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RESUMEN

El mercurio (Hg) es un metal toxico ampliamente distribuido en el medio ambiente.
La principal via de exposicion para el ser humano la constituye la dieta, donde se
presenta en forma inorganica [Hg(Il)] o como metilmercurio (CH3;Hg). Dentro de
los alimentos que presentan elevados contenidos de este metal destacan los
productos pesqueros, especialmente los grandes depredadores marinos, y las setas.
La necesidad de reducir la exposicién a Hg de la poblacion, especialmente de
aquellos grupos que viven en zonas contaminadas o aquellas poblaciones en las que
los productos pesqueros son una base importante de sus dietas, es una prioridad.
Sin embargo, no es una tarea facil evitar la contaminacion del alimento o eliminar
el contaminante previo a su consumo. Es por tanto necesario buscar vias
alternativas para disminuir la exposicion a Hg sin eliminar de la dieta alimentos con
un alto valor nutritivo. Entre estas posibles vias de actuacion esta la de reducir
selectivamente la llegada del toxico a la circulacidon sanguinea tras su ingesta oral,
sin comprometer la llegada de otros elementos esenciales y empleando para tal fin,
compuestos cuya seguridad alimentaria esté probada. Este ha sido el objetivo

principal de la presente tesis doctoral.

Se ha llevado a cabo una caracterizacion inicial de la fraccion bioaccesible de
los alimentos con mayores contenidos de Hg para determinar el riesgo asociado a
su ingesta. Los datos han mostrado que la cantidad de Hg que se libera durante la
digestion del alimento es inferior al contenido inicial de la muestra y que ésta se ve
especialmente afectada por el pH de la digestion gastrica y, en el caso de productos
pesqueros, por la concentracion de pepsina y lipasa pancredtica. La evaluacion del
ratio molar selenio (Se)/Hg muestra que en las fracciones bioaccesibles hay por lo
general, un exceso molar de Se, lo que segun algunos estudios indica un menor
riesgo asociado. Asi, aunque una parte importante de estas matrices superan el
limite legislado para Hg y su ingesta superaria la ingesta semanal recomendada,

puede que el riesgo asociado no sea tan elevado si tal y como se observa in vitro la



llegada de Hg a la circulacion sistémica es menor de la esperada y el aporte de Se

y su absorcion son elevados.

El intento de disminuir la biodisponibilidad de Hg se ha abordado mediante la
busqueda de componentes alimentarios o microrganismos de grado alimentario
capaces de disminuir la bioaccesibilidad del Hg tras la digestion o de disminuir su
transporte a través de la pared intestinal. Las aproximaciones iniciales se han
llevado a cabo in vitro empleando una digestién gastrointestinal simulada y

modelos celulares de epitelio intestinal.

Se ha evidenciado que determinados tipos de celulosa, el acido tanico, la pectina
y la lignina son compuestos alimentarios con una elevada capacidad de union a
ambas formas mercuriales, la cual se mantiene durante la digestion gastrointestinal,
incluso se muestran eficaces reduciendo la bioaccesibilidad de Hg desde productos
pesqueros y setas. Estos tratamientos no modifican la forma quimica inicial del Hg,
sin embargo, presentan el inconveniente de que en algunos casos reducen la
bioaccesibilidad de elementos esenciales. Asimismo, se ha puesto de manifiesto
que la digestion en presencia de bacterias lacticas del género Lactobacillus y de
Saccharomyces cerevisiae también produce una elevada reduccion de la
bioaccesibilidad del Hg en disolucion acuosa y del Hg presente en setas; sin
embargo, estas estrategias no son efectivas reduciendo la bioaccesibilidad del Hg
presente en productos pesqueros. El analisis de los posibles factores que influyen
en la ineficacia de estos microrganismos en productos pesqueros indica que
posiblemente la forma en que se libera el Hg de la matriz alimentaria impide que

este metal pueda ser captado por bacterias y levaduras.

Por otro lado, se ha puesto de manifiesto que existen componentes de la dieta,
principalmente los que presentan grupos tiol (cisteina, GSH y homocisteina) y
suplementos ricos en estos componentes, asi como cepas de Lactobacillus y S.

cerevisiae que pueden reducir el transporte de Hg(Il) y CH3Hg a través de la



monocapa de células intestinales, afectando de esta forma directamente la
absorcion de Hg. Este efecto también se observa cuando se evalua el transporte del

Hg presente en la fraccion bioaccesible de productos pesqueros.

La eficacia de algunos de estos compuestos y microorganismos en la reduccion
de la biodisponibilidad de Hg se ha evaluado en animales de laboratorio,
comprobandose que la cisteina, el acido tanico y algunas cepas bacterianas podrian
ser estrategias eficaces para reducir la exposicion oral a Hg. Estos datos
preliminares in vivo deben ser confirmados con un mayor niumero de ensayos, pero
en principio todo apunta a que componentes de la dieta o probiodticos podrian
reducir la biodisponibilidad de Hg, sin que su aplicacion suponga un riesgo para el
consumidor y con el valor afiadido de tratarse de compuestos con actividad
antioxidante y antiinflamatoria, que a su vez podrian contrarrestar los posibles

efectos toxicos derivados de la ingesta de este metal.






RESUM

El mercuri (Hg) és un metall toxic ampliament distribuit en el medi ambient. La
principal via d'exposicio per a I'ésser huma la constitueix la dieta, on es presenta en
forma inorganica [Hg(II)] o com a metilmercuri (CH3;Hg). Dins dels aliments que
presenten elevats continguts d'aquest metall destaquen els productes pesquers,
especialment els grans depredadors marins, i els bolets. La necessitat de reduir
l'exposicié a Hg de la poblacio, especialment d'aquells grups que viuen en zones
contaminades o aquelles poblacions en les quals els productes pesquers s6n una
base important de les seves dietes és una prioritat. No obstant aixo, no és una tasca
facil evitar la contaminacié de l'aliment o eliminar el contaminant previ al seu
consum. Es per tant necessari buscar vies alternatives per disminuir I'exposici6 a
Hg sense eliminar de la dieta aliments amb un alt valor nutritiu. Entre les possibles
vies d'actuacid esta la de reduir selectivament 1'arribada del toxic a la circulacio
sanguinia després de la seua ingesta oral, sense comprometre l'arribada d'altres
elements essencials i emprant per a tal fi, composts amb seguretat alimentaria

provada. Est ha estat I'objectiu principal de la present tesi doctoral.

S'ha dut a terme una caracteritzacid inicial de la fraccid bioaccesible dels
aliments amb majors continguts de Hg per determinar el risc associat a la seua
ingesta. Les dades han mostrat que la quantitat de Hg que s'allibera durant la
digestio de 'aliment és inferior al contingut inicial de la mostra i que aquesta es veu
especialment afectada pel pH de la digestid gastrica i, en el cas de productes
pesquers, per la concentracid de pepsina i lipasa pancreatica. L'avaluacio del ratio
molar seleni (Se)/Hg mostra que en les fraccions bioaccesibles hi ha en general, un
excés molar de Se, la qual cosa segons alguns estudis indica un menor risc associat.
Aixi, encara que una part important d'aquestes matrius alimentaries superen el limit
legislat per Hg i la seua ingesta superaria la ingesta setmanal recomanada, pot ser

que el risc associat no sigui tan elevat si tal com s'observa in vitro 1'arribada de Hg



a la circulacio sistémica és menor de I'esperada i l'aportacio de Se i la seua absorcio

son elevades.

S'ha evidenciat que determinats tipus de cel-lulosa, 1'acid tanic, la pectina i la
lignina sé6n compostos alimentaris amb una elevada capacitat d'unié a les formes
mercurials, la qual es manté durant la digestié gastrointestinal, fins i tot es mostren
eficaces reduint la bioaccesibilitat de Hg des de productes pesquers i bolets.
Aquests tractaments no modifiquen la forma quimica inicial del Hg, perd presenten
I’inconvenient que en alguns casos redueixen la bioaccesibilitat d'elements
essencials. Aixi mateix s'ha posat de manifest que la digestio en preséncia de
bacteris lactics del genere Lactobacillus 1 Saccharomyces cerevisiae també
produeix una elevada reduccio de la bioaccesibilitat del Hg en dissoluci6 aquosa i
del Hg present en bolets; no obstant aixd aquestes estratégies no son efectives
reduint la bioaccesibilitat del Hg present en productes pesquers. L'analisi dels
possibles factors que influeixen en la ineficacia d'aquests microrganismos en
productes pesquers indica que possiblement la forma en que s'allibera el Hg de la

matriu alimentaria impedeix que aquest metall pugui ser captat per bacteris i llevats.

D'altra banda, s'ha posat de manifest que existeixen components de la dieta,
principalment els que presenten grups tiol (cisteina, GSH i homocisteina) i
suplements rics en aquests components, aixi com soques de Lactobacillus i S.
cerevisiae que poden reduir el transport de Hg(II) i CH3;Hg a través de la monocapa
de cél-lules intestinals, afectant d'aquesta forma directament l'absorcié de Hg.
Aquest efecte també s'observa quan s'avalua el transport del Hg present en la fraccio

bioaccesible de productes pesquers.

L'eficacia d'alguns d'aquests compostos i microorganismes en la reduccio de la
biodisponibilitat de Hg s'ha avaluat en animals de laboratori, comprovant-se que la
cisteina, I'acid tanic i algunes soques bacterianes podrien ser estratégies eficaces

per reduir I'exposicio oral a Hg. Aquestes dades preliminars in vivo han de ser



confirmades amb un major nombre d'assajos, perd en principi tot apunta al fet que
components de la dieta o probiotics podrien reduir la biodisponibilitat de Hg, sense
que la seua aplicacid suposi un risc per al consumidor i amb el valor afegit de
tractar-se de compostos amb activitat antioxidant i antiinflamatoria, i per tant també
podrien contrarestar els possibles efectes toxics derivats de la ingesta d'aquest

metall.






ABSTRACT

Mercury (Hg) is a toxic metal widely distributed in the environment. The main
route of exposure for humans is the diet, where it is presented in inorganic form
[Hg(ID)] or as methylmercury (CH3Hg). Seafood products, especially large marine
predators, and mushrooms are the foods with the highest concentrations of this
metal. The need to reduce Hg exposure of the population, especially those living in
contaminated areas or those in which seafood products are an important basis of
their diets, is a priority. However, it is not an easy task to avoid food contamination
or to eliminate the contaminant prior to its consumption. It is therefore necessary
to search for alternative ways to reduce exposure to Hg without eliminating from
the diet these food products with a high nutritional value. One of these possible
ways of action is to reduce selectively the arrival of Hg into the bloodstream after
oral intake, without compromising the arrival of other essential elements and using
for that purpose compounds whose food safety have been proven. This has been the

main objective of this PhD thesis.

An initial characterization of the bioaccessible fraction of foods with high Hg
contents was carried out to determine the risk associated with their intake. The data
show that the amount of Hg that is released during the digestion of the food is lower
than the initial content of Hg in the sample and that it is especially affected by the
gastric pH and, in the case of seafood products, also by the pepsin and pancreatic
lipase concentrations. The evaluation of the molar ratio selenium (Se)/Hg shows
that in the bioaccessible fractions, there is usually a molar excess of Se, which
according to some studies indicates a lower risk associated to the exposure. Thus,
although a significant proportion of these matrices exceed the maximum level for
Hg and their intake would exceed the recommended weekly intake, the associated

risk may not be so high if, as it has observed in vitro, the arrival of Hg in the



systemic circulation is lower than expected and the contribution of Se and its

absorption are high.

The attempt to decrease the bioavailability of Hg has been addressed by the
search for food components or food-grade microorganisms capable of decreasing
the bioaccessibility of Hg after digestion or of diminishing its transport through the
intestinal wall. Initial approaches have been carried out in vitro using simulated

gastrointestinal digestion and cellular models of intestinal epithelium.

It has been evidenced that certain types of cellulose, tannic acid, pectin and
lignin are food compounds with a high binding capacity to both mercurial forms,
which is maintained during gastrointestinal digestion and they are even effective in
reducing the bioaccessibility of Hg from seafood products and mushrooms. These
treatments do not modify the initial chemical form of Hg; however, they have the
disadvantage that in some cases they reduce the bioaccessibility of essential
elements. It has also been shown that digestion in the presence of lactic acid bacteria
of the genus Lactobacillus and Saccharomyces cerevisiae also results in a high
reduction of the bioaccessibility of Hg in aqueous solution and of Hg present in
mushrooms; however, these strategies are not effective reducing the
bioaccessibility of Hg present in seafood products. The analysis of the factors that
could influence the inefficiency of these microorganisms in seafood products
indicates that possibly the form in which Hg is released from the food matrix

prevents this metal from being uptaked by bacteria and yeasts.

On the other hand, it has been shown that there are dietary components,
especially those with thiol groups (cysteine, GSH and homocysteine) and
supplements rich in these components, as well as strains of Lactobacillus and S.
cerevisiae that can reduce the transport of Hg(Il) and CH3;Hg through the
monolayer of intestinal cells, thus affecting directly the absorption of Hg. This



effect is also observed when the transport of Hg present in the bioaccessible fraction

of seafood products is evaluated.

