 0,750+0,115 0,945
10 2596 + 378 0,480+ 0,106 1,197 +0,023 0,964
25 708 £ 137 0,840 £ 0,105 0,586 + 0,075 0,981
Branquias
5 8489 + 827 0,454 + 0,054 2,551 + 0,333 0,923
10 5423 + 872 0,225+ 0,007 1,224 +0,147 0,998
25 1789 + 250 0,578 £0,0120 1,022 +£0,225 0,991
Hepatopancreas
5 21305 +1953 0,045+0,005 0,955+ 0,042 0,988
10 32704 +4956 0,027 £0,007 0,912 +0,107 0,991
25 2856 + 394 0,332+0,100 0,894 +0,192 0,985

Los BCFs y la tasa de acumulacion fueron mayordwepatopancreas y branquia. Al igual

que en el cuerpo completo, los BCFs presentarofuene descenso con 25 pg Séde

SeMetSeCys en el agua; la constante de absorciEsemitd una disminucion con el

aumento de la concentracion de selenio en el agaagnstante de eliminacién tuvo un

claro aumento con 25 pg Sé tle SeMetSeCys.

La constante Ku fue mayor que la Kd en los grupoalthejas expuestas a5y 10 ug Se L

! de SeMetSeCys en el agua, mientras que con 25 |LJ 8e SeMetSeCys, la Ku fue

mayor en branquia y hepatopancrea, pero fue merelagKd en el resto de tejidos.

Por otra parte, la suma de la concentracion deiseds los distintos tejidos con respecto a
la concentracion de selenio en el cuerpo compitpresado en porcentaje, se encontr
entre 86 y 113%, teniendo en cuenta para realizaéleulo el porcentaje en peso que
representa cada tejido en la almeja, como se éxehicelApartado 3.3.1.1el Capitulo de

Material y Métodos.
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Figura 4.51. Concentracion de selenio (mg Se )@eso seco) en los érganos de las almejas duehnte
experimento de acumulacion de SeMetSeCys con @istéoncentraciones: a) Manto; b) Pie; ¢) Viscaths;
Branquias; e) Hepatopancrea®.Q ug Se [*, m 5 pg Se [}, ¢ 10 pg Se I'; A 25 pug Se 1)
En general, se observo un incremento en el cordeda Se en los 6rganos cuando
aumenta la concentracion en el agua a los 14 ddasxgosicidon, ajustandose a una

ecuacion de segundo grado (R=0,8443) (Figura 4.52).
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Figura 4.52 Relacién entre la concentracién de Se en el cuegmpleto deRuditapes decussatysla
concentracién de selenito en el agua después d@ad4le exposicion.

» Distribucién subcelular del Se en el cuerpo complet

La separacion subcelular se llevé a cabo en almejpsiestas a 10g Se L[* con

SeMetSeCys durante 14 y 30 dias, tanto en hepatega@n como en branquias. Los
resultados mostraron recuperaciones en el fractiem@o subcelular del tejido con
respecto a su concentracion total del 98 y 108%a pepatopancreas y del 85 y 109 %

para branquias (Figura 4.53 y Tabla 4.16).

Tabla 4.16 Concentracion (mg Se Kgpeso seco) de selenio total y la distribuciénlasn fracciones
biol6gicamente activa, detoxificada y nicleysdesechos celulares, en hepatopancreas y brangigas,
almejas expuestas a 10 pg Sé de SeMetSeCys durante 14 y 30 dias (LD: por debejolimite de
deteccion)

Hepatopancreas Branquias
Control 14 dias  30dias Control 14 dias 30 dias
Se total 1,96 120 97,7 2,09 52,8 60,0
Distribucion de selenio
Se activo bioldgicamente <LD 32,3 34,1 <LD 457 16,2
Se detoxificado biolégicamente  <LD 51,5 73,6 <LD 32,1 33,3
Nucleosy Oesechos celulares <LD 46,4 65,3 <LD 8,39 15,9

En hepatopancreas, entre el 20 y el 25% del caldenie selenio se encontrd
biologicamente activo, mientras que en las brarsgiuia entre el 10 y el 18 %. La mayor
parte del selenio, en ambos 6rganos, se encontréaserfracciones biolégicamente
detoxificadas y en los nucleos y desechos celul@®89 %), principalmente en proteinas

estables y nucleos y desechos celulares.
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Figura 4.53. Concentracién de selenio (mg Se'Kgeso seco) en las distintas fracciones de laraeipa

subcelular en 6rganos de almejas expuestas corglBepl” de SeMetSeCys durante 14 y 30 dias: a)
hepatopancreas; b) branquias

4.3.3.2.Especiaciéon de selenio en almeja fina cultivada cé@@eMetSeCys

Los resultados de especiacion en los extractosddélisis enzimatica con proteasallipasa,
tanto en el cuerpo completo como en los tejidodadealmejas expuestas a distintas
concentraciones de SeMetSeCys a través del agaatdur20 dias, mostraron la presencia
de distintas especies de selenio (Figura 4.54).
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Figura 4.54. Cromatogramas de especies de selenio en almdjasdas con 5 ug Se'Lde SeMet durante

60 dias mediante extraccion secuencial de protigesa y NaOH 0,02 M con HPLC-UV-TR-HG-AFS: a)
Intercambio anidnico; b): intercambio catiénico

En la identificacién de especies mediante el acojgiato instrumental HPLC-UV-TR-

HG-AFS, por intercambio anidnico no se obtuvo unegra resolucion en los picos
cromatograficos de los compuestos, mientras quanpercambio catidnico se identificd
SeMetSeCys y tres especies no identificadas (U2%y U8 que eluyeron a 5,7; 9,4; 115y
23,1 min). En cuanto al residuo de la hidrodlisigierdtica tratado con hidréxido soédico,
mediante el acoplamiento HPLC-UV-TR-HG-AFS por inggnbio anidnico se observo la
presencia se Se(lV).

El porcentaje de especies de selenio identificadn, respecto a la concentracion de

selenio presente en el cuerpo completo y los tejedgmuestos a distintas concentraciones
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de SeMet, se encontré entre 9 y 38%, lo que ingligaun porcentaje alto de las especies

presentes en los extractos fueron desconocidas.

» Especiacion de selenio en el cuerpo completo

En la Figura 4.55 se muestra como vario la conaeidtn de las especies de selenio en el
cuerpo completo con el tiempo de exposicion, inemando la concentracion de las

especies conocidas en los tejidos de almeja agueéste orden:
SeMetSeCys > Se(lV)

Las concentraciones de las especies de selenimustaraa modelos cinéticos de primer
orden (R> 0,708).
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Figura 4.55. Concentracion de especies de selenio (conocidgsSenKd', peso seco; desconocidas: area
especie / area Se(1V)) en los tejidos de almejadiante HPLC-TR-UV-HG-AFS durante el experimento de
acumulacion de SeMetSeCys con distintas conceatrasi a) Se(IV); b) SeMetSeCys; ¢) Compuesto
desconocido U2; d) Compuesto desconocido U3; e)pDesto desconocido U4.X 5 g Se [}, ¢ 10 ug
Sel’ A 25 ugSe )

» Especiacion de selenio en los tejidos

La especiacion en los distintos organos de lasjatmee llevd a cabo en el grupo de
almejas cultivadas en presencia dept0Se L' de SeMetSeCys a 14, 30 y 60 dias de

exposicidon, obteniendo las mismas especies preseoie para el tejido completo. La
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SeMetSeCys (76%) y U4 (67%) fueron las especies spieencontraron en mayor

concentracién, dentro de las especies conocidasgonocidas, respectivamente.

De forma similar que en el caso de selenio totahieey el manto son los érganos que
presentan menor concentracién de especies, mienieaka mayor la presentan branquias

y hepatopancreas, como se puede comprobar enueaFgH6.

HSe(lV)
B SeMetSeCys

Selenio (mg Se K§

3 7 14 3

Branquias

Visceras Hepatopancfeas

Tiempo (dias)

Area relativa, con respecto a Se(lV)

7

Branquia Hepatopancre:

Tiempo (dias)

Figura4.56. Concentracién de especies de selenio (conocidgsSenKg', peso seco; desconocidas: area
especie / area Se(lV)) en los distintos tejidofadalmejas expuestas aji@de Se [* de SeMetSeCys

» Distribucién subcelular del Se en los tejidos

La especiacion en las distintas fracciones de (smarseion subcelular se realizé en
branquias y hepatopancreas de almejas expuesta®xpy Se L' de SeMetSeCys
durante 14 dias, las especies identificadas fuBegiV), SeMetSeCys, U2 y U4 (Figura

4.57), presentando una distribucion similar erdiasntas fracciones.
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El Se(lV) se encontré principalmente en los desgc®nucleo celulares, la SeMetSeCys
y la especie desconocida U2 en la fraccién de imageestables al calor (fraccion
bioldgicamente inactiva) para ambos tejidos y, @omo, la especie desconocida U4 se
distribuyd dentro de la fraccion biologicamentevagtlocalizandose principalmente en la
fraccion de lisosomas y microsomas (18-29%), asiccen la fraccion bioldgicamente

detoxificada, localizandose en las proteinas estaddicalor (71-82%).
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Figura 4.57.Especies de selenio (%) extraidas en las fracgisulecelulares de almejas expuestas cqmg25
de Se [! de SeMetSeCys durante 14 dias, mediante hidrélgisnatica-NaOH y HPLC-TR-UV-HG--AFS,

en: a) hepatopancreas y b) branquias.

4.3.4.ELIMINACION/DEPURACION DE SELENOMETILSELENOCISTEINA
LAS ALMEJAS

EN

El grupo de almejas expuestas a 5 pg Se de SeMetSeCys durante 60 dias,
posteriormente se mantuvieron en sustratos de @@nagua de mar en circuito abierto
durante 60 dias para llevar a cabo un estudio id@nakion. Durante este ensayo, se

estudio el grado de enterramiento de las almejda gnortalidad. Los resultados se
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muestran en la Figura 4.58, donde se puede obsgmeata TE(50) se alcanzé a las 12
horas.
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Figura 4.58 Evolucion del enterramiento de las almejas (4adte la primera semana del periodo de
depuracion, después de haber estado expuestased@erias a 5 pg Sée'lde SeMetSeCys.
Respecto a la supervivencia, se puede apreciaxr Eiglira 4.59 que la mortalidad a los 7
dias fue menor del 20%, por lo que no se aprecid pg Se [* de SeMetSeCys ningln

efecto post-exposicién, ni en mortalidad, ni eregamiento.
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Figura 4.59 Evolucién de la supervivencia de las almejas 4ante la primera semana del periodo de
depuracion, después de haber estado expuestasedf@atias a 5 g Sé'lde SeMetSeCys

» Eliminacion del Se en el cuerpo completo

Los resultados de la eliminacién de SeMetSeCysletuerpo completo de la almeja
siguieron una curva exponencial con respecto mlpie con una concentracion final de

selenio en el tejido de 7,33 + 0,81 mg Se'Ken peso seco) (Figura 4.60), ajustandose a
cinéticas de primer orden.
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Figura 4.60. Comparacién del contenido de Se (mg S€lKpgeso seco) observadg { predicho en las
almejas durante el experimento de depuracion, megde uso de los modelos cinéticos de 1 compantimn
y 2 compartimentos.