The efficacy of some of these compounds and microorganisms in reducing the
bioavailability of Hg has been evaluated in experimental animals, proving that
cysteine, tannic acid and some bacterial strains could be effective strategies to
reduce oral exposure to Hg. These preliminary data in vivo should be confirmed
with a larger number of trials, but in principle everything indicates that the
introduction of dietary components or probiotics in the diet could reduce the
bioavailability of Hg without entailing a risk for the consumer. Additionally, these
compounds or probiotics have antioxidant and antiinflammatory properties, which

in turn could counteract the toxic effects derived from the ingestion of this metal.
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1. FORMAS QUIMICAS DEL MERCURIO

El mercurio fue identificado por primera vez como elemento por el quimico francés
Antoine Laurent de Lavoisier durante sus investigaciones sobre la composicion del
aire. El simbolo del mercurio (Hg) deriva de la palabra griega hydrargyros, “agua
plateada", llamado asi debido a su apariencia a temperatura ambiente. Este
elemento, que pertenece a los metales de transicion, tiene siete isotopos estables,
siendo el ?*?Hg el mas abundante (29,86%). Es uno de los elementos estables mas

pesados presentes en la naturaleza, con una densidad de 13,53 g/cm?.

El mercurio es un elemento poco abundante en la corteza terrestre donde ocupa
el lugar 67 en orden de abundancia. Llega al medioambiente por causas naturales
(erupciones volcanicas, emisiones desde océanos, erosiones de rocas) o
antropogénicas debido a actividades mineras e industriales. Experimenta complejas
transformaciones en la atmoésfera, el medio terrestre y acuatico, donde puede
encontrarse en tres formas quimicas: mercurio elemental, mercurio inorganico y
mercurio organico. La tabla 1 muestra las especies de mercurio mayoritarias en

muestras biologicas y medioambientales.

El mercurio elemental o mercurio metalico [Hg(0)] es la tinica especie metalica
liquida a temperatura y presion ambiental. Debido a su alta presion de vapor (163
x 103 Pa), evapora ficilmente a temperatura ambiente, siendo la especie de
mercurio mayoritaria en la atmosfera. Los yacimientos de cinabrio (sulfuro de
mercurio) son la principal fuente mineral para la extraccion comercial de mercurio
metalico. La forma metalica se refina por calentamiento del cinabrio a temperaturas
superiores a los 540 °C. Este proceso evapora el mercurio contenido en el mineral,

que posteriormente es condensado para formar el mercurio metalico liquido.

Los compuestos inorganicos de mercurio presentan dos estados de oxidacion,
mercurio mercurioso [Hg(I)] y mercurio merctrico [Hg(II)]. E1 Hg(II) es el mas

abundante en la naturaleza y tiene una elevada reactividad. Presenta una alta
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afinidad por ligandos dadores de nitrogeno, fosforo y azufre; también genera
complejos muy estables con bromo, iodo y cloro. Las sales de mercurio inorgénico
mas habituales son HgS, HgO y HgCl, (JECFA, 2011; EFSA, 2012). Algunas sales
de mercurio (como el HgCl,) son bastante volatiles y pueden encontrarse en la
atmosfera; sin embargo, su elevada solubilidad en agua y reactividad quimica hacen
que su deposicion desde la atmosfera sea mucho més rapida que la del mercurio

elemental.

En los compuestos orgéanicos el &tomo de mercurio estd unido a uno o dos grupos
alquil o aril, generando especies del tipo RHgX o RHgR' donde R y R' representan
los grupos alquil o aril (CHs—, C;Hs—, CsHs—) y X es un anién (haluro, nitrato,
sulfato). Las principales especies organicas son el metilmercurio, dimetilmercurio,
etilmercurio y fenilmercurio, siendo el metilmercurio la especie mas abundante en

el medioambiente (EFSA, 2012).

Especie Férmula
Mercurio elemental Hg(0) Hg’
Iones inorgénicos de I6n mercurioso Hg,"?
mereurio [6n mercurico Hg"
Metilmercurio CH;Hg*
Especies organicas de Dimetilmercurio (CHs),Hg
mereurio Etilmercurio CH;CH,Hg"
Fenilmercurio Ce¢HsHg"

Tabla 1. Especies de mercurio mayoritarias en muestras bioldgicas y medioambientales
(EFSA, 2012).
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2. USOS DEL MERCURIO

El extenso empleo del mercurio se debe a sus caracteristicas especiales: liquido a
temperatura ambiente, buen conductor eléctrico, densidad y tension superficial
elevadas, capacidad para expandirse o contraerse en respuesta a cambios de presion

y temperatura (Del Cerro-Martin, 2012).

Entre los procesos industriales que utilizan mercurio destaca la produccion de
cloro y de sosa caustica, la produccion de cloruro de vinilo monémero y la
extraccion de oro y plata de minerales. El mercurio es utilizado en la fabricacion de
espejos, termometros, barometros, baterias, lamparas, aparatos eléctricos y
explosivos (EFSA, 2012). También ha tenido un extenso uso en agricultura.
Aunque la venta y el uso de plaguicidas que contienen mercurio para fines
fitosanitarios han sido prohibido en un gran numero de paises, se siguen
permitiendo determinadas aplicaciones. Asi en Australia se permite el uso de un
fungicida con cloruro de metoxietilmercurio para eliminar el hongo Ceratocystys

paradoxa de la caia de azucar (Wickramasinghe et al., 2015).

Desde la antigiiedad, el mercurio también ha sido empleado con fines
medicinales. Las civilizaciones griega, romana y orientales lo empleaban con el fin
de prolongar la vida, curar fracturas y conservar la buena salud. También se
utilizaba en cosméticos y ungiientos para enfermedades cutaneas. En los siglos XIX
y principios del XX se describe su empleo como antihelmintico y como terapia para
el tratamiento de la sifilis, la fiebre amarilla y el tifus. Hasta la década de los setenta
del siglo XX se utilizaron como diuréticos compuestos organicos sintéticos con un
30-40% de mercurio. En la actualidad algunos fadrmacos siguen conteniendo
mercurio en su composicion, en forma principalmente de tiomersal o acetato de
fenilmercurio, los cuales se adicionan como conservantes. Este es el caso de
algunas formulaciones oftalmoldgicas, Oticas, nasales, antihemorroidales,

antivirales, antimicoticos, antibioticos y ciertas vacunas (Ball er al., 2001;
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Rothstein et al., 2003). Las amalgamas dentales también pueden contener mercurio

(45-55%) junto a plata (30%) y otros metales (cobre, zinc).

3. FUENTES DE EMISION DE MERCURIO

La concentracion media de mercurio en la corteza terrestre se estima en 80 pg/kg
(OMS, 2003). El contenido en la atmdsfera es muy superior, se cifra entre 5500 y
8900 toneladas, consecuencia de emisiones naturales y antropogénicas (UNEP,
2013). El metal se libera a través de la erosion de las rocas y como resultado de las
actividades volcéanicas. Ademas, el mercurio oxidado depositado se puede reducir
y volver a la atmoésfera. La reemision de mercurio ocurre desde el suelo, la
vegetacion y la superficie del mar, y se considera significativa en comparacion con
las fuentes primarias (UNEP, 2008). Algunos modelos recientes sobre el flujo de
mercurio en el medioambiente sugieren que las fuentes naturales de origen
geologico representan un 10% del mercurio que llega a la atmoésfera (UNEP, 2013),
mientras que el porcentaje de emisiones de origen antropogénico es de

aproximadamente un 75% (Barkay et al., 2003).

Como resultado de las emisiones antropogénicas, la tasa global de deposicion
de mercurio atmosférico es aproximadamente tres veces mayor que en los tiempos
previos a la industralizacidon y ha aumentado en un factor de 2 a 10 en las regiones
mas industrializadas (Hylander y Meili, 2003). Se estima que en el afio 2005 se
alcanzaron las 1921 toneladas (UNEP, 2013). Estas emisiones han sido
diferenciadas en “no intencionales” e “intencionales”. En las emisiones “no
intencionales” el mercurio es un subproducto del proceso productivo dada la
presencia de este elemento en materias primas y combustibles fosiles. Los sectores
productivos en los que se generan este tipo de emisiones son el refinado de petrdleo
crudo, ignicion de combustibles fosiles en las centrales eléctricas, la calefaccion

residencial y la produccion de metales no ferrosos, de cemento y de oro a gran
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escala (UNEP, 2010). Las emisiones “intencionales” estan relacionados con los
usos que el hombre ha dado a este elemento como la mineria de oro artesanal y en
pequefia escala, los procesos de incineracion de residuos, especialmente de origen
médico, y la manufactura y reparacion de equipos eléctricos y cientificos (UNEP,
2010). La tabla 2 muestra la contribuciéon de diversos sectores a las emisiones

antropogénicas de mercurio a la atmosfera (Pirrone et al., 2010).

I Emisiones
(toneladas de mercurio/aiio)

Combustion de carbon y petroleo 810
Produccion de metales no ferrosos 310
Produccion de cemento 236
Actividad minera artesanal 200
Eliminacién de residuos 187
Produccion de sosa caustica 163
Producciéon de mercurio 50
Produccion de arrabio y acero 43
Ignicion de combustibles fosiles 32
Produccién de mondémero de cloruro de vinilo 24
Otros 65

TOTAL 2320

Tabla 2. Emisiones antropogénicas mundiales de mercurio a la atmoésfera procedentes de

diversos sectores (Pirrone et al., 2010).

En las ultimas décadas se ha llevado a cabo una investigaciéon exhaustiva
encaminada a precisar los inventarios nacionales de emisiones de mercurio. Segun

los datos disponibles, las mayores regiones emisoras en 2005 fueron Asia, América
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del Norte y Europa. Las emisiones asiaticas fueron cuatro veces superiores a las
emisiones combinadas de América del Norte y Europa (UNEP, 2008). La emision
en Europa, 205 toneladas/afio (valor reportado en 2005), procedi6 principalmente
de combustiones estacionarias (52%) (Pirrone et al., 2010). Los paises que emiten
una mayor cantidad de mercurio a la atmoésfera, teniendo en cuenta los datos
publicados en los afios 2003-2005, son China (609 toneladas/afio), India (241
toneladas/afio) y Rusia (70 toneladas/afio) (Pirrone et al., 2010). En conjunto, estos
tres paises liberan mas del 50% del mercurio antropogénico mundial. Desde hace
aflos, existe una preocupacion creciente de los organismos reguladores por los
niveles de mercurio en el medio ambiente y sus consecuencias para la salud. Como
ejemplo, la Union Europea elabordé en el afio 2005 una estrategia destinada a reducir
las cantidades de mercurio en la UE y en el mundo, su circulacion y la exposicion
de las poblaciones a este metal (Comision de las Comunidades Europeas, 2005).
Entre los objetivos de esta medida se encontraban: reducir las emisiones de
mercurio, restringir la oferta y la demanda de esta sustancia y gestionar las
cantidades de mercurio ya almacenadas, asi como las presentes en los productos.
La UE ha elaborado directivas limitando o reduciendo el uso de mercurio en
productos (Directiva 2005/32/CE; Directiva 2006/66/CE) o procesos industriales
(Directiva 2010/75/UE). Desde el afio 2014 se ha prohibido la comercializacion de
tensidmetros, barémetros, higrémetros, mandmetros, esfigmomandémetros y
termometros que contengan mercurio y estén destinados a usos profesionales e

industriales (Reglamento 847/2012).

4. CICLO DEL MERCURIO

El ciclo biogeoquimico del mercurio en el medio ambiente se muestra en la figura
1. Los procesos bioticos y abidticos facilitan la circulacion de mercurio desde los

suelos y el agua a la atmosfera, y de ésta nuevamente a la superficie terrestre a
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través de deposiciones tanto humedas como secas. El mercurio elemental,
procedente de fuentes naturales o antropogénicas, pasa a la atmoésfera donde
presenta un tiempo de residencia de uno a dos afios. Su oxidacion a Hg(Il) por
reaccion con oxidantes de la atmésfera permite su deposicion en la corteza terrestre
donde su tiempo de residencia varia entre horas y meses. En los suelos, las
condiciones de pH, temperatura y la composicion favorecen la formacion de
compuestos inorganicos de Hg(Il), los cuales suelen formar complejos con la
materia organica y las arcillas, haciendo que los suelos actiien como grandes
reservorios de mercurio (Watras y Huckabee, 1994). La accion sobre el Hg(Il) de
la microbiota del suelo da lugar a una pequefia cantidad de metilmercurio cuya
proporcion media suele ser inferior al 1%. El metilmercurio presenta una gran

afinidad por la materia organica, hecho que también limita su movilidad en el suelo.

0
o Hg(ll
Hg(l) < Hge R

Lands & Lakes || D Oceans Surface]

Anoxic Waters
& Sediments

Figura 1. Ciclo biogeoquimico del mercurio (Barkay ef al., 2003).
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Una parte del Hg(I) presente en el suelo y la atmosfera llega a las cuencas
hidrograficas. En el agua experimenta procesos de metilacion por la accidon de
microorganismos, principalmente bacterias anaerobias reductoras de sulfuro (King
et al.,2000). Ademas de esta transformacion bidtica, existe una creciente evidencia
de que las reacciones quimicas representan otra via de metilacion del mercurio en
el medio acuatico. Los compuestos que se cree causan la metilacion abidtica
incluyen moléculas orgéanicas pequefias, tales como yoduro de metilo y sulfuro de
dimetilo, y componentes organicos de mayor tamafo procedentes de materia
organica disuelta tales como acidos fulvicos y humicos (Celo et al., 2006). Esta
metilacion genera compuestos organicos, entre ellos el dimetilmercurio, especie
volatil que se recicla a la atmosfera, y el metilmercurio que se acumula en el
plancton. El metilmercurio se biomagnifica en la cadena alimentaria marina, de ahi
que los mayores contenidos de esta especie se hallen en animales marinos de gran
tamaio. Por otra parte, el metal disuelto en el agua puede evaporarse y retornar a

la atmosfera.

5. FUENTES DIETARIAS DE MERCURIO

La exposicidén a mercurio se produce principalmente a través del agua de bebida y
los alimentos. En aguas de areas no influenciadas por la industrializacion, la
concentracion media de mercurio es de 25 ng/L (OMS, 2005). La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) recomienda un limite de 1000 ng/L de mercurio total

en agua destinada al consumo humano (OMS, 2008).

La principal fuente dietaria de mercurio para la mayoria de la poblacion son los
alimentos, donde el metal se encuentra principalmente en forma inorgédnica
divalente [Hg(I)] o como metilmercurio (CH3Hg). Los pescados considerados
grandes depredadores marinos (pez espada, tiburdn, bonito y atin, entre otros) son

los principales contribuidores a esta ingesta de mercurio. En estos alimentos, el
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metilmercurio constituye la especie mayoritaria (> 80%) (Storelli ef al., 2002, 2003;
Sahuquillo et al., 2007). Las concentraciones de mercurio reportadas en pez espada
(0.031-4,9 mg/kg), atin (0,60-1,47 mg/kg) y tiburdn (0,22-2,5 mg/kg) (Monteiro y
Lopes, 1990; Branco et al., 2007; Torres Escribano et al., 2011) son en ocasiones
superiores a los limites establecidos. Segin indica el informe de la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) sobre mercurio en alimentos (EFSA,
2012), un 5% de los productos de la pesca superan 1 mg/kg, limite maximo de
mercurio admitido por la legislacién europea (Reglamento 420/2011). Los
productos procesados derivados de los grandes depredadores presentan en general,
concentraciones inferiores del metal (0,003-1 mg/kg) (Burger y Gochfeld, 2004;
Yang et al., 2015).

En productos de origen terrestre, las concentraciones de mercurio son inferiores;
oscilan entre 0,0001 y 0,050 mg/kg, siendo los contenidos en la mayoria de las
muestras analizadas inferiores al limite de cuantificacion de la metodologia
utilizada. En estos productos predomina la forma inorgéanica divalente (Cappon,
1981; Jedrzejczak, 2002). Algunas especies de setas constituyen una excepcion,
mostrando concentraciones similares o incluso superiores a las presentes en grandes
depredadores marinos. Las setas tienen capacidad de bioacumular mercurio desde
el suelo con factores de bioconcentracion que oscilan entre 2 y 210 (Falandysz et
al., 2014). En Europa no limita el contenido maximo de mercurio en setas. China
tiene legislacion al respecto; 0,1 mg/kg peso fresco (pf), equivalente a 1 mg/kg peso
seco (ps) (China’s Ministry of Health, 2012). En la zona meridional de Espafia se
han encontrado setas de la especie Boletus aereus con elevadas concentraciones de
mercurio (10,3 + 2,6 mg/kg ps) (Ostos et al., 2015). Kala¢ y Svoboda (2000)
también muestran valores elevados (> 1 mg/kg ps) en muestras de los géneros
Boletus, Agaricus, Lepista y Macrolepiota, siendo especialmente notables los

contenidos de Lepista nuda y Agaricus arvensis que pueden alcanzar 20 mg/kg ps.
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En ocasiones, los procesos previos al consumo del producto (lavado, pelado,
envasado, cocinado) pueden reducir la cantidad del metal que finalmente se ingiere
con una determinada matriz alimentaria, disminuyendo de esta forma el riesgo
asociado a su consumo. Los estudios realizados sobre el efecto del cocinado indican
que, en general, este proceso no afecta de forma relevante la concentracion de
mercurio. Morgan ef al. (1997) muestran que los tratamientos mas habituales
(fritura, horneado y hervido), suponen un ligero aumento de los contenidos totales
de mercurio (1,1 — 1,8 veces), que segun los autores es causado por una pérdida de
peso (agua y grasa). Un estudio reciente de Schmidt ef al. (2015) indica que el
tratamiento culinario tampoco afecta la forma quimica del mercurio presente

inicialmente en el pescado crudo.

También se ha evaluado el efecto del proceso de enlatado sobre los contenidos
de mercurio. Rasmussen y Morrissey (2007) ponen de manifiesto que las
concentraciones medias de mercurio en las muestras de atin blanco varian entre
0,09 y 0,24 mg/kg, mientras que el contenido después del enlatado oscila entre 0,10
y 0,33 mg/kg, indicando que durante el proceso de envasado no hay cambios
relevantes en la concentracion de mercurio. Burguer y Gochfeld (2004) muestran
que el liquido de gobierno de las conservas de pescado no contiene cantidades
destacables de mercurio, lo que confirma que no hay una solubilizacion del

mercurio desde el alimento durante el procesado.

6. EXPOSICION DIETARIA A MERCURIO

El Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA) ha
establecido una ingesta semanal tolerable (IST) de 3 pg/kg peso corporal (pc) para
mercurio inorganico (JECFA, 2011) y de 1.6 ug/kg pc para el metilmercurio
(JECFA, 2003).

12
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EFSA ha reportado la ingesta de mercurio total a través de los productos
pesqueros de la poblacidon europea. Las medias nacionales de exposicion oscilan
entre 1,3 (Paises Bajos) y 97,3 pg/semana (Portugal), lo que corresponde a un rango
de <0,1-1,6 pg/kg pc/semana (para un adulto de 60 kg de peso) (EFSA, 2004).
Mahaffey et al. (2004) evalian la ingesta de metilmercurio de 1709 mujeres
estadounidenses a partir de los datos de consumo obtenidos por recordatorios de 30
dias y registros de 24 horas, utilizando una concentracion promedio de
metilmercurio para cada especie de pescado y marisco. Los autores estiman una
ingesta media de 0,14 pg/kg pc/semana, muy inferior a la maxima recomendada
por JECFA. Dabeka et al. (2003) muestran una ingesta media semanal similar en
la poblacion canadiense (0,154 pg/kg pc). La ingesta semanal de la poblacion
japonesa es superior; oscila entre 0,38 y 6,79 pg/kg pc, debido posiblemente al
elevado consumo de productos pesqueros, entre los que destacan grandes

depredadores marinos como el tiburén (Iwasaki et al., 2003).

En el ultimo informe de EFSA se indica el riesgo que puede presentar la ingesta
de productos pesqueros para determinados grupos poblacionales en Europa, ya que
el percentil 95 de las exposiciones semanales a mercurio a través de estos alimentos
esta proximo o supera el IST en todos los grupos etarios, y los consumidores
frecuentes de productos pesqueros pueden llegar a exceder ampliamente, hasta 6
veces, este valor de referencia (EFSA, 2012). El problema se acrecienta en zonas
donde existe contaminacion por mercurio. Este es el caso de las comunidades Inuit
que viven en el Artico oriental, zona con una importante actividad minera. Los
distintos grupos etarios estudiados presentan una ingesta de metilmercurio (6,3-8,0
ug/pc/semana) que supera ampliamente la recomendada por JECFA, siendo los
productos pesqueros locales los méximos contribuidores a esta ingesta (Chan et al.,
1995). En Colombia, la contaminacién de las cuencas hidrograficas de los rios
Cauca, Magdalena y Caqueta por actividad minera, genera una problematica

medioambiental y de salud publica. Estas poblaciones consumen en muchas
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ocasiones agua de fuentes superficiales o subterraneas sin tratamiento de
potabilizacion, con el consiguiente riesgo de que contengan mercurio. Por otra
parte, el pescado es su principal fuente de proteinas y es consumido diariamente
por una gran parte de la poblacion. Estos pescados de origen local presentan
elevadas concentraciones de mercurio, reflejo de la contaminacion medioambiental

existente (Calao y Marrugo, 2015; Olivero-Verbel et al., 2016).

Las agencias de salud y seguridad alimentaria de varios paises han emitido
recomendaciones para limitar el consumo de ciertos tipos de productos pesqueros
en poblaciones susceptibles (FSA, 2003; Health Canada, 2008; AECOSAN, 2011).
Asi, la Agencia Espafiola de Consumo, Seguridad Alimentaria y Nutricion
(AECOSAN) recomienda evitar el consumo de pez espada, tibur6n, atin rojo y
lucio a mujeres en edad fértil, embarazadas o en periodo de lactancia y a nifios
menores de 3 afos. Asimismo, recomienda limitar a 50 g/semana el consumo de

estos productos pesqueros en nifios de 3 a 12 anos (AECOSAN, 2011).

Se han llevado a cabo algunos estudios para intentar evaluar el riesgo asociado
a un consumo regular de productos pesqueros mediante la medicion de
biomarcadores de exposicion tales como el contenido de mercurio en pelo y sangre.
Brune et al. (1991), tras revisar los estudios de poblaciones expuestas a mercurio a
través de diversas fuentes, reportan que los valores mas elevados de estos
biomarcadores se encuentran entre los consumidores de pescado de Groenlandia y
Japdn. Sheehan et al. (2014), también en una revision de 164 estudios sobre la
exposicién a mercurio en mujeres y sus bebés, evidencian que los valores mas
elevados de mercurio en los biomarcadores se presentan en poblaciones con dietas
basadas en productos pesqueros, principalmente poblaciones riberefas tropicales
cercanas a minerias de oro y poblaciones indigenas del Artico. Estos autores
también destacan los valores de mercurio en los biomarcadores de poblaciones

costeras del Asia sudoriental, el Pacifico occidental y el Mediterranco, cuyo

14



Introduccion

promedio se aproxima a los valores de referencia propuestos por la OMS (1 mg/kg

en pelo; 15 ug/L en sangre).

Los contenidos elevados en biomarcadores, sin embargo, no siempre se
correlacionan con efectos sobre la salud. Una revisidn reciente sobre la relacion
entre la exposicion a mercurio a través de la dieta y la mayor prevalencia de
patologias cardiovasculares y de desarrollo neuroldgico indica que los datos
existentes no son concluyentes. Los autores sugieren que esta falta de correlacion
se debe a que no se tiene en cuenta otros compuestos presentes en el alimento que
pueden ser beneficiosos y que pudieran contrarrestar los efectos toxicos del
mercurio, tales como el selenio (Se), la vitamina E y los acidos grasos

polinsaturados (Choi et al., 2008) (seccion 7.5).

7. EFECTOS DE LA EXPOSICION A MERCURIO

La toxicidad del mercurio depende de la forma quimica en la que se encuentre, la
dosis, la edad, los habitos dietéticos, asi como de la duracion y la via de exposicion.
Los efectos mas reportados para el metilmercurio se producen a nivel neurologico

y a nivel renal para el mercurio inorganico.

7.1. Efectos carcinogénicos

Un estudio de exposicidon crénica a mercurio inorganico en ratas y ratones
dosificados con HgCl, (2,5-10 mg/kg) durante 102-103 dias, mostré un incremento
de tumores de tiroides y preestdbmago en ratas y de tumores renales en ratones (NTP,
1993). Teniendo en cuenta este estudio, la Agencia de Proteccion Ambiental de
Estados Unidos (U.S. EPA) ha clasificado el cloruro de mercurio como posible
cancerigeno (grupo C; U.S. EPA; 1999); sin embargo, la Agencia Internacional de

Investigacion sobre el Cancer (IARC) lo clasifica como no cancerigeno (IARC,
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1993), ya que considera que el estudio presenta una elevada mortalidad y, por tanto,

no constituye una base suficientemente robusta para la obtencion de conclusiones.

Por lo que respecta al metilmercurio, esté clasificado por la IARC (1993) como
posible cancerigeno para el hombre. No existen estudios epidemiologicos que
asocien su exposicion con una prevalencia de procesos cancerigenos en humanos.
En ratones expuestos a metilmercurio (30 mg/L) durante 78 semanas se observaron
tumores renales (Mitsumori et al., 1981). Un estudio posterior realizado durante 2
anos empleando concentraciones inferiores (0,4 mg/L; 2 mg/L; 10 mg/L), evidencio
una mayor incidencia de adenomas y/o carcinomas renales en ratones expuestos a

10 mg/L (Mitsumori et al., 1990).

7.2. Efectos sobre el sistema nervioso y el desarrollo

Este efecto se puso de manifiesto por primera vez en los casos de intoxicacion por
consumo de pescado contaminado que tuvieron lugar en la bahia de Minamata. Una
planta productora de acetaldehido verti6 entre 1932 y 1968 aproximadamente 27
toneladas de residuos de mercurio a la bahia. Los signos clinicos mas comunes entre
la poblaciéon adulta fueron parestesia, ataxia, temblores, pérdidas auditivas y
dificultad al andar. El examen del cerebro de los individuos fallecidos evidencid
atrofia, lesiones en el cortex cerebral y cerebelar y cambios en las fibras nerviosas
(Harada, 1995). Este desastre afect6 de forma muy destacable a la poblacion infantil
y a los nifios nacidos de madres afectadas. Los recién nacidos presentaban
malformaciones, retrasos en el desarrollo fisico y trastornos a corto y largo plazo
del sistema nervioso central. Se reportaron distintas afecciones neurales tales como
paralisis, retraso mental, ataxia cerebelosa, disartria y reduccidon del campo visual

entre otros (Harada, 1995).

El otro gran desastre que confirmo el efecto neurotéxico del metilmercurio

durante el desarrollo fue el que se produjo en Irak a principios de 1970, debido al
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consumo de semillas de trigo y cebada importadas desde México y EEUU. Los
granos importados habian sido tratados con metilmercurio y la advertencia en cada
saco sobre la prohibicion de utilizar estos granos como alimentos estaba rotulada
en inglés y en castellano. Los granos fueron distribuidos entre los agricultores
quienes, ante el apremio de la hambruna debido al periodo de sequia que habia
sufrido el pais, utilizaron parte para preparar alimentos. Tres meses después de
haberse iniciado la distribucion, los casos de envenenamiento seguido de muerte se
multiplicaron en el interior del pais. La poblacion infantil expuesta in utero
desarroll6 un cuadro neurotoxico con defectos sensoriales severos como ceguera o
sordera, reflejos hiperactivos, paralisis cerebral y retraso mental (Amin-Zaki et al.,

1974).