Los resultados mostraron que la concentracion denise predicha no difiere
significativamente con las concentraciones obsavagando modelos cinéticos de uno y
dos compartimentos, con coeficientes de correla@j®83 y 0,992 respectivamente, y no
llegando al estado estacionario. El tiempo de widgia biolégico, usando estos modelos
cinéticos, fue de 19 y 33 dias, respectivamenticamdo que el selenio es muy persistente
en la almeja (Tabla 4.17)

Tabla 4.17. Coeficientes cinéticos en el ensayo de depurad#o8eMetSeCys eR. decussatus (A, »: concentracion

de la almeja segun la ecuacion cinética (MgYKdKg.a1.a2 Constantes de eliminacion (dfs (i) 1 vida media
biolégica (dias); R: coeficiente de correlacion;][$encentracion de la almeja al inicio de la detezidion (mg Kd))

[Se} 1 Compartimento 2 Compartimentos
32,6 A 30,91 Ap 14,4
Kq 0,034 Ka 0,275
tas 19 (ta2)1 2
R 0,991 A, 21,4
Kz 0,020
(ta)2 32
R 0,994

» Eliminacion del Se en los tejidos

El mismo comportamiento se observo en los tejidedad almejas. Los resultados se
muestran en la Tabla 4.18 y Figura 4.61y se puedgmbar que el modelo cinético de
dos compartimentos se ajusta mejor a los datos\aukes, con coeficientes de regresion

mayores de R= 0,991 para todos los 6rganos.
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Por otra parte, la vida media biologicasftes mayor en el modelo cinético de un
compartimento para todos los tejidos. Cuando se elsanodelo cinético de un

compartimento, el valor de la vida media se encaesn el rango comprendido entre 4 y
39 dias en los tejidos, indicando una baja persisgieen algunos tejidos del selenio, como
en el hepatopancreas que persiste 4 dias, y ex @iganos persiste mucho tiempo como
en el manto. Cuando se usa el modelo cinético decdmpartimentos, al principio se

observa una eliminacion rapida del selenio, entrpriener y tercer dia para todos los

tejidos y, posteriormente, la eliminacion es ldi@gando hasta 98 dias para el manto.
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Figura 4.61 Comparacion del contenido de Se (mg SélKpgeso seco) observadg { predicho en las
almejas procedentes del cultivo con SeMetSeCysndeirel experimento de depuracion mediante el aso d
los modelos cinéticos de 1 compartimento (linedinoa) y 2 compartimentos (linea discontinua). @nkd;

b) Pie; c) Visceras; d) Branquias; €) Hepatopascrea
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Tabla 4.18. Coeficientes cinéticos para el manto, pie, vissetmanquias y hepatopancreas durante el
experimento de depuracion de la SeMetSeCyR.eteecussatugA,; ;: concentracion de la almeja segun la
ecuacion cinética (mg Kg); Kg,au.qaz: constantes de eliminacion (dfs(ty,), 1 vida media bioldgica (dias);
R: coeficiente de correlacion; [$e€pbncentracion de la almeja al inicio de la detezifion (mg Kgh))

Manto Pie Visceras  Branquias Hepatopancreas

1 compartimento

[Sel 11,7 15,9 22,2 60,0 177
A 8,66 13,5 19,1 50,7 179
Kg 0,033 0,071 0,037 0,023 0,158
ts 39 9 17 28 4
R 0,804 0,919 0,967 0,938 0,984

2 compartimentos

[Sel 11,7 15,9 22,2 60,0 177
Ay 6,40 9,11 6,06 20,0 157
Kar 0,339 0,350 0,677 0,337 0,210

(tu2)1 2 2 1 2 3
A, 5,3 6,79 16,1 39,9 245
Ka2 0,007 0,021 0,028 0,015 0,018

(t12): 98 30 23 43 35
R 0,999 0,997 0,997 0,994 0,991

» Especiacion del Se en el cuerpo completo en la iElanion

Por ultimo, se determinaron las especies de sefgagente en el cuerpo completo, e igual

que en acumulacion, las especies que se encontemota muestras son Se(lV),

SeMetSeCys y tres especies desconocidas U2, U3y U

Los resultados para todas las especies, tantdfidadas como desconocidas, se ajustan a
un modelo cinético de primer orden (Figura 4.62apla 4.19). El tiempo de vida media,

indica que la eliminacién de las especies es rapgiguen este orden:

U2 < U4 <U3= Se(lV) < SeMetSeCys
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Tabla 4.19 Coeficientes cinéticos para las especies presahimante el experimento de depuracion del

SeMetSeCys eRR. decussatus(A,;, concentracion de la almeja segun la ecuaciorticinémg Kg™); Kg,quaz
constantes de eliminacion (df#s(ty,) 1 vida media biologica (dias); R: coeficiente derelacion; [Se] concentracion
de la almeja al inicio de la detoxificacion (mg

Se(lV) SeMetSeCys U2*  U3*  U4*
1 compartimento
[Sel 0,518 4,29 1,66 0,478 4,77
A 0,526 4,12 1,57 0,484 4,29
Ky 0,224 0,342 0,134 0,235 0,164
577 3 2 5 3 4
R 0,989 0,974 0,978 0,951 0,918
2 compartimentos
[Sel 0,518 4,29 1,66 0,478 4,77
Aq 0,262 2,50 1,26 0,336 2,18
K1 0,224 1,35 0,092 0,235 1,87
(t12)1 3 1 7 3 14
A, 0,264 1,79 0,393 0,148 2,34
Kao 0,224 0,116 7,74 0,235 9,79
(t12)2 3 6 0 3 1
R 0,989 0,999 0,996 0,951 0,999

* Area relativarcrespecto a Se(IV)
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Figura 4.62 Comparacién del contenido de especies de Se (kg 3epeso seco) observadqg § predicho

en las almejas durante el experimento de depuranidiante el uso de los modelos de depuracion de 1
compartimento (linea continua) y 2 compartimentibiseé discontinua). a) Se(lV); b) SeMetSeCys; c)
SeMet; d) Ul d) U2; e) U3; f) U4
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4.4.1sochrysis galbanalon T-Iso A TRAVES DE LA DIETA

4.4.1. MORTALIDAD

Los resultados de mortalidad de las almejas aliatkst con distintos porcentajes de Tiso
enriquecida con selenio en la dieta mostraron vodatidad de un 35 % para la mayoria
de las dosis y el control (Figura 4.63)
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Figura 4.63 Evolucién de la supervivencia acumulada en laggscon distintas dietas de Tiso enriquecida
con selenio

4.4.2. PARAMETROS FISIOLOGICOS
4.4.2.1.Tasa de aclaramiento (TA)

En la tasa de aclaramiento no se observaron dde®rsignificativas entre todos los
grupos de almejas y para todas las dietas estsd{@&NOVA, p=0,950) durante todo el
periodo de exposicion (Figura 4.64)
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Figura 4.64 Evolucién de la tasa de aclaramientoRerdecussatuson distintas dietas de Tiso enriquecida
con selenio durante 120 dias.

4.4.2.2 Actividad enzimatica

Los resultados obtenidos no mostraron diferencigsifieativas a los 60 dias de
exposicion en la actividad GPx, y LPO entre el aant las distintas dietas del ensayo con
Tiso, en ninguno de los dos tejidos (ANOVA, p>0.297

La actividad GPx-Se presentd diferencia signifieati los 60 dias de exposicion respecto
a la dieta (ANOVA, p=0.000), siendo la actividadiematica mayor en el control tanto en

branquia como en hepatopancreas (Figura 4.65).

Hepatopancreas Control B Se-Tiso 0% Branquias Control B Se-Tiso 0%

8 . HSe-Tiso 50% ' Se-Tiso 100% B Se-Tiso 50% = Se-Tiso 100%
S7 I S
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B34 3
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=
|

o
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Figura 4.65. Actividad GPx-Se (media + error estandar; n =, #8)hepatopancreas y branquia, a los 60 dias
de exposicion para el control y los grupos expweatdistintas dosis de Tiso enriquecida con selenita
dieta. (Las letras diferentes sobre las barragseptan diferencias significativas).

La actividad GST en el hepatopancreas presentdedid@ms significativas (ANOVA,
p<0.000) al final del periodo de exposicién entreamtrol y los grupos alimentados con
dietas de 0, 50 y 100% de Tiso.
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Figura 4.66. Actividad GST (media * error estandar; n = 10)ethepatopancreas al final de la exposicion,
para el control y los grupos alimentados con Tisigeiecida con selenio. *Las letras diferentes qumemn
diferencias significativas

4.4.3.ACUMULACION DE SELENIO A TRAVES DE LA DIETA
4.4.3.1.Selenio total

» Acumulacion de Se en el cuerpo completo

Laa concentraciones de selenio total, SeMet y Je&fivVla microalgdsochrysis galbana
clon Tiso fueron 109; 10,6 y 27,1 mg Se K@ microalgas en base seca, respectivamente.
Las concentraciones de selenio total y especiesepies en las distintas dietas ensayadas

para las almejas se muestran en la Tabla 4.20.

Tabla 4.2Q Concentracién de selenio total y especies (mgi®eja’; mg Se Kg (de almejas); en peso
seco) presentes en las dietas ensayadas parankgaslcorisochrysis galbanalon T-Iso enriquecida con
selenio

Tiso

enriquecida Total Se(lV) SeMet
(% endieta)  (ug Se améja (mg Se K¢ (Lg Se almejd  (mg Se Kd) (ug Se almejy (mg Se Kd)
0 0,021 0,042
25 0,546 1,092 0,053 0,872 0,135 1,744
50 1,092 2,184 0,106 2,184 0,270 4,368
75 1,639 3,278 0,160 4,368 0,405 8,736
100 2,185 4,37 0,213 6,556 0,540 13,112

Los resultados de selenio total en el cuerpo campde las almejas alimentadas con
microalgas Tiso enriquecida con selenio en un ragaconcentraciones comprendida
entre 0 y 4,369 pg Se Kgn la dietalurante 120 dias se muestra en la Figura 4.67
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Figura 4.67 Concentracioén total de selenio (mg SeIKgeso seco) en el cuerpo completo de las almejas

alimentada con Tiso enriquecida con selenio copeets al tiempo>* 0 ug Se [, m 1,09 pug Se K{ Tiso, ¢
2,18 pg Se K¢ Tiso; A4 3,28 g Se K{ Tiso; ® 4,37 ug Se Kg Tiso).