Las evidencias sobre su efecto neurotoxico, sin embargo, no son tan obvias
cuando se trata de poblaciones con un menor indice de exposicion. Se han realizado
tres grandes estudios epidemioldgicos prospectivos en las Islas Seychelles, Nueva
Zelanda y las Islas Faroe para evaluar el desarrollo en la infancia y la
neurotoxicidad en relacion con la exposicion fetal a metilmercurio en poblaciones
consumidoras de pescado. No se reportaron efectos adversos en el estudio de las
Islas Seychelles, pero los nifios de las Islas Faroe mostraron déficits sutiles de
memoria, atencion y lenguaje a los 7 afios de edad. En el estudio de Nueva Zelanda,
los nifios de 4 a 6 afios también exhibieron deficiencias en una serie de pruebas
neuropsicolégicas (U.S. EPA, 2001). En un articulo reciente de Grandjean y Herz
(2011) se discuten estos estudios y se indica que hay demasiadas incertidumbres en
los mismos como para confirmar la relacion directa entre la exposicidon prenatal a
metilmercurio a través de los alimentos y la prevalencia de estas patologias en la

poblacién infantil.

También se han descrito efectos sobre el sistema nervioso de la forma inorganica
y la elemental en animales de laboratorio (IPCS, 2003). Ademas, para el mercurio

elemental se ha evidenciado que la exposicion in utero por inhalacion afecta al
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sistema nervioso central. La exposicion de ratas durante la gestacion produce en la
descendencia afecciones del comportamiento instintivo y del aprendido, con
manifestaciones tales como hiperactividad, déficit del aprendizaje espacial y del

comportamiento adaptado (Fredriksson et al., 1992, 1996).

7.3. Efectos sobre el sistema renal

Se ha puesto de manifiesto que la exposicion a mercurio inorganico conlleva
importantes afecciones renales, debido a que este 6rgano acumula una cantidad
muy importante de esta forma mercurial. Exposiciones de roedores a HgCl, a medio
y largo plazo conllevan incrementos del peso de los rifiones (Jonker et al., 1993;
NTP, 1993). Este incremento responde a un aumento en la incidencia de
vacuolizacion del epitelio tubular (NTP, 1993). Los estudios a largo plazo en ratas
(2 afios, dosificaciones 5 dias/semana, concentraciones entre 0,3-5 mg/kg pc/dia)
muestran una alta incidencia de nefropatias que cursan con regeneracion tubular,
engrosamiento de la membrana basal del tabulo y tiibulos dilatados con cilindros
hialinos (NTP, 1993). Tal y como se ha comentado en el apartado 7.1, en roedores
expuestos cronicamente a mercurio inorganico se ha puesto de manifiesto una
tendencia al incremento de tumores malignos en el tubulo renal, la cual aumenta
con la dosis. En humanos, la exposicion cronica da lugar a disfunciones renales que
pueden manifestarse de distintas formas, desde proteinurias asintomaticas hasta
oligonurias o anurias y sindromes nefriticos. Holmes et al. (2009) indican que los
cambios en la funcion renal son detectables a concentraciones urinarias de mercurio

superiores a 5 pg/g creatinina.

También se han reportado efectos sobre el sistema renal del metilmercurio en
roedores expuestos durante tiempos prolongados. Asi, ratas expuestas 26 dias a
concentraciones de 0,25 mg/kg/dia muestran afecciones renales severas (U.S. EPA,

2001). Asimismo, se ha mostrado un aumento de la incidencia de tumores s6lidos
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renales en ratones expuestos durante 103 dias a 10 mg/L de metilmercurio
(Mitsumori et al., 1990). Los efectos renales observados en animales no se han

puesto de manifiesto en humanos (JECFA, 2000).

7.4. Mecanismos de accion

Los mecanismos moleculares implicados en la toxicidad del mercurio inorganico y
el metilmercurio estdn muy relacionados con su alta afinidad por moléculas que
presentan grupos tiol (proteinas o péptidos), ya que esta union convierte a estas
moléculas en susceptibles de ser modificadas estructural y funcionalmente. Por otro
lado, algunos estudios apuntan a que el mercurio puede afectar la expresion de
numerosos genes relacionados con el control y regulacion del ciclo celular, factores
de transcripcion, componentes de la maquinaria de reparacion del ADN vy
determinadas rutas de sefalizacion (Ayensu y Tchounwou, 2006). El efecto sobre
la expresion génica y su elevada capacidad para interaccionar con los grupos tiol
de numerosas moléculas pueden ser la base molecular de los procesos celulares
implicados en la toxicidad del mercurio, tales como la induccidon de estrés
oxidativo, afeccidon de la homeostasis del calcio y de la biosintesis de grupos hemo,
modificaciones del citoesqueleto, perturbaciones a nivel de membrana y

alteraciones de la respuesta inmune.

7.5. Modulacion del efecto toxico del mercurio mediante la dieta

Se ha puesto de manifiesto que algunos componentes de la dieta pueden modular
el efecto toxico del mercurio. En animales, se ha evidenciado que el ratio dietario
selenio/mercurio es una variable importante en el riesgo asociado a la exposicion a
metilmercurio (Fredriksson et al., 1993; Ralston et al., 2007). Esta especie
mercurial es un fuerte inhibidor de las enzimas dependientes de selenio, que son

necesarias para prevenir y revertir el dafio oxidativo. La inhibicion de las
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actividades de las selenoenzimas parece ser una de las principales causas de la
toxicidad asociada al metilmercurio (Ralston y Raymond, 2010). Un exceso de
selenio respecto a mercurio en la dieta reduce esta inhibicién enzimatica, al permitir
que exista selenio disponible para la sintesis de selenoenzimas. Aunque la mayor
parte de los estudios hacen referencia al efecto protector del selenio inorganico,
también se ha evidenciado este papel para el selenio organico, que es el mayoritario
en alimentos. Sakamoto et al. (2013) demuestran el efecto protector de la
selenometionina frente a la neurotoxicidad inducida por metilmercurio en ratas en
desarrollo. Otro elemento estudiado como posible protector de la toxicidad, en este
caso solo del Hg(Il), ha sido el zinc (Fukino et al., 1984; Peixoto et al., 2003;
Franciscato et al., 2011). Este antagonismo se relaciona con la sintesis de
metalotioneinas y con la participacion del zinc en la maquinaria antioxidante de la

célula (Fukino et al., 1984, 1986; Peixoto ef al., 2003).

Algunas vitaminas también se han apuntado como antagonistas del efecto toxico
del mercurio. En un estudio realizado en ratas tratadas con metilmercurio (2,0
mg/kg pc/dia) o con una combinacion de metilmercurio y vitamina E (50 mg/kg
pc/dia), los animales tratados con mercurio presentaron cambios morfologicos en
los cuerpos neuronales y en las fibras de la raiz dorsal, mientras que en los animales
tratados con metilmercurio y vitamina E no se observaron efectos negativos (Yip y
Chang, 1982). La vitamina C también se ha mostrado efectiva en la proteccion
frente a la toxicidad del mercurio. En ratones tratados con HgCl, (65 mg/L) durante
28 dias a través del agua de bebida se observaron descensos de los pardmetros
hematoldgicos, un aumento de las enzimas hepaticas y lesiones en higado y rifiones.
Todos estos efectos toxicos se redujeron en presencia de vitamina C (250 mg/) o
vitamina E (100 mg/L), si bien la combinacién de ambas fue el tratamiento mas
efectivo (Huq ef al., 2008). La combinacion de vitamina C y acido folico también

mostro un efecto antagonista en embriones de pollo tratados con metilmercurio (2,5
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mg), reduciendo en gran medida los efectos teratogénicos observados al inyectar la

forma mercurial a los huevos fertilizados (Bekhet et al., 2013).

Existen también estudios relacionados con suplementos o extractos naturales
que aminoran la toxicidad del mercurio. Se ha demostrado un efecto protector de la
cianobacteria Spirulina platensis sobre el dafio oxidativo y las alteraciones
histopatologicas observadas en los testiculos de ratas tratadas con Hg(Il) (EI-
Desoky et al., 2013). Los extractos acuosos de Ocimum sanctum (Sharma et al.,
2002), Ginkgo biloba L. (Sener et al., 2007) y Bacopa monniera (Sumathi et al.,
2012) han sido empleados en la reduccion del dafio oxidativo producido por Hg(II)

o metilmercurio en roedores.

8. TOXICOCINETICA

Los procesos que experimenta el mercurio desde su ingreso en el organismo por
via oral hasta su eliminacioén dependen de la forma quimica en la que se encuentre,
de la dosis, de factores propios del individuo (edad, sexo, masa corporal, microbiota
intestinal, estado de nutricion y enfermedades preexistentes, entre otros) y de los

componentes de la dieta.

8.1. Absorcion

Los estudios en animales y humanos han mostrado que el metilmercurio se absorbe
con mayor eficacia que el mercurio inorganico. Sasser et al. (1978), empleando
segmentos ligados de intestino de rata, evidencian que la absorcidon de la forma
organica es 17 a 35 veces mayor que la observada para la forma inorganica. En
monos (Berlin et al., 1975) y ratas (Walsh, 1982) se ha observado una absorcion
casi completa del metilmercurio administrado (> 95%). Piotrowski et al. (1992)

evidencian que la retencion de HgCl, 4 h después de la exposicion varia segin la
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dosis administrada, aunque siempre es baja. Asi para dosis de mercurio bajas o
moderadas (0,2-12,5 mg/kg pc), la retencion es del 3-4%, mientras que para dosis
altas (17,5 y 20,0 mg/kg pc), la retencion es de 7-9%. Los estudios anteriormente
citados se han realizado dosificando a los animales con soluciones acuosas de

patrones via intragastrica.

Los estudios sobre la absorcién del mercurio ingerido con los alimentos son
muy escasos y ponen de manifiesto una tendencia similar a los patrones acuosos,
una mayor absorcion de la forma organica. Endo et al. (2003) investigan en ratas
Wistar la absorcion, distribucién y excrecion de mercurio tras una unica
administracion oral de higado de ballena altamente contaminado con mercurio en
forma inorganica (1980 mg/kg). Los resultados muestran que alrededor del 95% de
la dosis se excreta en heces y menos del 0,05% en orina. Basdndose en esta
excrecion, los autores estiman que la tasa de absorcion de mercurio es de un 5%.
Sin embargo, hay que indicar que esta deduccion no es del todo precisa ya que los
valores de excrecion fecal tienden a subestimar la tasa de absorcion al no distinguir
entre el mercurio no absorbido y el eliminado al intestino tras una recirculacion
enterohepatica. Yannai y Sachs (1993) muestran que la absorcion del mercurio
presente en pescado, en su mayoria metilmercurio, es elevada (75-93%). A
diferencia de lo reportado por otros estudios, estos autores muestran una absorcion
moderada del mercurio inorganico (48%) tras la dosificacion de maiz contaminado

con esta forma mercurial durante su cultivo.

Se ha sugerido que la absorcion intestinal de Hg(II) en ratas transcurre en dos
etapas. Inicialmente se acumula en la mucosa intestinal y posteriormente se
internaliza para llegar a la circulacion sistémica (Piotrowski et al., 1992). Los
estudios sobre absorcion intestinal de Hg(Il) in situ han evidenciado que el
transporte se modifica con el pH, las concentraciones de Cl"y Na* y en presencia

de sustancias quelantes y cisteina (Endo et al., 1988, 1991). En un estudio in vitro
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empleando la linea celular Caco-2, Vazquez et al. (2015a) demuestran que la
difusion paracelular y la via transcelular pasiva no son importantes en el transporte
de Hg(II). Ademas, ponen de manifiesto que el transporte transcelular presenta un
componente activo, es dependiente del pH y de la concentracion de Na* y se inhibe
en presencia de aminoacidos catidonicos y neutros y Mn(1II). Estos mismos autores
demuestran que el transporte de Hg(II) unido a cisteina se puede producir a través
del transportador de aminoécidos b®* (Véazquez et al., 2015b) y que el paso a través
de la monocapa epitelial de Hg(II) en forma salina puede estar mediado por el
transportador DMT1 (figura 2) (Vazquez et al., 2015c), principal transportador

intestinal del hierro no-hemo y otros cationes divalentes (Bannon ef al., 2002).

En relacién al metilmercurio, Vazquez et al. (2014a) muestran que la principal
via de entrada cuando esta en forma de sal de cloruro es por difusion pasiva
transcelular, hecho que concuerda con su caracter lipofilico. Sin embargo, cuando
esta unido a cisteina la participacion de la difusion pasiva no es relevante.
Recientemente, estos autores (Vazquez et al., 2015b) han demostrado, mediante
estudios de silenciamiento génico, que el sistema B% participa en la entrada al
interior del epitelio intestinal del complejo metilmercurio-cisteina (figura 2). Mori
et al. (2012) sugieren también una participacion de algin miembro de la familia de

transportadores LAT en la captacion por parte de células epiteliales del intestino.
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Figura 2. Mecanismos de transporte de las formas mercuriales en enterocitos (Vazquez,
2014b).

8.2. Distribucion

El mercurio inorganico absorbido se distribuye en sangre a partes iguales entre el
plasma y los eritrocitos (Clarkson et al., 2007). Su paso a través de la barrera
placentaria y hematoencefélica es limitado (Clarkson et al., 2007). El riiién es el
organo que presenta una mayor acumulacion de la forma inorganica de mercurio
(Zalups, 2000). También se han descrito concentraciones elevadas en la zona
periportal del higado, la mucosa intestinal, el epitelio de la piel, las células
intersticiales de los testiculos y el plexo coroideo de animales expuestos (EFSA,

2012).