En las dietas estudiadas se observo un incremégndicativo en la concentracién de
selenio en el cuerpo completo de las almejas (ANOWAO.00001), ajustandose el
incremento de la concentracion de selenio en ka @dienodelos cinéticos de primer orden
(R>0,871). Asimismo, las distintas dietas con Teéswmiquecida con selenio presentaron
diferencia significativa al final del experimen®®NOVA, p=0.00001).

Los parametros que describe el modelo cinéticoiderendo la entrada de selenio a traves

del alimento se muestra en la Tabla 4.21.

Tabla 4.21 Coeficientes cinéticos paRuditapes decussatuhirante el periodo de exposicion (120 dias)
alimentada con distintas concentraciones de Se-Tiso

Concentraciéon

alimento Ife_l Klf 1 AE IRl 1 TTF
(g Se o) @ia)  (Ldiag) (%)  (g-dia-g)
1,092 0,129 0,627 69 0,702 3,75
2,185 0,061 0,327 78 0,700 8,95
3,277 0,046 0,251 68 0,712 10,52
4,370 0,031 0,227 69 0,742 16,53

Los resultados muestran que la eficiencia de alisose encuentra entre el 68% y el 78%
en las almejas alimentadas concentraciones ddaael@nrelacion de la ingesta incrementa
con la concentracion de selenio en alimento, masntue la constante de eliminacion
disminuye. En cuanto a la tasa de crecimiento.enabservo cambio de crecimiento de las
almejas durante el experimento. Por ultimo, eldiade transferencia trofica incrementa

con la concentracidon de selenio en el alimento.
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Por otra parte, la concentraciéon total de seleni@leejas alimentadas con microalgas
enriquecidas con Se increment6é de forma lineal @duaumentaba la concentracion de
total de selenio en la dieta a los 60 dias dedrmmanto, con un coeficiente de regresion de

0,982 (Figura 4.68).

35 -
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[S€werpd= 5,6757 [Sgud + 0,5938
25 R2=0,9818

20 A ?

Se encuerpo almeja (mg Se¥g
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5 - ‘
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0 1 2 3 4 5

Setotal en ladieta (mg Se Kg

Figura 4.68 Concentracion total de selenio en el cuerpo catmpule almejas con respecto a la concentracién
de selenio en la dieta microalgal durante 60 dias

» Distribucion tisular del Se en el cuerpo completo

En la figura se muestra la concentracion total elenso en los tejidos de la almeja con
respecto al tiempo, observandose que se ajustdé madelo cinético de primer orden
(R>0,802).
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Figura 4.69 Concentracion de selenio total (mg Se XKgpeso seco) en los tejidos de las almejas
incorporandolo en distintas concentraciones a srad@ la dieta durante 60 dias: a) Manto; b) Pie; c)
Visceras; d) Branquias; €) Hepatopancré&s0 pg Se [, m 1,09 ug Se K{ Tiso, ¢ 2,18 ug Se K{ Tiso; 4

3,28 g Se Kg Tiso; @ 4,37 pg Se K{ Tiso)

Por otra parte, la concentracion de selenio endls8ntos Organos incrementé en el

siguiente orden:

Pie = Manto < Visceras < Hepatopancreas = Branquias

Ademas se observd una buena correlacion entrenleentracion de selenio total en los
tejidos y el selenio en la dieta (R > 0,979) (Fagdr70)
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Figura 4.70 Relacion entre la concentracion de Se eruelpo completo d&kuditapes decussatuysla
concentracion de selenio en la dieta después déa€dle exposicion

» Distribucién subcelular del Se en el cuerpo complet

La separacién subcelular se realizé en almejaseatamdas con 4,370y Se K" de Tiso,
durante 21 y 30 dias, tanto en hepatopancreas amdranquias. Los resultados
mostraron recuperaciones entre 109 y 111% pdrepeltopancreas y entre 93% y 108 %
para las branquias en el fraccionamiento subcetldacuerpo completo con respecto a su
concentracion total (Figura 4.71y Tabla 4.22).

Tabla 4.22 Concentracion (mg Se Kgpeso seco) de selenio total y la distribuciénlam fracciones

biolégicamente activa, detoxificada y ndcleos yedéss celulares, en hepatopancreas y branquias, de
almejas alimentadas con 4,37@de Se Kg-1, durante 21 y 30 dias

Hepatopancreas Branquias
2ldias  30dias 2ldias 30dias
Se total 29,4 37,8 30,2 38,5
Distribucion de selenio
Se activo hioldgicamente 1,78 1,56 1,47 1,76
Se detoxificado biolégicamente 18,9 21,0 25,3 28,1
Nucleos y desechos celulares 11,3 19,4 5,90 6,14

Para ambos tejidos, el contenido de selenio bicédgente activo fue menor del 6%,
encontrandose en la fraccion biolégicamente detaxifs, nucleos y desechos celulares,
repartido principalmente entre las proteinas es$alff6 -48 %) y en los nucleos y

desechos celulares (17-46%).
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Figura 4.71 Concentracién de selenio (mg SeiKgeso seco) en las distintas fracciones de laraeipa
subcelular en 6rganos de almejas alimentadas c8704g de Se K@, durante 21 y 30 dias, a)
hepatopancreas; b) branquias

4.4.3.2 Especiacion de selenio en almejas alimentadas coisd enriquecida

Los resultados de especiacion en los extractosddélisis enzimatica con proteasallipasa,
tanto en el cuerpo completo como en los tejidotadealmejas alimentadas con distintas
dietas de microalgas Tiso enriquecidas con selduiante 60 dias, mostr6 la presencia de
distintas especies de selenio (Figura 4.72). Lg®ecdss identificadas mediante el
acoplamiento instrumental HPLC-UV-TR-HG-AFS poreirdambio anidnico no tuvieron
una buena resolucion en los picos cromatografieotosl compuestos, mientras que por
intercambio catidnico se identific6 SeMetSeCys gtruespecies no identificadas Ul, U2,
U3 y U4, que eluyeron a 5,7; 9,4; 11,5 y 23,1 rin.cuanto al residuo de la hidrolisis
enzimatica tratado con hidroxido sodico mediantaadplamiento HPLC-UV-TR-HG-
AFS por intercambio aniénico solo se observé |agmeia de Se(1V), 57jlg Se Kg', en
almejas alimentadas con 4,37 Se Kg" a los 60 dias.
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Figura 4.72 Cromatogramas de especies de selenio en almejaentddas con microalgas Tiso
enriquecidas con 4,370y de Se Kg durante 60 dias mediante extraccién secuencigraoteasa/lipasa y
NaOH 0,02 M con HPLC-UV-TR-HG-AFS: a) Intercamlainionico; b): intercambio catiénico

El porcentaje de especies de selenio identificadas, respecto a la concentracion de
selenio presente en el cuerpo completo y en laotegpxpuestos a distintas dietas de Tiso
enriguecidas con selenio, se encontré entre 6 y, 28icando que un porcentaje alto de

las especies presentes en los extractos fueronraesdas.

» Especiacion de selenio en el cuerpo completo

En la Figura 4.73 se muestra como varia la coraantr de las especies de selenio en el
cuerpo completo con el tiempo de exposicion. Lasceotraciones de las especies de

selenio se ajustan a modelos cinéticos de printesnocon R > 0,708.
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Figura 4.73 Concentracién de especies de selenio (conocidgsSenKd', peso seco; desconocidas: area
especie / area Se(lV)) en el cuerpo completo delfeeja mediante HPLC-TR-UV-HG-AFS durante el
experimento de acumulacion de SeMetSeCys con ®@isttoncentraciones; a) SeMetSeCys; b) Compuesto
desconocido U1; ¢) Compuesto desconocido U2; d)ptiesto desconocido U3; e) Compuesto desconocido
U4'1(* Opg Sel*, m 1,09 ug Se Kg Tiso, ¢ 2,18 ug Se K Tiso; 4 3,28 pg Se Kq Tiso; @ 4,37 ug Se

Kg™ Tiso)

» Especiacion de selenio en los tejidos

La especiacion en los distintos tejidos de las msee realiz6 en el grupo de almejas
cultivadas en presencia de 4,8y Se L' de Se-Tiso a 14, 30 y 60 dias de exposicién. Las
especies presentes son las mismas que para eboummpleto. La SeMet (76%) y U4
(67%) son las especie que se encuentra en mayoemoacion dentro de las especies
conocidas y desconocidas, respectivamente. De fermidar que en el caso de selenio

total, el pie y el manto son los tejidos que presemmenor concentracién de especies,
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mientras que branquias y hepatopancreas presentaayor concentraciéon, como se puede

comprobar en la Figura 4.74
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Figura 4.74 Concentracién de especies de selenio (conocidgsSenKg', peso seco; desconocidas: area
especie / area Se(lV)) en los distintos tejidodadealmejas alimentadas con microalgas Tiso ercidas
con 4,370ug de Se K@ a los 14, 30 y 60 dias de exposicion.

» Distribucion subcelular del Se en los tejidos

La especiacion en las distintas fracciones de paraeion subcelular se llevé a cabo en

branquias y hepatopancreas de almejas alimentadgasiicroalgas Tiso enriquecidas con
4,370pug Se K@ durante 60 dias, las especies identificadas fuBefiV), SeMetSeCys,

U2 y U4 (Figura 4.75), presentando una distribugdnilar en las distintas fracciones,

encontrandose entre la fraccidn biol6gicamentetiveag los nlcleos y residuos celulares.

163



4.4. Isochrysis galbana clon T-Iso a través de la dieta.

El Se(lV) se encontré principalmente en los desecl®nucleo celulares, la SeMetSeCys
y la especie desconocida U4 en la fraccion de imageestables al calor (fraccion

bioldgicamente inactiva), para ambos tejidos, y jdomo, la especie desconocida U2 se
distribuyd en la misma proporcién entre la fraccdin proteinas estables al calor y los

nacleos y los residuos celulares.
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Figura 4.75 Porcentaje de especies de selenio (%) extraiddsasefracciones subcelulares de almejas
alimentadas con microalgas Tiso enriquecidas c8A04,g de Se Kg durante 60 dias mediante hidrolisis
enzimatica-NaOH y HPLC-TR-UV-HG--AFS en: a) hepdatogreas y b) branquias.

4.4.4. ELIMINACION/DEPURACION DE SELENIO EN LAS ALMEJAS
ALIMENTADA CON MICROALGAS ENRIQUECIDA CON SELENIO

El grupo de almejas alimentadas con 4,3g®Be Kg' durante 60 dias, se mantuvieron en
sustratos de arena con agua de mar en circuitd@biigrante 60 dias para llevar a cabo un

estudio de eliminacion. Durante este experimerg@ssudio el grado de enterramiento de
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las almejas y la mortalidad. Los resultados se trare®n la Figura 4.76 donde se puede
observar que el 50% de las almejas se enterrdeml2 horas.
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Figura 4.76 Evolucion del enterramiento de las almejas durdateprimera semana del periodo de

depuracion, después de haber sido alimentadastdig@rdias con la microalga Tiso enriquecida c870!,
ug de Se Kg

En cuanto a la supervivencia, en la Figura 4.7@usgle observar como evolucioné en la

primera semana del ensayo de depuracion, siendoeddalidades de un 4%.
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Figura 4.77 Evolucion de la supervivencia de las almejas (#pudte la primera semana del periodo de

depuracion, después de haber sido alimentadastdiwg@rdias con la microalga Tiso enriquecida c870!,
ug de Se Kg

» Eliminacion del Se en el cuerpo completo

Los resultados de la eliminacién de selenio totalek cuerpo completo de la almeja

siguieron una curva exponencial con respecto alpite siendo la concentracion final de
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selenio 2,60 + 0,30 mg Se Kgen peso seco), ajustandose a modelos cinéticpsirder
orden (Figura 4.88).
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Figura. 4.88 Comparacion del contenido de Se (mg S&;kan peso seco) observad) ¥ predicho en las
almejas durante el experimento de depuracion medieh uso de los modelos de depuracion de 1
comportamiento y 2 comportamientos.

Los resultados mostraron que la concentracion denise predicha no difiere

significativamente con las concentraciones obsasadon coeficientes de correlacion
0,918 y 0,999, usando modelos cinéticos de unosycompartimentos, respectivamente,
ajustandose mejor los resultados con el modeloodecdmpartimentos (Tabla 4.23). El
tiempo de vida media bioldgica es de 8 y 23 diamnds modelos cinéticos de 1
compartimento y 2 compartimentos, respectivamemmstrando que el selenio
incorporado a través del alimento fue mas perdistpara la eliminacion cuando se

ajustaba al modelo cinético de dos compartimentos.

Tabla 4.23 Coeficientes cinéticos para los experimentos €purhcion de almejas alimentadas con la
microalga Tiso enriquecida con 4,3{(§ de Se Kd. (A1 2 concentracion de la almeja segn la ecuaciérticiné
(mg Kg™); Kganaz constantes de eliminacion (dfs(ty,), 1: vida media bioldgica (dias); R: coeficiente derefarcion;
[Se}. concentracion de la almeja al inicio de la deteaifion (mg Kg*))

[Se Model(_) del Model_o de 2
compartimento compartimentos
36,5 A 22,6 A 14,2
Ky 0,082 Ka1 0,568

t1/ 8 (ty2)1 1
R 0,918 A, 12,8
Kz 0,027

(tu2) 23
R 0,999
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» Eliminacion del Se en los tejidos

El mismo comportamiento se observo en los tejideslas almejas, los resultados se
muestran en la Tabla 4.24 y Figura 4.89 donde sdgpaomprobar que el modelo cinético
de dos comportamientos se ajusté mejor a los dalbservados, con coeficientes de
regresion mayores de 0,996 para todos los org&uwsotra parte, la vida media bioldgica
(t12) es mayor en el modelo cinético de un compartimegdra todos los tejidos,

encontrandose el valor de la vida media en el raogmprendido entre 7 y 27 dias.

Cuando se usa el modelo cinético de dos compartiraeal principio se observa una
eliminacion rapida del selenio, entre 1 y 4 diampados los tejidos, y posteriormente, la

eliminacion es lenta, llegando hasta 80 dias pera&ikceras y las branquias.

Tabla 4.24. Coeficientes cinéticos para el manto, pie, visgelmanquias y hepatopancreas durante el
experimento de depuracion de las almejas alimestenla la microalga Tiso enriquecida con 4,3g0e Se
Kg'l. (A,1. concentracion de la almeja segin la ecuacioricinéng Kg?); Kg,q1.2: constantes de eliminacion (dfs
(t12)1: vida media biol6gica (dias); R: coeficiente derelacion; [Se] concentracion de la almeja al inicio de la
detoxificacion (mg Kgh))

Manto Pie  Visceras Branquias Hepatopancreas

1 compartimento

[Sel 13,6 11,3 23,9 49,5 44,9
A 11,0 10,18 19,1 42,5 39,1
Kg 0,058 0,080 0,024 0,039 0,085
turs 11 8 27 16 7
R 0,906 0,967 0,880 0,917 0,871

2 compartimentos

[Sel 13,6 11,3 23,9 49,5 44,9
Ay 7,15 6,31 12,2 32,5 30,61
K1 0,453 0,246 0,238 0,172 0,30

(ty2)1 1 3 3 4 2
A, 6,45 4,79 11,56 17,8 14,52
Ka2 0,022 0,028 0,008 0,008 0,01

(t12): 29 23 80 80 60
R 0,997 0,996 0,998 0,996 0,995
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Figura. 4.89 Comparacion del contenido de Se (mg S&;kam peso seco) observad) y predicho durante
el experimento de depuracion de las almejas aliadestcon la microalga Tiso enriquecida con 4;8yde
Se Kg', mediante el uso de los modelos cinéticos de Jpadimento (linea continua) y 2 compartimentos
(linea discontinua). a) Manto; b) Pie; ¢) Visced§sBranquias; €) Hepatopancreas

» Especiacion del Se

Por ultimo, se determinaron las especies de sefgaEente en el cuerpo completo, e igual
que en acumulacion, las especies que se encueatrafa muestras son Se(lV),
SeMetSeCys y cuatro especies desconocidas Ul, WB2,yUJ4. Pero la especie
desconocida U1, solo se detecté en el muestremlimie la depuracion, siendo su sefal
tres veces menor que la de U3 y U4, y 6 veces norelJ1.

Los resultados para todas las especies, tantafidadas como desconocidas, se ajusta a

un modelo cinético de primer orden (Figura 4.9(apla 4.25).

U3 < U4 = Se(lV) < SeMetSeCys < U2

168



Capitulo 4. Resultados

Tabla 4.25 Coeficientes cinéticos para las especies presehtente el experimento de depuracion de las
almejas alimentadas con la microalga Tiso enriglzecon 4,37Qug de Se Kg. (A, concentracion de la
almeja segun la ecuacion cinética (mg Ky Kg,q1,42 constantes de eliminacion (dfs(ty,) 1: vida media bioldgica
(dias); R: coeficiente de correlacion; [Sedncentracion de la almeja al inicio de la detoziion (mg Kgh); (-): no se
ajusta al modelo cinético)

Se(lV) SeMetSeCys U2*  U3* U4

1 compartimento

[Se} 577 2,11 0,661 0,392 0,385
A 5,79 2,09 0,494 0,392 0,370
Ky 0,228 0,107 0,024 0,958 0,224
tis 3 6 27 1 3

R 0,999 0,991 0,786 0,997 0,979

2 compartimentos

[Sel - - 0,661 - 0,385
Ag - - 0,288 - 0,273
Ka1 - - 0,006 - 0,112
(tw2)1 - - 102 - 4

A, - - 0,370 - 0,112
Ka2 - - 0,350 - 8,73
(t12)2 - - 2 - 0

R - - 0,997 - 0,998

* Area relativa, con respecto a Se(lV)
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4.4. Isochrysis galbana clon T-Iso a través de la dieta.
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Figura 4.90 Comparacién del contenido de especies de Se (ngSeen peso seco) observado y predicho
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Capitulo 5. Discusién

5.1.BIOACUMULACION DE SELENIO

5.1.1.PARAMETROS FISIOLOGICOS

Aunque el selenio es un elemento esencial paranlmsiscos, presente en proteinas y
enzimas, es también toxico cuando las concentresi@on demasiado altas para los
requerimientos del animal, en nuestros ensayotiieo para las almejas con el Se(lV) a
través del agua con una LC50 (96h) de 885Se L', y ademas, en periodos largos de
exposicion a través del agua alcanzaron un 100%mdealidad a partir de las
concentraciones de 2% Se L' de SeMet y de 1Qg Se [* de SeMetSeCys, sin verse
afectadas por la exposicién al selenio a travda deeta con Se-Tiso. En la bibliografia no
se describen experiencias de mortalidad para ang@si marinos con este elemento.
Unicamente una especie dulceacuicola, el pez llungitBLepomis macrochirysha sido
objeto de estos trabajos, constatandose que erpad@sig Se L' de selenito alcanza un
100% de mortalidad (Hermanwtal, 1992).

En nuestro trabajo, se observd que la SeMetSe@ysas toxica que la SeMet para las
almejas, ya que alcanzaban el 100% de mortalidaduc@ concentracion en el agua
menor. Aunque no se disponen de datos de molusgmsestos a este compuesto,
resultados similares de mayor toxicidad de SeMejSefespecto a SeMet se han
observado en el pez cebi2ahio rerio) expuesto a 80 pg Sé'lde SeMet y SeMetSeCys

(Dolgovaet al, 2016).

En general, la tasa de aclaramiento se vio afeqadal selenio en las almejas expuestas a
través del agua, apreciandose una disminuciénsetolacentraciones mas altas respecto al
control a partir de los 7 dias, alcanzando una idistion entre el 37-58 % para Se(IV)-
1000, SeMet-25 y SeMetSeCys-25 a los 14 dias. Madase afectando el grupo de
almejas expuesto a Se-Tiso. Resultados similares/iebon Fournieret al (2005a) en la
almeja asiatica@. flumined con la exposicion a la SeMet (50 pg S8,lya que indujo
una fuerte disminucién de su tasa de aclaramiatocambio respecto al selenito, los
resultados fueron distintos a los obtenidos en teab®@jo, provocando la exposicion un
incremento de la tasa de aclaramiento al dobleanaibas concentraciones testadas (50 y
500 pg Se L).
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En general, la actividad GST en los individuos egbos al selenito a través del agua, en
todas las especies y dosis contrastadas (5-10@ed), fue menor que la actividad en
las almejas control. Se han obtenido resultadofiasge en moluscos gasterépodos, con
disminucién en la actividad de GST cuandocella lapillusfue expuesto al sulfato de
cobre pentahidrato (Cunhet al., 2007). El caracol HexaplexMirex trunculuy ha
mostrado también una disminucion en la activida@8& cuando se expone al cadmio. La
disminucién de la actividad de GST después de pp®giON a metales pesados puede
deberse a la accion directa del elemento sobreZima o a la inhibicion de GST por las
especies reactivas de oxigeno (ROS) extra (Shugtilid., 1998). Esto se debe a que la
GSH tiende a quelarse con el metal pesado antegjudeeste reaccione con las
metalotioneinas, que también pueden causar indimexite la disminucion de la actividad
de GST. Los metales también pueden causar agotangehsustrato de GSH uniéndolo u
oxidandolo (Canest al.,1999).