En cuanto al metilmercurio, tras su absorcion pasa a sangre donde se acumula
preferentemente en los eritrocitos. En el plasma, la mayoria del metilmercurio esta
unido a la albumina, que tiene un grupo tiol libre en un residuo cisteinil terminal
(Yasutake et al., 1990). El metilmercurio es capaz de atravesar el foliculo piloso,

la placenta y la barrera hematoencefélica, permitiendo su acumulaciéon en el
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cabello, el feto y el cerebro (Clarkson y Magos, 2006). Las concentraciones mas

elevadas tras la exposicion se encuentran en rifion e higado (NRC, 2000).

8.3. Metabolismo

La biotransformacion que experimenta el mercurio inorganico se limita
practicamente a las reacciones de conjugacion con grupos tiol (JECFA, 2011). En
estudios con ratones se ha evidenciado que una pequefia cantidad del mercurio
inorganico puede ser reducido a mercurio elemental y eliminado como vapor de
mercurio (EFSA, 2012). No hay evidencias de la formacion de especies metiladas

a partir de formas inorganicas en tejidos animales o humanos.

El metilmercurio es demetilado en mamiferos a mercurio inorganico en
presencia de especies reactivas de oxigeno. Este proceso metabolico se ha descrito
en el higado, tracto intestinal, bazo y en menor medida en células fagocitarias y en
el cerebro (EFSA, 2012). Ademas, la microbiota presente en el intestino grueso es
un factor determinante en las transformaciones que experimenta esta especie
mercurial (Diaz-Bone y Van de Wiele, 2010). Rowland ef al. (1978) evidenciaron
que el contenido de ciego e intestino delgado de ratas metabolizaba CH3;HgCl a un
producto volatil tras un periodo de incubacion de 3 a 4 dias. Estos autores
confirmaron que la volatilizacidon era debida a la microbiota, principalmente la
aislada del ciego. Varios estudios han evidenciado que los animales sin microbiota
intestinal muestran una menor excrecion intestinal de metilmercurio (Seko et al.,
1981; Rowland et al., 1984). Esta reduccion de la excrecion ha sido relacionada
con una disminucidén de la demetilacion de la forma orgéanica a mercurio inorgéanico
por parte de la microbiota intestinal. La demetilacion fue constatada por Rowland
et al. (1977) empleando los contenidos de ciego de rata, quienes demostraron in
vitro la sintesis de HgCl, a partir de CH3HgCl bajo condiciones anaerobicas y

aerobicas. Asimismo, evidenciaron que la sintesis se inhibia en presencia de
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antibidticos y por filtracioén del contenido cecal. El proceso contrario también se ha
observado en aislados de microbiota intestinal; asi, un estudio realizado por
Ludwicki (1990) mostré que la incubacién del contenido intestinal de ratas con
HgClL, (2,5-12 pg/mL) producia dos reacciones, una metilacién minoritaria a

metilmercurio y una demetilacion a mercurio elemental.

8.4. Excrecion

La mayoria del mercurio se excreta via fecal y urinaria. La magnitud de estas vias
de excrecion depende principalmente de la dosis ingerida y de la especie quimica.
La eliminacion también ocurre a través de las glandulas sudoriparas, mamarias y

lagrimales, aunque en menor proporcion.

La vida media biologica del mercurio inorganico en humanos es de
aproximadamente 40 dias (Kolev y Bates, 2005). Debido a su baja absorcion
intestinal se elimina principalmente por heces (JECFA, 2011). Estudios en
voluntarios han puesto de manifiesto que, tras la ingesta de mercurio inorganico,
aproximadamente el 85% se excreta en heces en los primeros dias (Miettinen,
1973). En cuanto al mercurio inorganico absorbido, se excreta principalmente por
orina, aunque también existe una cierta eliminacion via biliar en forma de

complejos con el glutatiéon (GSH).

La vida media biolégica de metilmercurio en humanos es de 70-80 dias
(Miettinen et al., 1971). Aproximadamente el 80-90% de la dosis absorbida es
eliminada a través de las heces en forma de mercurio inorganico (NRC, 2000). La
eliminacion urinaria es relativamente baja, pero aumenta gradualmente con el
tiempo, pudiendo llegar a representar un porcentaje importante de la excrecion
diaria (20% tras 100 dias; U.S. EPA, 2001). La eliminacion via biliar juega un papel
muy importante en el proceso de excrecion del metilmercurio absorbido. En el

higado, el metilmercurio se conjuga con moléculas de GSH, al igual que ocurre con
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la forma inorganica, y en esa forma es eliminado via biliar. Parte del metilmercurio
eliminado por esta via es excretado a través de las heces y parte puede ser
nuevamente reabsorbido. En este punto entra en juego la microbiota intestinal, la
cual puede demetilar el metilmercurio a mercurio inorgénico (Rowland et al.,

1980), facilitando de esta forma su eliminacion fecal.

9. ESTUDIOS DE BIOACCESIBILIDAD Y BIODISPONIBILIDAD

La evaluacion del riesgo asociado a la ingesta de un compuesto presente en los
alimentos se lleva a cabo en la mayoria de los casos determinando su contenido en
el producto que se comercializa y calculando la ingesta a través de los datos de
consumo existentes. Sin embargo, el alimento ingerido estd sujeto a una serie de
procesos que condicionan la llegada del compuesto de interés a la circulacion
sistémica y que pueden afectar de forma muy importante a su efecto. Por ello,
digestion, absorcion y metabolismo deben ser considerados en la evaluacion del
riesgo/beneficio asociado a la ingesta de un producto alimentario. En los siguientes
apartados se da una vision general sobre los acontecimientos que tienen lugar
durante la digestion y absorcion de un compuesto, la forma de evaluar estos
procesos, los factores que pueden modularlos y se reportan los escasos estudios

existentes sobre mercurio en lo que a esta tematica se refiere.

9.1. Definicion de bioaccesibilidad y biodisponibilidad

El proceso digestivo consiste en una serie de etapas enzimaticas que producen la
hidrélisis de los componentes mayoritarios del alimento (grasas, hidratos de
carbono y proteinas) con la consiguiente liberacion de numerosos nutrientes, pero
también de los posibles contaminantes presentes en la matriz. La bioaccesibilidad

se define como la extraccidon y puesta en disolucion de un determinado compuesto
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de la matriz alimentaria durante el proceso de digestion gastrointestinal (Ng et al.,
2009). La fraccion solubilizada, denominada fraccion bioaccesible (figura 3), esta
disponible para su absorcidn a través de la pared gastrica e intestinal, y su posterior
paso a la circulacion sistémica, donde ejerce su efecto beneficioso o perjudicial.
Este proceso de solubilizacion depende de numerosos factores. Ademas de los
factores intrinsecos, que pueden variar dependiendo del individuo (pH,
concentracion de las enzimas digestivas, tiempo de residencia), también hay
factores externos, procedentes de la dieta, que pueden modificar la cantidad de
fraccion soluble tras la digestion (Oomen et al., 2002; Dean y Ma, 2007; Yu et al.,
2010; He y Wang, 2011). La influencia de estos factores depende del compuesto

considerado y de la forma quimica en la que se encuentre.

El término biodisponibilidad recibe numerosas definiciones dependiendo del
campo de aplicacion (NRC, 2003). En nutricion y toxicologia alimentaria puede
definirse como la cantidad de un nutriente o contaminante alimentario que tras su
solubilizacion durante la digestion gastrointestinal es absorbida a través del epitelio
gastrointestinal y llega a la circulacion sistémica (Ng et a/., 2009). En ocasiones los
términos biodisponibilidad y absorcion intestinal se emplean indistintamente. Sin
embargo, hacen referencia a conceptos diferentes; la absorcion intestinal es sélo un
paso dentro de los procesos que permiten que un determinado compuesto esté
biodisponible (Toutain y Bousquet-Mélou, 2004). La fraccidon que llega al torrente
sanguineo (fraccion biodisponible, figura 3) puede diferir en gran medida de la
fraccion bioaccesible, ya que el proceso de absorcion es muy complejo y depende
de multiples factores, que estan principalmente gobernados por la naturaleza del
compuesto y la composicion del quimo, tal y como se comentara mas adelante
(apartado 9.3). Ademas, tras la absorcion, el compuesto puede experimentar un
metabolismo hepatico (figura 3) y por tanto afectar a la fraccion del compuesto que

llega a la circulacion sistémica.
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La evaluacién de estos procesos se puede realizar in vivo, in situ € in vitro. Las
evaluaciones in vivo (seccion 9.4) son las mas deseables ya que consideran todas
las etapas que intervienen en la llegada de un compuesto a la circulacidn sistémica
y ademads el animal no ha sido sometido a ningtin proceso quirurgico. Los estudios
de biodisponibilidad in vivo se llevan a cabo principalmente en roedores, cerdos,
primates y cuando se trata de compuestos sin caracter toxico, también se pueden
realizar en humanos. Los modelos in situ empleando técnicas de perfusion en los
que el animal esta anestesiado, permiten un mejor control de determinados
parametros y en muchas ocasiones una mejor interpretacion de los resultados que
los métodos in vivo. El animal, sufre sin embargo un proceso quirtrgico que puede
alterar algunos de los parametros a estudiar. Esta aproximacion es especialmente
valida para evaluar mecanismos de transporte y factores que influyen en los
mismos. Las aproximaciones in vifro permiten llevar a cabo un gran niimero de
ensayos, en un corto periodo de tiempo y no tienen ningun tipo de connotacion
¢tica. La combinacion in vitro de una digestion gastrointestinal simulada (seccion
9.2) y de un modelo celular o tisular de epitelio intestinal para emular la absorcion
(seccion 9.3) se ha evidenciado util para predecir la biodisponibilidad in vivo de
numerosos nutrientes. Mediante esta aproximacion inicialmente se valora el
contenido de mercurio bioaccesible y posteriormente el transporte del mercurio
presente en la fraccion bioaccesible a través de la monocapa formada por las células
intestinales. En muchos casos, debido a la dificultad de llevar a cabo una
aproximaciéon adecuada de la etapa de absorcién intestinal, se considera solo el
parametro de bioaccesibilidad, entendiendo que éste da informacién sobre la
cantidad maxima de un compuesto que puede llegar finalmente a la circulacion

sistémica, es decir de la maxima biodisponibilidad oral.
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Figura 3. Conceptos de bioaccesibilidad y biodisponibilidad.

9.2. Modelos para la evaluacion de la bioaccesibilidad. Aplicacion a alimentos

con especies mercuriales

Los sistemas in vitro para estudiar la bioaccesibilidad se pueden clasificar en dos
grandes categorias: dinamicos y estaticos. Los sistemas dinamicos, consisten en
una serie de compartimentos donde se emulan las condiciones de cada una de las
partes del sistema digestivo. Los dos sistemas dindmicos mas empleados son el
SHIME (Simulator of Human Intestinal Microbial Ecosystem, figura 4a) y el TIM
(TNO intestinal model; figura 4b). Estos sistemas contemplan hasta cierto punto,
los cambios fisiologicos que tiene lugar durante el proceso de digestion, mediante
cambios de pH y concentraciones enzimaticas y salinas, incluso con la simulacion
de los movimientos peristalticos, todo ello controlado mediante softwares
informaticos. El SHIME y el TIM-2 ademas incluyen una etapa intestinal colonica
donde se incorpora la microbiota intestinal (Molly et al., 1994; Venema et al.,
2000). Estos sistemas dinamicos emulan mejor las condiciones fisiologicas que los
estaticos, sin embargo, tiene una serie de desventajas, especialmente para el estudio

de micronutrientes o elementos traza. Los volumenes de trabajo son grandes, lo que
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supone un problema para la posterior deteccion del compuesto. Por otro lado, s6lo
estan disponibles en determinados laboratorios y no es facil su montaje y
mantenimiento, ademas del elevado coste de la instrumentacion. Finalmente,
debido a su complejidad, el nimero de muestras que se pueden evaluar en un corto

espacio de tiempo es muy reducido.

Figura 4. Sistemas dinamicos de digestion in vitro, a) SHIME (http://www.prodigest.eu);
b) TIM (http://www.tno.nl).

Los modelos in vitro estaticos son los mas empleados debido a su sencillez,
disponibilidad y facil manejo. En estos modelos, las etapas bucal, gastrica e
intestinal se llevan a cabo en condiciones fijas de pH, tiempos y concentraciones
de sales, enzimas y acidos biliares. Los movimientos peristalticos se emulan por
simple agitacion. Aunque es una aproximacion simplista, estos sistemas muestran
para determinados compuestos una buena correlacion con los resultados obtenidos

in vivo (Bruce et al., 2007).

Hay que destacar que la mayoria de nociones que se tiene sobre estas

metodologias de bioaccesibilidad, en lo que a contaminantes se refiere, proceden
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del desarrollo y aplicacion de las mismas en el andlisis de suelos contaminados,
donde incluso se han propuesto y aprobado métodos oficiales que forman parte de
la evaluacion de riesgos (U.S. EPA, 2007a,b,c). Su aplicaciéon a alimentos y
especialmente a contaminantes metalicos es muy reciente y estd muy poco
extendida. En lo que al mercurio en alimentos se refiere, los estudios se han
centrado principalmente en productos pesqueros y mas concretamente en muestras
procedentes de grandes depredadores marinos, empleando en la mayoria de los
casos modelos estaticos de digestion. Estos estudios muestran que la cantidad de
mercurio que se libera de los productos pesqueros durante la digestion
gastrointestinal es muy variable. Torres-Escribano et al. (2010) muestran una
bioaccesibilidad en pez espada que varia entre 38 y 83%. Esta bioaccesibilidad es
algo inferior a la descrita para mariscos (72-102%) por Calatayud et al. (2012). Los
porcentajes de bioaccesibilidad disminuyen en gran medida, hasta un 60%, cuando
se trata de pescado cocinado (Ouédraogo y Amyot, 2001; Torres-Escribano ef al.,
2011). Torres-Escribano ef al. (2011) atribuyen este hecho a una alteracion de la
conformacion estructural de las proteinas musculares de los productos pesqueros
producida por la temperatura, lo que podria impedir el acceso de las enzimas
digestivas a las estructuras a las que se une el mercurio en la matriz alimentaria.
Asimismo, la bioaccesibilidad del mercurio en productos pesqueros se reduce en
presencia de otros alimentos, tal y como se comentard en el apartado 9.4,
posiblemente por la formacién de complejos de solubilidad reducida tras la

digestion gastrointestinal.