El aumento de la actividad Se-GPx en presenciaetbnis se observo en las almejas
expuestas al selenito y a la SeMeSeCys, este aompard combatir el estrés oxidativo
durante fagocitosis y/o metabolismo fisiol6gico,sgaha descrito en mamiferos y algunas
especies de peces (Spedtral, 1985; Watanabet al, 1997; El-Bayoumy, 2001; Liet

al., 2004). En moluscos marinos se ha estudiadoeeteflel Se sobre la induccion de la
Se-GPx frente a los efectos toxicos de la expasi@dmercurio (Chatziargyriou y
Dailianis, 2010). Esto se demostré al comprobaawmento de la actividad de Se-GPx en
cultivos celulares tratados con selenio, por lo sgieonfirmd la teoria de que el Se juega
un importante papel como co-factor para el incrémee la actividad Se-GPx. En nuestro
trabajo se obtuvo un patron similar, aumentandw#bsres de Se-GPx en los tratamientos
con Se, por lo que se puede afirmar que en la alfimgj la alimentacion con Se intensifica
la actividad de Se-GPx. En ese sentido, segun negesésultados con los enzimas
antioxidantes, se puede afrimar que la actividadsBe es el principal mecanismo para
combatir el estrés oxidativo derivado de la exposi@ dosis elevadas de selenioRen

decussatus
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5.1.2.BIOACUMULACION DE Se A TRAVES DEL AGUA

5.1.2.1.Selenio total en el cuerpo completo

Respecto a las concentraciones de selenio total emerpo completo obtenidas &n
decussatuslurante el experimento, en general, mostraronuameato de la concentracion
de selenio acumulado cuando aumentaba la concémrede exposicion. Esta relacion
también ha sido observada por otros autoreCabicula flumineaexpuesta a SeMet a
través del agua (Adam-Guillermiat al, 2009), asi como en la correlacién positiva
encontrada entre los niveles de Pb, Cd, Ni y CtaarstraCrassoarea corteziensislos
niveles en el medio marino (Paez-Osuna y MarmdRy@s, 1990)

Una de las suposiciones importantes del modeloGlesBes que refleja las condiciones de
equilibrio entre la exposicién y las concentrac®eea el organismo, que se verifica para
exposiciones en laboratorio (BCFs), aunque en canbs naturales (BAFs) pueden no
cumplirse este supuesto (MacGeeral, 2003). Teniendo en cuenta las distintas especies
suministradas a traves del medio acuatico, caltaakedas diferencias entre ellas respecto
a los factores de bioconcentracion como se obsaria Figura 5.1. Los valores de BCFs
mas elevados al comparar las distintas especisgldrio administradas nos indican una
mayor capacidad del organismo para acumularlapoanmayor facilidad de entrada en el

organismo de esa especie determinada.

2E+4

2E+4

1E+4 +

BCF

BE+3

0E+0 =

5 10 25 50 250 500 750 7
Se en el agua (ug Setl)

Figura 5.1 Comparacion de los valores de BCF entre los difesetratamientos usados en las almejas
expuestas a distintas concentraciones de selS8tdet y SeMetSeCys en el agua de cultivo durad@e 1
dias.
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La especie de selenio que menos se acumula ekerit@eque presenta los valores mas
bajos de BCFs. Estos valores Bn decussatupara el selenio son menores y mas
constantes que los referidos en trabajos realizadbee exposicion a metales, como se
puede observar en los valores de BCF con un rantge 29 y 604, en la exposicion al

cobre, cadmio o plomo a través del agua (Blascopp®, 1999; Freitast al, 2014).

Los compuestos organicos presentaron respecto @rnegas expuestas al selenito, una
mayor acumulacion de selenio, con BCFs mayoregngds ademas mayores para SeMet
gue para SeMetSeCys. En estas especies se raflejeelacion inversa entre los factores
de bioconcentracién BCFs y la concentracion de sigfim a través del agua, decreciendo
el BCF cuando aumenta la concentracion en el dggta. es consecuente con el analisis
realizado por McGeeet al. (2003) sobre la relacion de BCFs (en laboratoyiola
concentracion de metales en medio acudtico. Existedltiples mecanismos
potencialmente responsables de una relacion ineesa el factor de acumulacion y la
concentracion de exposicion, los cuales son espesifdel metal y de las especies
(DeForestet al, 2007). Estos mecanismos incluyen la regulacdiiva la influencia de
las concentraciones naturales y la cinética dereidsocon saturacién a concentraciones
elevadas (White y Rainbow, 1982; Borgmann y Norwd@®@95 y Simkiss y Taylor, 1989).
En este trabajo, la concentracion de Se aument#aaexposicion, aunque la acumulacion
interna no aumenta tan rapidamente como los niwdgesxposicion y, por lo tanto, se
confirma un grado significativo de control sobredeumulacion de Se. Esto ha sido
descrito por otros autores con respecto a otranegitos traza, como el Cu o el Zn en
algunos organismos marinos y/o de agua dulce (Alsagoos, 2000; McGeeet al,
2003).

Las constantes de eliminacién del selenito fueignificativamente mas altas, 15 veces
mayores que las de acumulacion para todas las mwacenes testadas, lo que implico
una eliminacion muy rapida del selenio. En cameiolas especies organicas siempre fue
significativamente menor que la constante de alisgren ambas especies y para todas las
concentraciones testadas, excepto parau@5Se L' de SeMetSeCys, donde ambas
constantes fueron iguales. Estas diferencias edini@mica de eliminacion del selenio
revelaron una regulacion diferente deRladecussatuante la exposicion a las distintas
especies de selenio. Dichas diferencias son sasilarlas que se observan entre distintos
elementos esenciales, como refieren Borgmeinal (1993) para el anfipodblyalella
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azteca en el que observaron diferencias en los coefieseginéticos entre los metales
esenciales Cu y Zn, con una Kd mucho mayor en elPon lo tanto, la almeja podria
regular activamente la carga de Se en el tejidmsadncentraciones de selenito disuelto
equilibrando la excrecion y absorcion, o en el cdsobajas exposiciones de Se(lV)
disuelto, la diferencia entre las tasas de absworgiéxcrecion es tan pequefia que no hay
acumulacion neta significativa. Esto ultimo podvédoer ocurrido en las almejas expuestas
a 5y 20ug Se L* de selenito, en las que el selenio acumulado estar debajo del limite

de deteccion.

La constante de absorcién para el selenito fuendgho orden de magnitud que la descrita
por Wang (2001) para la almeja japoneRadjtapes philippinaruip (0,009 L ¢ d?), y
menores que para los mejillorieerna viridis (0,019 L ¢* o) y Septifer virgatug0,031 L
g* d%). Sin embargo, la constante de absorcién obteradala SeMet (0,478 L'gd™) fue
mucho mayor que la obtenida por Adam-GuillerminO@0para la almeja asiatida.
fluminea (0,0115 L ¢ d?). En ambas especies de selenio organico, la cuaste
absorcion fue siempre mayor que la de eliminacigero presenté una disminucion
significativa al aumentar la concentracion de selem el medio, llegando a ser esta
relacion solo del doble para la SeMet y no exigira SeMetSeCys, por lo tanto la

eliminacion del selenio en las almejas expuestdkma fue mas lenta que en Se(1V).

La bioacumulacion refleja diferentes estrategiasdésintoxicacion (Wallace y Luoma,
2003), mientras que algunos organismos son reg@adoevitan que los metales entren o
los expulsan eficientemente una vez que se hamtatdspotros son acumuladores que, por
ejemplo, sintetizan ligandos que se unen a los lexetdos acumuladores tienden a
presentar cargas elevadas en el cuerpo, que esalpeate el caso de los bivalvos. Los
resultados obtenidos por Adam-Guillernghal. (2009) pareC. flumineaconfirman esta
hipotesis, ya que las constantes de velocidad dmrebn para la SeMet fueron
significativamente mas altas que las constanteglbeidad de depuracion, lo mismo que

se observo para la almeja fina expuesta a SeMav@stdel agua en este trabajo.

Esta elevada bioconcentracion de SeMet puede lggda a tasas de absorcion muy alta
y/o a que la entrada de selenio deriva en su amsion en especies organicas, y podria

explicarse por una bioacumulacion inadvertida dele&Galirecta a proteinas en lugar de

177



Capitulo 5. Discusién

metionina, hecho que se ha demostrado en otrasiespie bivalvos que la acumulan a
través de un sistema de transporte activo (Steh@rg).

La relacion observada entre niveles de exposicaitidtad de selenio acumulado y la
respuesta fisiolégica de la almeja pone de manifigsie concentraciones elevadas de
selenito, selenometionina o selenometilselenoaciaten el agua aumenta la cantidad de

selenio activo biolégicamente y provoca dafios lfigicos en las almejas.

5.1.2.2.Selenio total en los tejidos

La acumulacion de selenio en los tejidos tieneamportamiento similar al expuesto para
el organismo completo, siendo la acumulacion mayohepatopancreas y branquia, con
sus valores de BCFs mayores que en el resto diejides para todas las especies de

selenio testadas (Figura 5.2).

La diferente absorcion de un elemento por distintganos o tejidos se interpreta como el
resultado de la actividad fisiologica especificacdda uno. El uso mas importante de estos
modelos cinéticos es el calculo de la concentrageidal 6rgano critico (es decir, el érgano
mas sensible) bajo diversas condiciones de exposigiientras que las concentraciones de
elemento en otros organos o tejidos proporcionanindicacion de los efectos adversos
(Elderet al, 2015).
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Figura 5.2 Comparacion de los BCFs en los diferentes tejideslas almejas expuestas a distintas

concentraciones de selenito, SeMet y SeMetSeCgéagua de cultivo durante 120 dias.

La distribucion del Se entre los diversos tejidstaedeterminada por su superficie de
adsorcion, por lo tanto las branquias con una gugerficie y las propiedades quimicas de
las mucosas que las cubren es responsable detlaacdp metales en forma disuelta y en
forma de particulas presentes en el agua que fuyevés de la cavidad del manto
mostrando un mayor grado de acumulacion (CunningH&W9; Amiard-Triquetet al,

1986). Asi mismo, la elevada concentracion encdatran el hepatopancreas se debe

ademas de a la absorcidn directa, al habito deeatewion por filtracion de las almejas.

La acumulacion de selenio en los distintos tejidbginal de la exposicion fue en el

siguiente orden:
Manto= Pie < Visceras < Branquias < Hepatopancreas

La distribucion de Se en los tejidos de otros bival también tuvo una clara
diferenciacion, aunque varié en algunos respedtjidb que mas acumulaba, siendo en el
mejillén de agua dulc®&nio mancug(ltalia), branquia > hepatopancreas > manto =>pie
visceras = musculo abductor (Polettial, 2015); en el berberech@nadara trapezia
(Australia), branquias > hepatopancreashemolimfa (Taylor y Maher, 2012 a) o
branquias > gonadas-intestino > manto > pie (Jategl, 2004); en la almejRuditapes
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philippinarum (China), viscerabranquia > manto > gonadas > musculo (Zhahgl.,
1990) y en la ostr@®strea edulis(Inglaterra), la glandula digestiva contenia layana
concentracion de Se, mientras que el musculo adyckl pie contenian la mas baja
(Wrench, 1979).

En los tejidos de las almejas expuestas a lamtdistiespecies de Se, como se puede
observar en la Figura 5.2, hubo una disminucionlaen BCFs segun aumenta la
concentracion de exposicion en el agua, exceptel easo del selenito que mantuvieron
sus valores mas constantes. Los compuestos orggmiesentaron respecto a las almejas
expuestas al selenito, una mayor acumulacion @aisetn los tejidos, con BCFs mayores,

y siendo ademas mayores para SeMet que para SeBjstSe

La evolucion de los coeficientes cinéticos fue Emal expuesto para el cuerpo completo,
pero resaltando que en branquias y hepatopancueasidmpre mayor la constante de
absorcion y menor la de eliminacion que en el rdsttos tejidos para todas las especies y
concentraciones de selenio (excepto en SeMetSe@@ysaqde eliminacion fue similar al
resto de tejidos), lo que demuestra que estoefiteron capaz de acumular selenio mas
rapido que el resto.

Resultados similares a los nuestros obtuvieronriteet al (2005 a) en estudios sobre la
bioacumulacion en la almeja asiatica dulceacuiColfluminea a partir de selenio disuelto

como selenito, selenato o selenometionina, siemd®&dMet disuelta la especie mas
bioacumulada a nivel de o6rganos, después el selgnat selenito, y siempre mas en

branquias que en visceras, manto o musculo.

5.1.3.BIOACUMULACION DE Se DESDE LA DIETA

Los altos resultados obtenidos en la eficiencialtorcion de Se (> 68 %) en las almejas
R. decussatuslimentadas con Tiso enriquecidas con distintasceatraciones de Se
fueron similares a los obtenidos por otros autere®tras especies de almejas cdvho
balthica, R. philippinarum, M. mercenaria, Potamdmgda amurensiso C. fluminea
alimentadas conThalassiosira pseudonana |. galbama Phaeodactylum tricornutum
enriquecidas con selenio radioactivtSe (Zhanget al, 1990; Luomaet al., 1992;

Reinfelderet al, 1997; Leeet al, 2006) y en otros bivalvos como ost@srivulariso S.
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glomerata(Ke y Wanget al, 2001), mejillonesMytilus edulis Perna viridis(Wanget al,
1995; Schlekaet al, 2002).

Por otra parte, la relacion de ingestaRerdecussatusn este trabajo son del mismo orden,
aunque algo mayores que los obtenidos para otvadvbs (Luomeet al, 1992; Zhang,
1990; Reinfelderet al, 1997; Ke y Wang, 2001; Leet al, 2006), mejillonesMiytilus
edulis,Perna viridis(Wanget al., 1995; Schlekaét al, 2002). Dichas diferencias pueden

deberse a que se trata de especies diferentes.

En cuanto a la constante de eliminacién, los valeom similares a los obtenidos por otros
autores en bivalvos cuando las almejas se alimamarias microalgas a concentraciones
por encima de 2,18 pug S€ gLuomaet al.,1992; Reinfeldeet al, 1997).

Los valores de TTF obtenidos en el presente tralmmmprendido entre 3,7 y 16, se
encuentran dentro del rango de otros bivalvos @atl) (Zhanget d, 1990; Luomeet al,
1992; Reinfeldeet al,1997; Ke y Wang, 2001; Lext al 2006), mejillonesMytilus edulis

y Perna viridis(Wanget al, 1995; Schlekagt al, 2002) y al tener un valor mayor que 1
indica que hay biomagnificacién (Reinfelddral, 1998)

Todo esto indica la alta biodisponibilidad (acuncida) de selenio desde las particulas
ingeridas (alimento) a los invertebrados. Tamb@&nha observado este comportamiento
en estudios ambientales en la bahia de San Fraramscla almeja. balthica(Luomaet

al., 1992).

En general, esto revela que el selenio se conceardsaen los tejidos de las almejas que en
las microalgas de las que se alimenta y se pueti@gar por sus elevadas eficiencias de

asimilacion y bajas velocidades de eliminacion
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Tabla 5.1 Coeficientes cinéticos paRuditapes decussatukirante el periodo de exposicion (120 dias)
alimentada con distintas concentraciones de Seyli®otras especies de moulscos bivalvos.

. Alimento AE IR Ke .
Especies (microalga) (%) (g -did - g% (dia?) TTF Referencia
. decussatus I. galbana 68 -78 0,70-0,74 0,031-0,129 3,75-16,5 Ea #sbajo
Cryptomonasp,
. P. tricornutum Schlekatet al, 2004
. amurensis Synechococcusp 36 - 80 0,25 0,025 3,6 - 8,0 Leeet al, 2006
Thalassiosirasp.
. fluminea Phaeodactylum g g, 0,05 0,010 1,45-4,05 Leeal, 2006
tricornutum
. balthica T. pseudonana 22 - 86 0,25 0,012-0,030 4,5-11,2 Luosal, 1992
S. costatum,
. philippnarum  C. muelleri, 52-70 0,25 0,013 10 -13,5 Zhasigal., 1990
P. tricornutum
_mercenaria. I. galbana, T. 92 0.25 0,010 23 Reinfelderet al.,
pseudonana 1997
I. galbana, i
. virginica T_gpseudonana 45 - 70 0,25 0,069 1,6-2,5 ?ggge'dem al,
Phytoplankton Wantet al.,1996;
_edulis I. galbana, 31-72 0,27 0,022 3,8 - 8,8 Reinfelderet al.,

T. pseudonana 1997

5.1.4.DISTRIBUCION SUBCELULAR DEL SELENIO

La distribucion subcelular de selenio en los bigalpuede ser diferente dependiendo de la
especie del bivalvo, especie de selenio, via dedety del propio tejiddEn este trabajo
se evaluo la distribucion subcelular del seleni®emquia y hepatopancreas en alm&as
decussatugxpuestas a 500 pg S€ He selenito, 10 pg Se'lde SeMet, 10 pg Se’'lde
SeMetSeCys y alimentada con 4,37 pug Sé' ilg Se-Tiso. En la bibliografia existen
algunos estudios sobre la distribucion subceluéaselenio en otros bivalvos (Taylor y
Maher. 2012 y 2014; He y Wang, 2013).

Las recuperaciones de selenio en las fraccionesekl@res con respecto a la

concentracion total en el tejido fueron cuanti@divpara las almejas expuestas a las
distintas especies de selenio a través de agusaves del alimento. Similares resultados
fueron obtenido por Adam-Gullermiet al (2009), mientras que otros autores no
obtuvieron recuperaciones cuantitativas (31-75%yIdr y Maher. 2012 y 2014).
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Un porcentaje alto de selenio se detectd en lziffradioldgicamente detoxificada en las
branquias de las almejas expuestas con las dst@sigecies de selenio y alimentada con
Se-Tiso, mientras que en hepatopancreas se digriinincipalmente entre esta fraccion y
los nucleos y desechos celulares. Estos resul@ifiesen de los obtenidos por Taylor y
Maher (2012) para el Se en branquias y hepatop@sateA. trapezia y en el cuerpo
completo enT. deltoidalis donde obtienen que el selenio se asociaba a logasiy

desechos celulares (Taylor y Maher, 2014).

En general, como se observa en la Figura 5.3, cang@a la distribucion subcelular en

branquias y hepatopancreas de los individuos atades durante 30 dias con las distintas
especies de Se a través del agua y de la dietgreeid en branquia una mayor fraccion
detoxificada biologicamente, y menores fracciong®&/as biologicamente y de ndcleos y

desechos celulares.

El selenio de la fraccion biolégicamente detoxdi@ase asocia principalmente a las
proteinas estables al calor. Esto aun no ha sidoritte en organismos marinos, pero en
mamiferos hay estudios que sugieren que el selandtece las metalotioneinas (Chen y
Wanger, 1994). La mayoria del selenio no asociaddas selenoproteinas de la familia de
la glutation peroxidasa se encontraria unido ansal@inoacidos y otros compuestos de
selenio de bajo peso molecular analogos a meta&itias actuando como almacén y
transporte de proteinas y, por lo tanto, seriarernmediarios en la sintesis de
selenoproteinas (Akesson y Srikumar, 1994). Porsigaiente, esta fraccion puede

representar una reserva de selenio detoxificado.
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Figura 5.3. Comparacion de la distribucién (%) de selenio adacfraccién subcelular d®. decussatus
después de 30 dias de exposicion a las distinfascies de selenio. Las fracciones subcelulares son:
granulos, nucleos y desechos celulares (ndcl. + @#g, proteinas estables al calor (prot. estaddr),
mitocondria (mit.), lisosomas y microsomas (lisnier.) y proteinas-enzimas (prot.(enzimas)). n£S2. AB:
fraccion activa biolégicamente en tonos rojos, y[B& fraccion detoxificada biolégicamente en tonos
verdes, en el diagrama).
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El selenio asociado a los granulos supuso soloeeft% en las branquias y
hepatopancreas de las almejas para todos los ieatas Estos resultados son similares a
los obtenidos en insectos por Dubois y Hare (206®),embargo son menores a los
obtenidos por otros autores en otros organismogasa(Zhang y Wang, 2006; Taylor y
Maher. 2012 y 2014).

Por otra parte, un porcentaje entre el 5 y 46%eten® total se distribuyo en la fraccion

de desechos celulares, siendo mayor en hepatopangue en branquias. Segun Wallace
et al (2003), los desechos celulares son los mas foalgs ya que contienen fragmentos
de tejido, membranas celulares y otros componesietares de funcién desconocida Por
ejemplo, la union del metal a las membranas ceslpodria resultar toxica, sin embargo,
la union a fracciones menos sensibles dentro dedeschos celulares podria impedir la

unién a componentes sensibles de la célula (Lu@bé&rsnel, 1996).

El selenio biolégicamente activo se encuentro eeltré% y el 28% para ambos tejidos,
siendo el porcentaje menor para los tejidos dallagjas alimentadas con SeTiso. Estos
resultados son similares a otros autores (TaylMaper. 2014; Dubois y Hare, 2009),
mientras que son inferiores a los obtenidos potofagt al (2012) para el Se en la almeja
arcaAnadara trapeziaUn porcentaje alto del selenio activo biologicateese encuentra
en las mitocondrias, donde tiene lugar la reducciéhoxigeno y la produccion de la
energia celular a través de la enzima glutatibopgasa, siendo el selenio un componente
esencial de esta enzima, sin embargo, el selendlepger toxico por encima de la

concentracion que se requiere (Paleical, 2004).