Se ha reportado datos de bioaccesibilidad de mercurio empleando el modelo
dinamico SHIME, con ciertas modificaciones para ajustar volimenes y permitir la
deteccion del metal en las fracciones bioaccesibles (Laird et al., 2009). El dato mas
relevante de este estudio es el referente a la incorporacion de la microbiota intestinal
en la etapa final del proceso digestivo. En presencia de microrganismos, la cantidad

de mercurio en forma de metilmercurio en la fraccion digerida decrece hasta un
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100% con respecto a la digestion del mismo producto llevada a cabo en condiciones
estériles. La explicacién mas plausible a este fenomeno es que la microbiota

incorporada transforma el metilmercurio en mercurio inorganico.

9.3. Modelos in vitro para estudios de la absorcion intestinal. Aplicacion a la

evaluacion de alimentos con especies mercuriales

Existen numerosas aproximaciones in vitro para evaluar la permeabilidad o
transporte de un compuesto (figura 5). Entre ellas, las lineas celulares derivadas de
canceres colorrectales han proporcionado una herramienta muy util para el estudio
de la absorcidon de farmacos y nutrientes. Algunos de estos tipos celulares tienen
conservadas partes del programa de diferenciacion epitelial del intestino,
expresando muchos de los genes caracteristicos de las células del epitelio
diferenciado y manteniendo la capacidad de formar monocapas de células

polarizadas una vez que han alcanzado la confluencia en cultivos in vitro.
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Figure 5. Técnicas in vitro para evaluar el transporte de un determinado compuesto (Sugano
etal., 2010).
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La linea celular humana Caco-2, aislada originariamente de un adenocarcinoma
de colon es, en la actualidad, la mas utilizada en los estudios de absorcion y en la
evaluacion de los factores que pueden afectar a este proceso. En 1990, esta linea
celular se introdujo como una herramienta experimental para estudios sobre los
mecanismos de transporte intestinal y un afio mas tarde se sugirié que el modelo
era adecuado para el monitoreo de la permeabilidad intestinal de farmacos y para
la prediccidon de la absorcion oral de los mismos (Tavelin, 2003). Numerosos
estudios han demostrado que el empleo de esta linea crecida sobre sistemas
bicamerales (figura 6) permite predecir la absorcion en humanos a través del
calculo del coeficiente de permeabilidad aparente (Payp), parametro que evalua la
velocidad de paso a través de la monocapa celular (Artursson y Karlsson, 1991;

Yee, 1997; Yamashita ef al., 2000; Artursson et al., 2001).

Apical side

compound |\ i P
Microvilli . __ T liquid level
Tight junction --_} | .-~ Caco-2 cell

monolayer

Semipermeable 17~ @ @ @ ~"------—__]

srictnbrane = Membrane-penetrable compound

Basolateral side

Figure 6. Sistema bicameral para estudios de absorcion intestinal empleando células Caco-
2 (Yang et al., 2007).

Esta linea celular, se diferencia en cultivo dando lugar a una monocapa celular
bien polarizada con las caracteristicas morfoldgicas y funcionales de los enterocitos
maduros (Hidalgo ef al., 1989). Evaluaciones realizadas por distintos laboratorios

ponen de manifiesto que presentan una expresion de transportadores similar desde
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el punto de vista cualitativo a la del intestino delgado (Maubon et al., 2007). Sin
embargo, las monocapas epiteliales formadas por las células Caco-2 presentan
caracteristicas que, dependiendo de la naturaleza del compuesto, pueden ser un
inconveniente a la hora de estudiar su permeabilidad. Uno de sus principales
inconvenientes es el tamafio del espacio entre células. Debido a su origen coldnico,
las uniones intercelulares son muy estrechas en relacion con las presentes en el
intestino delgado, lo que supone una desventaja para los compuestos que se mueven
a través de estas uniones (via paracelular). Los estudios previos, tal y como se
indica en el apartado 8.1, muestran que las formas mercuriales no emplean o al
menos no es mayoritaria la via paracelular en su transporte, por tanto, la valoracion
de su tasa de transporte no debe verse afectada cuando se trabaja con monocapas
celulares donde el espacio intercelular es reducido, tal y como ocurre con las

monocapas formadas por la linea celular Caco-2.

Una forma de resolver parcialmente esta situacion es mediante la inclusion en
los cultivos de otra linea celular humana, HT29-MTX. La linea celular HT-29 fue
establecida en 1975, derivada de células de adenocarcinoma de colon humano
(Fogh y Trempe, 1975). La linea HT29- MTX es un clon de la linea parental HT-
29, la cual presenta un fenotipo secretor de mucus, obtenido por tratamientos
sucesivos con 107-10° M de metotrexato (Lesuffleur et al., 1990). Estas células
activan espontaneamente durante el crecimiento a post-confluencia, un programa
de diferenciacién caracterizado por el establecimiento de contactos de adhesion, la
formacion de una monocapa de células mucosecretoras polarizadas con un nucleo
basal, numerosas vacuolas de mucus acumuladas en el citoplasma de la regiéon
apical de las células y algunas microvellosidades apicales que no llegan a formar
un borde en cepillo maduro. La combinacion de estas células con la linea celular
Caco-2 aumenta el espacio entre las uniones intercelulares y produce una monocapa
epitelial con una capa de mucus superficial (Hilgendorf et al., 2000; Artursson et

al., 2001).
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Otro inconveniente de la linea celular Caco-2 es la expresion del transportador
de la familia ABC, P-glicoproteina (P-gp, MDR1), el cual presenta una mayor
expresion que en el intestino delgado humano (Tavelin, 2003). Esta proteina se
localiza en el dominio apical de Caco-2 y media la eliminacidon de compuestos del
interior celular al lado apical (Hunter et al., 1993), evitando de esta forma que
puedan atravesar el domino basal y entrar a circulaciéon sistémica. Una
sobreexpresion de este transportador puede, por lo tanto, suponer una
subestimacion de la tasa de absorcion de los sustratos de esta proteina (Tavelin,
2003). Los estudios sobre los mecanismos de transporte de las formas mercuriales
no evidencian que esta proteina esté implicada en sus procesos de eliminacion
celular o tisular. Por tanto, en principio, los principales inconvenientes de esta linea
celular no parecen suponer un problema para el estudio de la biodisponibilidad de

las formas de mercurio.

Los estudios sobre el transporte intestinal de las formas mercuriales empleando
la linea celular Caco-2 son escasos y en su mayoria evalian los mecanismos
responsables de transporte (seccion 8.1). Vazquez et al. (2015a,b) muestran que el
transporte y la acumulacion en las monocapas diferenciadas generadas por esta
linea celular son mayores para el metilmercurio que para el mercurio inorganico,
tal y como indican los estudios in vivo (seccion 8.1). Calatayud et al. (2012),
emplean esta linea celular para determinar la cantidad de mercurio que puede ser
absorbido desde productos pesqueros. En este estudio, los autores combinan una
digestion gastrointestinal con cultivos celulares y evidencian que el transporte es
menor cuando el mercurio forma parte de un alimento que cuando esta en soluciéon
acuosa; ademds ponen de manifiesto una importante retencién celular del metal.
Esta retencidon también se observa trabajando con co-cultivos de células Caco-2 y
células HT29-MTX (Vazquez et al., 2013). En este caso, se observa que parte de la
retencion se debe a la acumulacion de Hg(Il) y metilmercurio en la capa de mucus

generada por HT29-MTX. Asimismo, algunos estudios que emplean la
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aproximacion in vitro para estudiar la biodisponibilidad sugieren que el transporte
del mercurio estd influenciado por la presencia de determinados compuestos,

algunos de los cuales tienen un origen alimentario (seccion 9.5).

9.4. Modelos in vivo para estudios de la biodisponibilidad. Aplicaciéon a la

evaluacion de mercurio

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

administracion intravenosa.

Existen muchos métodos para evaluar el grado de biodisponibilidad, el mas
clasico consistente en comparar la exposicion plasmatica a través del parametro del
area debajo de la curva (AUC). Para la biodisponibilidad oral absoluta se compara
AUC después de una administracion extravascular con el valor AUC de una
administracién intravenosa. El factor de biodisponibilidad (F) se obtiene mediante

la siguiente ecuacion:

AUCe.v Dosisi.v.

X X
AUCi.v. Dosise.v. 100

F% =

donde,

AUC es el area bajo la curva que se obtiene al representar la concentracion

plasmatica (total o libre) del compuesto o la concentracion total de la sangre
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versus el tiempo tras una dosificacién extravascular (e.v.) o intravenosa
(i.v.).

Dosis indica las concentraciones del compuesto administradas por ambas

vias.

Con la aplicacion de esta ecuacion se asume que el aclaramiento corporal
(volumen del plasma que queda libre del compuesto por minuto) es el mismo para

ambas formas de administracion.

La biodisponibilidad absoluta también puede evaluarse midiendo la cantidad de
compuesto excretado en orina o cualquier otro fluido biolégico o excreta, usando

la siguiente ecuacion:

Ee.v. Dosisi.v.
Fo% = — X - X 100
Ei.v. Dosise.v.

donde E es la cantidad del compuesto eliminado por orina u otra via.

La aplicacion de esta ecuacion asume que los ratios de aclaramiento renal y
aclaramiento total son iguales para ambas vias de administracion. El principal
limite de esta aproximacion es que hay que recoger orina o cualquier otro fluido o
excreta hasta que el compuesto haya sido practicamente eliminado (Toutain y

Bousquet-Mélou, 2004).

La biodisponibilidad relativa puede medirse por comparaciéon de AUC o la
eliminacion por algun fluido o excreta de un compuesto dosificado de dos formas
diferentes, pero en la misma cantidad. En este caso la biodisponibilidad se calcula

mediante las siguientes ecuaciones:

F% = AUCa x 100
0 AUCreferencia
Ea
Fo%h = —x 100

Ereferencia
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donde,

Subindice a hace referencia a la nueva matriz, formulacion o condicion a

evaluar

Subindice referencia indica la matriz, formulacion o condicidon con la cual

se compara la nueva dosificacion.

Se han propuesto muchos métodos para el calculo de AUC. En cualquiera de los
casos, el disefio experimental debe ser el adecuado para evitar una subestimacion
del AUC (tiempos de muestreo insuficientes en la fase ascendente de la cinética) o
una sobreestimacion del AUC (tiempos de muestreo insuficientes en la parte
descendente de la curva) (Toutain y Bousquet-Mélou, 2004). El area bajo la curva
(figura 7), sea desde cero hasta el ultimo tiempo experimental de muestreo (AUCor)
o hasta el tiempo infinito (AUCy.), se obtiene de la suma de los trapecios generados
con los datos tiempo/concentracion (t/C), desde cero hasta el tiempo T, agregando

en el caso AUCy la extrapolacion hasta infinito (Fagiolino et al., 2010).

(a) AUC (0-inf)

| AUC (0-tl) I

AUC (O-tmax)

max |,

Concentration
Q
|

to trax t t L]

Figura 7. Representacion del area debajo la curva y diferentes parametros farmacocinéticos
(Jambou et al., 2011).
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Los estudios sobre biodisponibilidad oral de las formas mercuriales en animales
de laboratorio indican, tal y como se ha indicado en el apartado 8.1, que el
metilmercurio esta més biodisponible que el mercurio inorgéanico, tanto cuando se
dosifica con el agua como cuando se vehicula a través de los alimentos. También
se ha puesto de manifiesto que esta biodisponibilidad estd influenciada por
numerosos factores (edad, pH del lumen, compuestos de origen alimentarios o
alimentos). Los estudios sobre la modulacion de la biodisponibilidad del Hg(II) y
metilmercurio en presencia de componentes de la dieta son escasos (ver seccidon
9.5) y todos ellos evaltian la influencia mediante una dosificacion del mercurio en

solucion acuosa; en ningiin caso se emplean alimentos.

9.5. Factores dietarios que afectan la bioaccesibilidad y biodisponibilidad del

mercurio

Existen algunos estudios que evaltian el efecto de determinados alimentos sobre la
bioaccesibilidad in vitro del mercurio. Los extractos de té verde y t€ negro producen
disminuciones muy importantes de la cantidad de mercurio en la fraccion
bioaccesible de alimentos, que oscilan entre un 35% y 91%, incluso cuando éstos
se ensayan en pequefas cantidades (Shim et al., 2009; He y Wang, 2011;
Ouedraogo y Amyot, 2011). El café instantdneo también muestra una reduccion de
la bioaccesibilidad del mercurio; entre un 10% y un 50% en pescados como la
caballa, atiin y tiburén (Ouédraogo y Amyot, 2011). La proteina de soja reduce la
bioaccesibilidad de mercurio (44-87%) desde productos pesqueros, de manera
dosis-dependiente (Shim et al., 2009). También se ha observado una disminuciéon
de la bioaccesibilidad en presencia de zumo de pomelo (Shim et al., 2009; He y
Wang, 2011). Estas investigaciones indican que determinados componentes

alimentarios pueden afectar la solubilizacion del mercurio presente en los alimentos
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durante la digestion y por tanto pueden afectar su posterior absorcion y

biodisponibilidad.