El porcentaje de selenio en la fraccion de lisosoynaicrosomas fue inferior al 10% para
todos los tratamientos, donde el componente miotabode las células induce la
fragmentacion del reticulo endoplasmatico, queespansable de transportar y sintetizar
proteinas, por lo tanto el selenio en esta frace®msocia mas con los microsomas que
con los lisosomas, lo cual podria ser indicativo sile esencialidad aunque podria
igualmente tener también implicaciones para sicidad (Bonneriet al, 2005).

En la fraccion de proteinas enzimaticas el porgemta selenio fue bajo, menor del 10%,
excepto en la branquias de las almejas expuestaSaldetSeCys que es el 20%, en esta
fraccion se encuentran enzimas, proteinas de lego molecular y otras moléculas que
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son sensibles a metales estando el selenio asootedproteinas complejas (Wallaee
al., 2003).

Por otra parte, el porcentaje de selenio citospi@ndo la suma del selenio de la fraccion
de proteinas enziméaticas y proteinas establedal sa encontrd entre 41-49% y 67-80%
para las branquias y hepatopancreas de todos dta@mientos, respectivamente. Estos
resultados son similares a los obtenidos por AdantigBamin et al. (2009) en branquias

de bivalvos y mayores que los obtenidos por otubsras (Taylor y Maher. 2012)

Por ultimo, algunos autores (Wallace y Luoma., 2p08allaceet al, 2003) han mostrado
que la distribucion de metales y metaloides enligleato (presa) altera directamente la

transferencia trofica a los depredadores.

La distribucion subcelular de un compuesto dengrainl organismo ademas de servir para
interpretar su toxicidad o tolerancia, también sede utilizar para la evaluacion de su
transferencia trofica a sus depredadores. Los cestgsi que se encuentran unidos a la
fraccidon no detoxificada (lisosomas, mitocondriszimas) son mas biodisponibles a los
depredadores que los compuestos unidos a la fraatgfoxificada. En este sentido

Wallace y Luoma (2003) propusieron el conceptoadédccion de metal biodisponible

troficamente (TAM) combinando organulos, proteipagimaticas y proteinas estables, e
indicaron que alrededor de 100% del TAM debe seniglo por el depredador. Los

resultados de este trabajo muestran que la biadlspidad trofica de selenio se encuentra
entre el 70-80% y 50-53% en hepatopancreas y bi@anqespectivamente, para todos los

tratamientos de este estudio.

Pero sobre la biodisponibilidad dentro de la disition subcelular hay puntos de vista
contradictorios. En la revision efectuada por WE&@fL3), sobre los estudios relizados en
los ultimos afos para examinar la utilidad de laM'én la prediccidon de la transferencia
trofica de metales, segun sus observaciones lo#tadss suelen ser mas cautelosos que
ciertos (Rainbowet al, 2011). Por ejemplo, la definicion de la TAM exg los restos
celulares y las fracciones granulos, pero los @ssudtilizando fracciones purificadas han
demostrado que los metales en estas dos fracqieeen estar también biodisponible a
los depredadores (Zhang y Wang, 2006; Cheung y V\eA1ip).
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Sin embargo, puede tener sentido que cada unatae fescciones se diferencien en el
grado de biodisponibilidad y que la TAM sea madisiponible cuando en ambas hay

selenio.

5.2.Eliminacion del selenio

La tasa de enterramiento y la mortalidad en la @epdn mostré que los grupos que
presentaron mejores condiciones fueron las alnegjagestas previamente ala T-Iso y a la
SeMetSeCys, con una mortalidad durante la primaresa del 4 y 20%, respectivamente,
y una TE(50) para ambas de 12 h, siendo las qa@zdoon el proceso de depuracion en
peor estado las expuestas previamente a SeMetyrc86% de mortalidad y una TE(50)
entre las 48-72 h.

La eliminacion de Se bifasica que se observd emlogdelos cinéticos, tanto en el cuerpo
completo como en los tejidos de las almejas expaes500 pg SelLde selenito, 10 pg
Se L'* de SeMet, 5 pg Se'Lde SeMetSeCys y alimentadas con 4,37 pg SkdéySe-
Tiso, indicé la existencia de dos conjuntos meiabslde Se dentro de las almejas. Esto se
ha llegado a justificar en otros organismos comccamunto de Se inorganico (menos
persistente) y otro de Se organico (mas persigtélleinow and Brooks, 1986 a; b),
llegando a demostrar que la SeMet (que puede pegsentativa del conjunto organico)

tiene un tiempo de vida media mas largo que lasderinorganicas.

Por otra parte, como se muestra en la Figura &.dfidciencia de retencién no vario entre
los distintos tratamientos, reteniéndose en lajabrentre el 9y 24% del Se inicial al final
de la fase de depuracién (60 dias). Cuando ladmtta selenio fue a través del alimento,
se observd que la eficiencia de retencion de selanios 8 dias de depuracion en las
almejas era aproximadamente el 33 %, similaressaobtenidos en otros bivalvos (19-
45%) por otros autores (Wargd al, 1996; Reinfeldeet al., 2001; Ke y Wang, 2001,
Alguezaret al, 2007).
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Figura 5.4. Retencion de selenio durante de 60 dias de deporanR. decussatusxpuesta a 500 pg S& L
de selenito, 10 pg Se'lde SeMet, 5 pg Se''lde SeMetSeCys y alimentadas con 4,37 pg SkdégSe-
Tiso (coeficiente de regresion, R>

La vida media biol6gica de selenio en el companitmele corto plazo fue entre 1 y 3 dias
en el cuerpo entero de las almejas de los distirb@mientos estudiados en este trabajo,
excepto para las almejas expuestas a 10 pug'Ste1SeMet, que es 10 dias indicando un
alto porcentaje de retencion (alrededor del 62%)eEcaso de los tejidos, la vida media

bioldgica de selenio se situd entre 1 y 6 dias fmatas los tejidos.

La vida media biologica de selenio en el compamimea largo plazo fue entre 23 y 46
dias para las almejas expuestas a especies d®smigénicas y alimentadas con Se-Tiso.
En concreto, para las almejas alimentadas con 8g-E vida media biologica fue de 23
dias, y tal como se ha descrito en otros bivalt@s36 dias) por otros autores (Wagtg
al., 1996; Reinfeldeet al.,2001; Ke y Wang, 2001; Alquezat al, 2007). En el caso de
los tejidos, la vida media biolégica en el compaento de larga vida fue 3 veces mayor en
el manto (98-106 dias) que en los otros tejidoalerejas expuestas a especies de selenio
organicas, mientras que en las almejas expuestafl¥) fueron dos veces mayor en el
hepatopancreas (51 dias) que en las branquiaslaBafmnejas alimentadas con Se-Tiso, la
vida media biologica efues 2,5 veces mayor en taaduias, hepatopancreas y visceras
(60-80 dias) que en el manto y pie. Okazaki y Rarii©81) obtuvieron, en ostras, que el
tiempo de vida media biolégica fue entre 108-16¢5,d65-171 dias y mayor de 300 dias,

en manto, hepatopancreas y branquias respectivament
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5.3.Especiacion del selenio

Segun nuestro estudio, en los experimentos de anaoijpn del selenio a través del agua y
del alimento, se identificaron tres especies cataxiSe(lV), SeMet, SeMetSeCys y 4
especies desconocidas (U1, U2, U3, U4).

La concentracion de SeMet en el tejido de las a@mg¢ encontré por debajo del limite de
deteccién en todos los grupos de almejas expuabtelenio a través del agua, excepto
para los grupos expuestos a SeMet, indicando goeehnismo metabdlico del selenio en
animales no puede sintetizar SeMet por medio das atspecies. Estos resultados son
similares a los obtenidos por otros autores ennisges acuatico como la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykis€uando se alimenta con levadura enriquecida etaniso (Godin

et al, 2015)

Para las almejas expuestas con SeMet, el 46 % leeicsaotal fue identificado como
SeMet. Ademas, se observa una buena correlacioa lantoncentracion de SeMet en el
agua y en el cuerpo entero de la almeja (R=0,&8)ilares resultados han sido obtenidos
por Godinet al. (2015) confirmando la conclusiéon de Whangeral (2002) sobre la
significancia de la SeMet, encontrandose principali® intacta después de la ingestion,
segun Waschulewski y Sunde (1988) en el caso dasdien bajo contenido en metionina
como las dietas compuestas por plantas, y en skmpi@ trabajo la dieta es solamente
SeMet. Tampoco se observo la presencia de SeMkeisesimejas alimentadas con Tiso
enriquecida con selenio (la dieta 4,37 mg'Kmicroalgas contiene 1,1 pg Se kg
SeMet). Este resultado puede explicarse por elchdehque la concentracion de SeMet
biodisponible cuando el aporte de SeMet es 46 + @Ge¥pecto a la concentracion de
selenio total) se encuentra por debajo del limételeteccion (2,5 mg KY. Esta especie ha
sido identificada por otros autores en organisnoositicos como salmoneSdlmo salay
(Bryszewska y Mage, 2015); mejilloneBiytilus edulig (Bryszewska y Mage, 2015),
artemias (Faet al.,2002) en medios naturales incorporado medianteoalas o agua, o0
en bagres africanolarias garepinuy alimentados con ajos enriguecidos con selenio
(Schramet al,, 2008).

La concentracion de Se(IV) se situé por debajdichite de deteccidon en el grupo de almejas

alimentadas con Tiso enriquecida con selenio, nagjue se detecto la presencia de Se(lV) en

los otros grupos de almejas, presentando correlaaidre la concentracion expuesta y la
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concentracion encontrada en el cuerpo completo,9880Por lo tanto, la presencia de Se(IV)
en los grupos de almejas expuesta a las espegésiaas puede indicar que las almejas

transformaron parte de las especies organicas\a Se(

Otras de las especies identificadas en los tejidosante este estudio ha sido la
SeMetSeCys. Esta especie estd escasamente doadanegria organismos marinos,
centrandose la mayoria de los estudios en plamia® @l brocoli (Sindelarovaet al,
2015). La presencia de esta especie en todosupegde almejas indica que las almejas
pueden transformar el selenito y la SeMet en Sed&yS, siendo del mismo orden de
magnitud. En peces, Unicamente Schramal. (2008) alimentando bagres africanos
(Clarias garepinuy con ajos enriquecidos con selenio, han descat@resencia de

SeMetSeCys en el musculo.

En el grupo de almejas expuestas con SeMetSeCydersi#ico entre el 10% y el 15 %
del selenio total como SeMetSeCys, ademas se negisa buena correlacién entre la
concentracion de SeMetSeCys en el tejido con laesdracion expuesta (R>0,894), esto

puede indicar que una parte de la SeMetSeCys daypdr las almejas es estable.