Existen numerosos estudios in vivo que evidencian que algunos componentes de
la dieta pueden reducir la toxicidad de las formas mercuriales administradas
oralmente (seccion 7.5); sin embargo, son escasos los que analizan si este efecto
beneficioso puede deberse a una modificacion de la absorcion intestinal del
mercurio (Chapman y Chan, 2000). El selenio se considera antagonista del efecto
toxico del mercurio. Parte de esta proteccion puede ser debida a un efecto directo
sobre la absorcion, disposicion y eliminacion del mercurio. De hecho, Orct et al.
(2009), en un estudio realizado en ratas lactantes expuestas simultdneamente a
selenio y Hg(Il) durante 4 dias, muestran que la concentraciéon de mercurio en
organos y plasma disminuye con las dosis orales mas altas de selenio. Magos y
Webb (1977) observan el efecto contrario en ratones co-expuestos a metilmercurio
y Se(IV) via intragastrica. Tras 48 horas, los animales tratados con Se(IV) tiene
significativamente mas mercurio en el cerebro que las ratas tratadas unicamente

con metilmercurio.

Las grasas comestibles también afectan la toxicocinética del Hg(Il) y el
metilmercurio, aunque los datos de los estudios son contradictorios. Hajbjerg ef al.
(1992), trabajando con grasas (aceite de higado de bacalao, aceite de coco y aceite
de soja) demuestran que el tipo y cantidad de grasa en la dieta afecta la retencion y
la distribucién del metilmercurio y el Hg(II) administrado oralmente a ratones. Sin
embargo, Jin et al. (2007) en un estudio llevado a cabo en ratas muestran que las
grasas (aceite de soja, aceite de foca, el acido docohexaenoico o el aceite de
pescado) no son factores determinantes en la distribucion del mercurio en cerebro

y sangre.

Se ha puesto de manifiesto una reduccion del efecto del metilmercurio y un

aumento de su eliminaciéon en animales tratados con distintos tipos de fibra
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(Rowland et al., 1986; Shim et al., 2009). Se sabe que el metilmercurio experimenta
una recirculacion enterohepatica extensa y se ha demostrado que la fibra se une in
vitro al mercurio e interrumpe esta recirculacion enterohepatica, lo que conduce a
una mayor ratio de eliminacion. Por otro lado, la fibra puede afectar el metabolismo
del metilmercurio. La incorporaciéon de un 30% de salvado en la dieta de ratones
disminuye la concentracion total de mercurio en el cerebro, la sangre y el intestino
delgado (Rowland et al., 1986). Estos autores muestran que hay una mayor
proporcidn de mercurio en forma de Hg(II) en el higado, rifiones, cerebro e intestino
de los animales tratados con salvado, lo que les lleva a concluir que el salvado
ejerce su efecto sobre la retencion de mercurio a través de una modificacion de la
actividad metabolica de la microbiota intestinal. La leche tiene un efecto contrario
al salvado, Landry ef al. (1979) muestran que una dieta basada en leche en ratones
mejora la reabsorcion de metilmercurio. Los autores sugieren que esto se debe a

una disminucion de la demetilacion de metilmercurio por la microbiota intestinal.

Otro componente dietario que se ha propuesto como posible protector de la
toxicidad del mercurio son los probidticos (Brudnak, 2002). De hecho, se ha puesto
de manifiesto que algunas bacterias lacticas pueden unir mercurio en forma
inorganica divalente (Kinoshita ez al., 2013). Los datos de este ensayo in vitro
muestran que todas las cepas de bacterias lacticas seleccionadas (50 Lactobacillus,
19 cepas derivadas de yogur, 8 Weissella, 4 cepas de Pediococcus, 2 de
Streptococcus y 2 Enterococcus) disminuyen hasta un 85% la concentracion de
Hg(I) en solucion salina. En un estudio reciente, Majlesi et al. (2017) muestran
que este poder de quelacion de las bacterias lacticas podria ser una estrategia
adecuada para evitar la llegada de mercurio a sangre tras una ingesta oral. Estos
autores co-administran ratones con Hg(Il) y Lactobacillus plantarum o Bacillus

coagulans y observan un aumento de la excrecion fecal de mercurio.

Finalmente hay que resefiar la primera intervencion llevada a cabo para reducir

la absorcion de mercurio en poblaciones empleando probidticos (Bisanz et al.,
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2014). En este estudio se administra durante 24 dias a mujeres embarazadas y nifios
un yogurt conteniendo Lactobacillus rhamnosus GR-1 (1 x 10' unidades
formadoras de colonias por 250 g). La dosificacion del probidtico no tiene efecto
en los niveles plasmaticos de mercurio en la poblacién infantil. Sin embargo, los
autores muestran una reduccidn estadisticamente significativa de los niveles de
mercurio en la sangre de mujeres embarazadas tratadas con el probidtico, si bien

no es relevante desde el punto de vista toxicoldgico.
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Objetivos

Reducir la exposicion a mercurio de la poblacidn, especialmente de aquellos grupos
que viven en zonas contaminadas o aquellas poblaciones en las que los productos
pesqueros son una base importante en sus dietas, es una prioridad para las
autoridades sanitarias. También los es para grupos poblacionales identificados
como susceptibles (nifios y mujeres embarazadas o en periodo de lactancia) que
requieren del consumo de estos productos debido a su valor nutricional. No es una
tarea facil evitar la contaminacion del alimento o eliminar el contaminante
previamente su consumo, siendo necesario buscar vias alternativas para disminuir
la exposicion a mercurio sin eliminar de la dieta estos productos alimentarios. Entre
las posibles vias de actuacion esta la de reducir selectivamente la llegada del toxico
a la circulacion sanguinea tras su ingesta oral, sin comprometer la llegada de otros
elementos esenciales. Para ello se puede actuar a distintos niveles; se puede
disminuir la cantidad de toxico que tras la digestion estd disponible para la
absorcion, reducir la tasa de transporte por procesos de competencia o influir sobre
los procesos de recirculacion enterohepatica. El empleo de compuestos de origen
alimentario que formen parte de nuestra dieta habitual, es la aproximacion mas

segura para conseguir este proposito.

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, el objetivo general de la presente
tesis doctoral es la REDUCCION DE LA BIODISPONIBILIDAD DEL
MERCURIO COMO ESTRATEGIA PARA DISMINUIR LA EXPOSICION
ORAL AL TOXICO.

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

especificos:

A) Caracterizacion del Hg presente en los alimentos y en las fracciones solubles
que se obtienen tras el proceso de digestion, con el fin de evaluar la potencial
toxicidad del Hg que puede llegar a la circulacion sanguinea tras la ingesta (ensayos

in vitro).
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B) Identificacion de las condiciones de digestion que favorecen la liberacion del
Hg de las matrices alimentarias y determinar el ratio molar Se/Hg en estas
condiciones, un parametro empleado en la evaluacién del riesgo asociado a la

ingesta de alimentos con Hg (ensayos in vitro).

C) Identificacién de compuestos alimentarios o microrganismos empleados en
la industria alimentaria que puedan reducir la cantidad de mercurio soluble tras el

proceso de digestion gastrointestinal (ensayos de bioaccesibilidad in vitro).

D) Identificacion de aquellos compuestos alimentarios o microrganismos de
grado alimentario que pueden ejercer un efecto directo sobre el proceso de
absorcion intestinal de las formas mercuriales Hg (ensayos de transporte celular in

Vitro).

E) Evaluacion in vivo de la capacidad de los componentes de la dieta
seleccionados en los apartados anteriores para reducir la biodisponibilidad de las

formas mercuriales.
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1. ESPECIES MERCURIALES

Las disoluciones de Hg inorganico [Hg(Il)] y metilmercurio (CH3;Hg) empleadas a
lo largo de la tesis fueron preparadas por diluciéon de los patrones comerciales de
Hg(NOs), (1000 mg/L, Merck) y CH3;HgCl (1000 mg/L, AlfaAesar)
respectivamente. Las concentraciones se han expresado como mg/L de Hg para

facilitar la comparacion entre tratamientos.

2. MUESTRAS DE ALIMENTOS

Se han empleado tres matrices alimentarias adquiridas en comercios espafioles: pez
espada (Xiphia gladius), atin de aleta amarilla (Thunnus albacares) y setas
deshidratadas. Las muestras de pez espada y atin correspondian a rodajas de
producto descongelado con un peso medio aproximado de 120-150 g. Las setas
pertenecian a varias especies: Amanita cesarea, Amanita ponderosa, Boletus edulis,
Lactarius deliciosus, Lepiota procera, Marasmius oreades y Tricholoma georgii.
Al menos que se indique lo contrario, los alimentos ensayados fueron cocinados en
la sartén sin empleo de ingredientes adicionales. Posteriormente se trituraron,

homogenizaron y almacenaron a -20 °C hasta el momento de su analisis.

3. DIGESTION GASTROINTESTINAL SIMULADA

Se empled un método estatico que simula las etapas géstrica e intestinal del proceso
de digestion humana (figura 8; Laparra et al., 2003). En la aplicacion del método
se utilizaron los siguientes equipos: pH-metro (Consort modelo C830), agitador
orbital (Stuart modelo SSL1), centrifuga (RC-5B Superspeed Refrigerated
Centrifuge, Sorvall, Du Pont).

Etapa gastrica. Se pes6 en un erlenmeyer una cantidad de alimento (10 g para
pescados y 1 g para setas) o un volumen de patrén acuoso de Hg(Il) y CHszHg
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(concentracién final 1 mg/L). Se adicionaron 90 g de agua desionizada y la mezcla
se homogeneizd mediante agitacion mecénica. Se ajusto el pH a 2 con HCI (Merck)
y se completo el peso hasta 100 g con agua desionizada. Para llevar a cabo la etapa
gastrica se utiliz6 pepsina porcina (Sigma, actividad enzimatica 944 U/mg de
proteina). Se prepar6 una disolucion de pepsina al 10% (m/v) en HCI 0,1 mol/L. Se
adicion6 el volumen necesario para proporcionar 2 mg de pepsina/g de muestra,
equivalente en las condiciones del método a 20 mg pepsina/100 g de disolucion.
Posteriormente el erlenmeyer se tapd con parafilm y se incub6 en agitacion (120

rpm) a 37 °C durante 2 h.

Etapa intestinal. Se ajusté el pH del digerido gastrico a 6,5 utilizando NHj3

(Scharlau, Scharlab) y se adiciond pancreatina porcina (Sigma, actividad
equivalente a 4 x especificaciones de Farmacopea de EEUU/mg de pancreatina) y
extracto biliar porcino (Sigma, glicina y taurina conjugadas con acido desoxicolico

y otras sales biliares).

Se prepard una disolucion de pancreatina porcina al 0,4% (m/v) y de extracto
biliar porcino al 2,5% (m/v) en NH4CO; 0,1 mol/L (Merck). Se adicion¢ al digerido
el volumen necesario para proporcionar 0,5 mg de pancreatina/g de muestra 'y 3 mg
de extracto biliar/g de muestra. Estas cantidades equivalen en las condiciones del
método a 5 mg de pancreatina/100 g de disolucion y 30 mg de extracto biliar/100 g
de disolucion. La mezcla se tapd con parafilm y se incubd nuevamente en agitacion
(120 rpm) durante 2 h a 37 °C. Una vez finalizada la etapa intestinal, se ajusté el
pH a 7,2 con NH3. El digerido obtenido se centrifugé (10000 rpm/30 min/4 °C) para

separar la fraccidon soluble (bioaccesible) y el residuo.
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Muestra
DIGESTION GASTRICA
<«—— pH2

<«—— Pepsina

<«—— Agitacion (37 °C/2 horas)

DIGESTION INTESTINAL

<+—— pH6,5
<—— Pancreatina - extracto biliar

<«—— Agitacion (37 °C/2 horas)

pH 7,2

|

Centrifugacion
10000 rpm/4 °C/30 min

|
’ |

Residuo Fraccion soluble (BIOACCESIBLE)

Figura 8. Esquema del proceso de digestion gastrointestinal in vitro. Modelo empleado

para la determinacion de la bioaccesibilidad de Hg en patrones acuosos y alimentos.
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En la fraccion soluble se cuantificé el contenido en Hg utilizando la metodologia
que se describe en el apartado 4. Para la evaluacion de la bioaccesibilidad de Hg se

utilizo la ecuacion 1.

) o Contenido de Hg en la fraccion bioaccesible
Bioaccesibilidad = - - - x 100
Contenido de Hg en el alimento o patrén acuoso

(Ecuacion 1)

4. DETERMINACION DE MERCURIO

Las muestras se sometieron a un proceso de digestion acida en horno de
microondas. Para ello, se colocaron en reactores de teflon y se adicioné 4 mL de
HNO; 14 mol/L (Merck) y 1 mL de H>O» (30% v/v, Panreac). Todas las muestras
de la presente tesis (alimentos, fracciones bioaccesibles, células intestinales,
bacterias, levaduras, medios de incubacion y cultivo, tejidos animales y heces)
fueron digeridas empleando este método. La cantidad digerida de cada muestra
vario en funcion de la naturaleza de la matriz y de la concentracion de Hg esperada.
Los reactores se irradiaron en un horno de microondas (MARS) de CEM (Vertex)
a 800 W de potencia durante 15 min (180 °C). Tras la digestion, los digeridos se
colocaron en tubos de 15 mL y se dejaron reposar durante toda la noche con el fin
de eliminar los vapores nitrosos que pudieran interferir en la lectura. Posteriormente

se llevaron a volumen final de entre 8 y 15 mL con HCI 0,6 mol/L.