Sin embargo, en los tejidos de las almejas no sectidela presencia de SeCys. Estos
resultados difieren de los encontrados en la lgkdida, donde la mayoria de los estudios
de especiacién en organismos marinos han desarjieebencia de SeCys (Schratral,
2008; Pedreet al, 2011).

Por ultimo, se detectaron especies desconocida®JR1U3, U4, las cuales también han
sido detectadas por Mazej al (2008) en plantas, usando el mismo tipo de sejiara

cromatografica (intercambio cationico) y técnicatinomental (AFS). Estas especies
desconocidas representan el 93, 86, 52 y 90% apecto a la concentracion de selenio
total para almejas expuestas a Se(lV), SeMet, SedMts y alimentadas con Tiso

enriguecida con selenio, respectivamente.

En la bibliografia no se ha encontrado hasta laadidad, estudios de especiacion de
selenio en separacion subcelular, y los resultabbsnidos en este trabajo, muestran que
las especies de selenio en las branquias y hepat@ad de las almejas expuestas con
selenito y alimentadas con Tiso enriquecida searican entre fracciones biolégicamente

desactivadas y desechos celulares. Sin embarge] @epatopancreas de las almejas
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expuestas a SeMet, el 100, 25 y 4 % de la espesieodonocida U4, SeMet y Se(lV)
respectivamente se encuentra en las fraccione§gimamente activas. En el caso de las
branquias y hepatopancreas de almejas expueskdvatSeC ys, la especie desconocida
U4 se encuentra en la fraccion biologicamente aci#or lo tanto, la especie desconocida
U4 al encontrarse en la fraccion biologicamentévacies la especie mas biodisponible
seguido por SeMet y en menor proporcion Se(lV) (s¢aly Luoma, 2003)
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A partir de los resultados obtenidos en el presesteidio se pueden establecer las

siguientes conclusiones:

1. La supervivencia de las almejas fue afectada paofecentracion y especie de
selenio a la que se expusieron, obteniéndose u¥ 190rtalidad a los 28, 7 y 21
dias de exposicién con 1000 pg S& BO pg Se L'y 25 ug Se [ de selenito,
SeMet y SeMetSeCys, respectivamente. Sin embargooitalidad para los grupos

de almejas alimentadas con microalgas enriguecmiaselenio fue del 35%.

2. Latasa de aclaramiento vario en los grupos dejatn@xpuestos a concentraciones
mas altas de Se(lV), SeMet y SeMetSeCys con raspécbntrol. Sin embargo no

afecta al grupo de almejas alimentadas con Se-Tiso.

3. La actividad enzimatica Se-GPx fue el principal amsmo para combatir el estrés

oxidativo derivado de la exposicion a dosis elegatiaselenio eR. decussatus

4. El contenido de selenio en el cuerpo de las almegieslos distintos tejidos (manto,
pie, visceras, branquias y hepatopancreas) deliasjas se ajustd a modelos
cinéticos de primer orden, para todas las conagatres y especies de selenio

estudiadas.

5. Los factores de bioconcentracion (BCFs) incrementagn el siguiente orden:
Se(lV) < SeMetSeCys < SeMet. La relacion Kd/Ku fiugyor a 1 para las almejas
expuestas a selenito, y menor a 1 para las alreg@sestas a especies organicas,
indicando qudR. decussatusegula de forma diferente el selenio dependieradlad

especie a la que esté expuesta.

6. Para las almejas alimentadas con Se-Tiso, la ABK{Rueron entre 68-78%; 0,70-
0,74 g-d-g*; 0,031-0,129 d, respectivamente para todas las concentraciones de
selenio estudiadas. Los factores de transferenifiaa se encontraron en el rango

entre 3,75 y 16,5, indicando biomagnificacion.

7. La distribucion de selenio en los distintos tejidttaementd en el siguiente orden:

pie = manto < visceras < branquias < hepatopancreas

8. En la separacion subcelular, un rango entre el 85 % del contenido de Se total

de las branquias y hepatopancreas se encontrésefnatzxiones bioldégicamente
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detoxificadas, mientras que menos del 28 % deh&eke encontrd en la fraccién
biolégicamente activa. La biodisponibilidad tréfidal selenio (TAM) fue entre 70-

80% y 50-53% en hepatopancreas y branquias.

9. El contenido de selenio en las almejas expuesi@® aug Se 1> de selenito, 10 pg
Se L' de SeMet, 5 ug Se'Lde SeMetSeCys y 4,37 pg SeKde Se-Tiso se
ajusté a modelos cinéticos de uno y dos compartimseha eficiencia de retenciéon
de R. decussatuse situé entre 9 y 24% del Se inicial al final ldeetapa de

depuracién para todos los tratamientos.

10.Para el compartimento a corto plazo, la vida mbdibdgica de selenio se encontré
entre 1 y 3 dias en el cuerpo completo de las abrag los distintos tratamientos
estudiados en este trabajo, excepto para las ame&jguestas a 10 ug Sé He
SeMet, que fue 10 dias. Para los tejidos, la vidaianbioldégica de selenio se

encontro entre el 1 y 6 dias.

11.Para el compartimento a largo plazo, la vida mbitikbgica de selenio se encontré
entre 23 y 46 dias para las almejas expuestasexiespde selenio organicas y
alimentadas con Se-Tiso. Para tejidos, la vida ankitil6gica es mayor de 60 dias,

y distinta dependiendo del tejido y la especieaderso utilizada en la exposicion.

12.En especiacion se detectd la presencia de trexiespeonocidas de selenio
(Se(lV), SeMet, SeMetSeCys) y 4 especies descomvdidl, U2, U3,U4) en el

cuerpo completo, tejidos y fracciones subcelulares.

13.El porcentaje de especies conocidas se hall6 eangb entre 4-16, 7-27, 31-66 y
6-29 % en las almejas expuestas a selenito, S&dbtetSeCys y alimentadas con
Se-Tiso, respectivamente.

14.SeMetSeCys fue detectada en todos los grupos dgaainte(lV) en los grupos de
almejas expuestas a Se(lV), SeMet y SeMetSeCyslayngnte se detecté SeMet
en el grupo almejas expuestas a SeMet.

15.En la separacion subcelular, las especies de saleteéctadas se encuentran en las
fracciones biolégicamente detoxificadas en almegaxpuestas a selenito y

alimentada con Se-Tiso. Sin embargo, el 25% de SeMelmejas expuestas a
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SeMet y la especie desconocida U4 en almejas etgauasSeMet y SeMetSeCys

se encuentra en la fraccion biolégicamente activa.
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CAPITULO 8
ANEXOS

Los articulos que forman parte del capitulo 8 “Anexos” han sido retirados de la tesis
debido a restricciones relativas a los derechos de autor. En sustitucidon del articulo
ofrecemos la siguiente informacidn: referencia bibliografica, enlace a la revista, y
resumen.

- Mellano, F., Bujalance, M., Giradldez, I., Ruiz Azcona, P., Sdnchez Rodas, D., Morales, E.
(2013). Determination of selenomethionine and seleno-methyl-selenocysteine in biota
by ultrasonic-assisted enzymatic digestion and multi-shot stir bar sorptive extraction—
thermal desorption—gas chromatography—mass spectrometry. Journal of
Chromatography A, 1300, 151-158. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2013.02.029

Enlace al texto completo del articulo (solo para miembros de la UHU):
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2013.02.029

RESUMEN:

A method based on stir bar sorptive extraction (SBSE) and thermal desorption (TD)—gas
chromatography—mass spectrometry (GC—MS) has been optimized for the
determination of seleno-methyl-selenocysteine (SeMetSeCys) and selenomethionine
(SeMet) in biota samples. Aliquots of freeze-dried tissue, a mixture of protease XIV-
lipase and water were sonicated for 2 min. After extraction, the extract was separated
by centrifugation and subjected to derivatization and SBSE-TD-GC—MS. The
parameters affecting derivatization, absorption and desorption steps were
investigated. The optimized conditions consist of a derivatization with 40 uL of ethyl
chloroformate (ECF) in 400 plL of a water:ethanol:pyridine (60:32:8) mixture, followed
by dilution to 1.5 mL of 70 g NaCl L-1 in water at neutral pH and an extraction step
using 10 mm x 1 mm PDMS stir bar, stirring at 800 rpm for 20 min at room
temperature (23 £ 1 °C). Three stir bars were used for the extraction of three different
aliquots of the same sample and then placed in a single glass desorption liner and
simultaneously desorbed for GC—MS analysis. The desorption step required the
following conditions: 300 °C (desorption temperature), 6 min (desorption time),
50 mL min-1 (vent flow) and -5 °C (cryotrapping temperature). The method provided
precise (8.1%) and accurate results in the mg Se kg-1 range (using the selected-ion
monitoring-SIM mode) against certified reference material SELM-1 yeast, with
recoveries higher than 80% for spiked algae and clams samples.



- Girdldez, I., Ruiz Azcona, P., Vidal, A., Morales, E. (2015). Speciation of selenite and
selenoamino acids in biota samples by dual stir bar sorptive extraction-single
desorption-capillary gas chromatography/mass spectrometry. Microchemical Journal,
122, 197-204. https://doi.org/10.1016/j.microc.2015.05.007

Enlace al texto completo del articulo (solo para miembros de la UHU):
https://doi.org/10.1016/j.microc.2015.05.007

RESUMEN:

A method of speciation of selenite (Se(lV)), selenomethionine (SeMet) and
selenomethylselenocysteine (SeMeSeCys) has been developed in clams. It is based on
dual stir bar sorptive extraction (dual-SBSE) coupled to thermal desorption (TD) and
capillary gas chromatography mass spectrometry (GC—MS) operating in selected ion-
monitoring mode (SIM). Samples are extracted by ultrasonic probe assisted enzymatic
hydrolysis. Se(lV) is derivatized to piazselenol and selenoamino acids to the N-
isobutoxycarbonyl methyl ester derivatives and diluted with water prior to SBSE. The
optimised method consists of a dual SBSE extraction performed on both derivatized
extracts. After extraction, the two stir bars are placed in a single glass thermal
desorption liner and simultaneously desorbed. The method showed good linearity
(R >0.999), high sensitivity (limits of detection of 0.008, 0.070 and 0.180 ng as Se for
Se(lV), SeMet, SeMeSeCys, respectively), reproducibility (better than 13%) and
recoveries (higher than 85%). The accuracy of the analytical method applied to the
determination of SeMet was studied in the certified reference material SELM-1 yeast,
and no significant differences were found between the determined value
(1419 + 115 mg Se kg- 1) and the certified value (1364 + 70 mg Se kg- 1). The method
was applied to the speciation analysis of selenium in clams exposed to waterborne
Se(lV) (750 pg Se L- 1), SeMeSeCys (10 pg Se L- 1) and SeMet (10 pg Se L- 1) for two
months.
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