La cuantificacion de Hg se llevd a cabo mediante espectrometria de
fluorescencia atémica acoplada a vapor frio (CV-AFS) (PSA 10.025 Millenium
Merlin, PS Analytical). Las condiciones instrumentales utilizadas para la

cuantificacion se detallan en la tabla 3.
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Disolucién reductora SnCl, 2% (m/v) en HCl al 15% (v/v). Flujo 4,5 mL/min
Blanco de reactivos HCl al 5% (v/v). Flujo 9 mL/min

Gas transportador Argon. Flujo 0,1 L/min

Gas de secado Argoén. Flujo 0,3 L/min

Tiempo de demora 15s

Tiempo de medida 40's

Tiempo de retorno 60 s

Rango de amplificacion 100

Filtro 32

Tabla 3. Condiciones instrumentales empleadas en la cuantificacion de Hg mediante CV-
AFS.

Se utiliz6 una curva de calibrado de Hg(II) (0,025-2 ng/mL) preparada con HCI
0,6 mol/L. El control de calidad de la cuantificacion se evalué mediante el analisis
de muestra de agua de referencia (RTC, QCI-049-1, LGC Standards) con un
contenido certificado de Hg de 40,8 + 0,396 ng/L.

5. DETERMINACION DE SELENIO

Para el analisis de Se en pez espada y sus fracciones bioaccesibles se procedid a su
mineralizaron por via seca y posterior cuantificacion empleando un
espectrofotometro de fluorescencia atébmica con generacion de hidruros (HG-AFS)

modelo Millennium Merlin (PSA Analytical).

La muestra se tratd con 1 mL de agente de mineralizacion [20% m/v de MgNOs
(Panreac) y 2% m/v de MgO (Merck)] y 5 mL de HNOs; 7 mol/L. La mezcla se
evapor6 a sequedad en un bafio de arena (Raypa, modelo PL 5125, Sharlau) y

posteriormente se mineralizo en un horno mufla (modelo K1253, Heraeus),
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aplicando un ciclo temperatura-tiempo en el que tras una subida paulatina de la
temperatura (50 °C/hora), las muestras se mantuvieron 12 h a 450 °C. Si tras el ciclo
de mufla se obtuvieron cenizas blancas se procedidé a su disolucién. En caso
contrario, las cenizas se trataron con 5 mL de HNOs (50% v/v), se secaron
nuevamente en el bafio de arena y fueron sometidas al programa temperatura-
tiempo en horno mufla indicado anteriormente. Las cenizas blancas obtenidas tras
la mineralizacion se disolvieron en HCI 6 mol/L y posteriormente se calentaron a

90 °C durante 20 min.

La determinacion de Se mediante HG-AFS se llevo a cabo empleando las
condiciones instrumentales descritas en la tabla 4. La cuantificacion se realizod
frente a una curva de calibrado (1-10 ng/mL) preparada a partir de una disolucion

patrén de 1000 mg/L de Se(IV) (SeO4, Merck).

Disolucion reductora NaBH4 1,2% (m/v) en NaOH 0,4% (v/v). Flujo 4,5 mL/min
Blanco de reactivos HCl 4,5 mol/L. Flujo 9 mL/min

Gas transportador Argoén. Flyjo 0,3 L/min

Gas de secado Aire. Flujo 0,25 L/min

Tiempo de demora 15s

Tiempo de medida 30s

Tiempo de retorno 60 s

Rango de amplificacion 100

Filtro 32

Tabla 4. Condiciones instrumentales empleadas en la cuantificacion de Se mediante HG-
AFS.
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Para el analisis del Se en setas y sus fracciones bioaccesibles se procedid a una
digestion acida asistida por microondas siguiendo el protocolo descrito en el
apartado 4 y posterior cuantificacidon mediante espectrometria de masas con plasma
de acoplamiento inductivo (ICP-MS; modelo 7900, Agilent). Las condiciones

instrumentales del ICP-MS se especifican en la tabla 5.

Flujo de gas auxiliar (Ar) 1,0 L/min
Flujo de gas de plasma (Ar) 15 L/min
Poder RF ICP 1550 W
Flujo de He 5,0 mL/min
Tiempo de estabilizacion 10s
Energia de discriminacion modo He 50V
Tiempo de integracion 0,1s
Periodo de muestra 0,31s
Modo de adquisicion Espectro
N° réplicas 3
Lecturas por réplica 100
Is6topo monitorizado 8Se
Patrén interno 2Ge

Tabla 5. Condiciones instrumentales empleadas en la cuantificacion de Se mediante ICP-
MS.

El control de calidad de la cuantificacion de Se por ambas metodologias se
evalué mediante el andlisis de una muestra de agua de referencia (RTC, QCI-049-

1) con un contenido certificado de Se de 27,5 + 0,843 pg/L.
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6. DETERMINACION DE ELEMENTOS MAYORITARIOS

Los contenidos de Ca, Mg, K, Fe y P de los alimentos y las fracciones bioaccesibles
fueron analizados mediante espectrofotometria de emision acoplada a plasma
inductivo (ICP-OES; modelo 4300D, Perkin Elmer). Las muestras se digirieron
empleando un horno microondas, siguiendo el protocolo descrito en el apartado 4
y posteriormente se llevaron a un volumen final de 10 mL con agua desionizada.
Las condiciones instrumentales del analisis de los digeridos fueron las siguientes:
potencia RF, 1300 W; flujo del gas de nebulizacion, 0,8 L/min; flujo del argén
auxiliar: 0,2 L/min; flujo de argéon: 15 L/min; flujo de la muestra: 2 mL/min;
longitudes de onda (nm): Ca 317.933; Mg 285.213; K 766.490; Fe 238.204; P
213.617. Los patrones de Ca, Mg, K, Fe y P fueron adquiridos a Merck.

7. ESTIMACION DEL RIESGO ASOCIADO A LA INGESTA DE
ALIMENTOS CON MERCURIO

7.1. Forma quimica del mercurio en muestras de alimentos y sus fracciones

bioaccesibles

Se analizaron las formas quimicas del Hg en muestras de productos pesqueros y
setas y en las fracciones bioaccesibles obtenidas tras la aplicacion del modelo de
digestion gastrointestinal simulada (apartado 3). El conocimiento de las formas de
Hg permite una mejor evaluacion del riesgo, ya que tal y como se ha comentado en
la introduccidn, la biodisponibilidad y toxicidad de este metal estan ligadas a la
forma quimica. Por otro lado, conociendo las formas existentes en la fraccion
bioaccesible se pueden interpretar mejor los resultados obtenidos tras aplicar las
distintas estrategias dietarias en los ensayos de bioaccesibilidad, absorcion y
biodisponibilidad. En base a estas formas quimicas, también se puede intentar

mejorar la eficacia de los tratamientos empleados.
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La determinacion de Hg(Il) y CHsHg se realiz6 mediante separacion por
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) y posterior deteccion por ICP-MS.
Las muestras de alimentos (0,5 g) fueron extraidas empleando 10 mL de HCI1 2,4
mol/L y 0,1 g de L-cisteina (Fluka). La mezcla se llevéd a un bafio de ultrasonidos
durante 15 min y posteriormente se centrifugd a 2000 rpm durante 15 min. Las
muestras procedentes de la digestion gastrointestinal se analizaron sin tratamiento

previo.

La separacidon cromatografica se llevd a cabo con un cromatdgrafo Flexar LC
(Perkin Elmer) empleando una columna de fase reversa Kinetex C18 100 A (100
mm x 2,10 mm, 5,0 um) (Phenomenex) conectada a una precolumna C8 (4 mm x
3,0 mm) (Phenomenex). La cromatografia se realizdo mediante elucion isocratica
empleando como fase movil una disolucion 10% metanol y 0,4% B-mercaptoetanol
(pH 2,5) a un flujo de 0,7 mL/min y un volumen de inyeccion de muestra de 50 pL.
En estas condiciones el CH3Hg eluye a 2,26 min y el Hg(Il) a 2,40 min (figura 9).

12000
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8000
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4000

2000

T T 1
0 1 2 3 4

Tiempo de retencion (min)

Figura 9. Cromatograma de una disolucion patron de CH3zHg (25 pg/L) y Hg(Il) (12,5
png/L).
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EI HPLC se acopld a un espectrometro de masas Nex-lon 300X (Perkin Elmer).

Las condiciones instrumentales del ICP-MS se especifican en la tabla 6.

Flujo de gas de nebulizacion (Ar) 0,89 L/min
Flujo de gas auxiliar (O») 0,01 L/min
Flujo de gas auxiliar (Ar) 1,2 L/min
Flujo de gas de plasma (Ar) 0,89 L/min
Poder RF ICP 1600 W
Voltaje analdgico -1700 V
Voltaje de pulsos 900V
Umbral discriminador 12V
Voltaje del deflector A%
Offset del cuadruplo 0
Voltaje de entrada de celda de colision -6V
Voltaje de salida de celda de colision -6V
Offset celda de colision -14V
Is6topo monitorizado Hg (m/z=202)

Tabla 6. Parametros instrumentales del ICP-MS para la especiacion de Hg.

7.2. Factores del proceso digestivo que afectan la bioaccesibilidad de mercurio

desde alimentos. Evaluacion del ratio molar Se/Hg

Con objeto de evaluar la etapa de digestién determinante en la solubilizacion del
Hg desde los alimentos y el efecto que factores propios del proceso digestivo como
el pH, la concentracion de pepsina y sales biliares o el tiempo de residencia podian
ejercer sobre la solubilizacion de este elemento, se plantearon los estudios que se
describen a continuacion. Asimismo, se determind el contenido de Se para evaluar

el ratio molar Se/Hg en las muestras de alimentos y las fracciones bioaccesibles
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obtenidas en las distintas condiciones de digestion gastrointestinal. Tal y como se
ha comentado en la seccion 7.5 de la introduccidn, este parametro se considera de

interés en la evaluacion del riesgo asociado a la ingesta de un alimento con Hg.

El ratio molar Se/Hg se calculo teniendo en cuenta la ecuacion 2.

. Se  Concentracién Se en alimentos o bioaccesible = Masa molar Hg
Ratio molar — = — - - - X
Hg  Concentracién Hg en alimentos o bioaccesible = Masa molar Se

(Ecuacion 2)

El valor de la masa molar del Se y Hg es 78,98 g/mol y 200,59 g/mol

respectivamente.

7.2.1. Influencia de la etapa de digestion en la solubilizacion de Hg v Se. Para

evaluar la influencia de la etapa de digestion (gastrica o intestinal) en la
bioaccesibilidad se analizaron 5 muestras de pez espada cocinadas y 2 muestras de
setas crudas. De cada muestra se destind una porcion (10 g para pescado y 1 g para
setas) al proceso completo de digestion gastrointestinal, tal y como se describe en
el apartado 3 y otra porcion unicamente a la etapa gastrica. En este ultimo caso, las
muestras tras la digestion con pepsina durante 2 h, fueron centrifugadas (10000
rpm, 30 min a 4 °C). Tras la centrifugacion, se determinoé el Hg y Se en la fraccion

soluble.

7.2.2. Influencia de parametros de la etapa gastrica en la solubilizacion de Hg v Se.

La influencia de los parametros de la digestion gastrica se evalué en 6 muestras
cocinadas de pez espada y 2 muestras de setas crudas. Los parametros evaluados

fueron los siguientes.

A) pH. Cada muestra se separd en varias porciones para ensayar distintos pHs
(2, 3 y 4). A cada porcién se le afiadio 90 g de agua desionizada, ajustando la

muestra al pH de interés con HCl. Tras llevar la muestra a 100 g con agua
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desionizada, se aplico la etapa de digestion gastrica, tal y como se describe en el
apartado 3. El digerido obtenido se centrifugé a 10000 rpm durante 30 min a 4 °C
y posteriormente se analizaron los contenidos de Hg y Se en la fraccion soluble

(apartado 4 y 5 respectivamente).

B) Concentracion de pepsina. Se evaluaron diferentes concentraciones de
pepsina (0,01; 0,02; 0,04; 0,06; 0,08 y 0,13 g pepsina/100 g de disolucién a digerir).
Cada una de las muestras se dividié en 6 porciones, que se sometieron a la etapa
gastrica empleando las concentraciones de pepsina descritas. Posteriormente se

analizaron los contenidos de Hg y Se en la fraccion soluble.

C) Tiempo de digestion. Cada una de las muestras se dividié en 3 porciones, que
se sometieron a la etapa gastrica empleando el protocolo descrito en el apartado 3,
con la variacion del tiempo de digestion (2, 4 y 6 h). Posteriormente se analizaron

los contenidos de Hg y Se en la fraccion soluble.

7.2.3. Influencia de parametros de la etapa intestinal en la solubilizacion de Hg v

Se. Los parametros analizados fueron los siguientes:

A) Concentracion de sales biliares. Se pesaron en erlenmeyers porciones
independientes de una misma muestra, se afladieron a cada una de ellas 90 g de
agua desionizada y se llevé a cabo la etapa gastrica tal y como se describe en el
apartado 3. Posteriormente se aplicé la etapa intestinal en ausencia de sales biliares
y en presencia de distintas concentraciones de sales (0,03; 1; 3 g de extracto
biliar/100 g de disoluciéon a digerir). Los digeridos obtenidos se centrifugaron a
10000 rpm durante 30 min a 4 °C y posteriormente se analizé el contenido de Hg y
Se en la fraccion soluble. Los ensayos a cada concentracion de sales biliares se

llevaron a cabo en 6 muestras de pez espada cocinadas y 2 muestras de setas crudas.
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B) Concentracion de lipasa pancreatica. Los ensayos se llevaron a cabo
empleando 3 muestras de pez espada cocinadas que se sometieron a la etapa
gastrointestinal completa descrita en el apartado 3. Los ensayos en porciones
independientes de estas muestras se realizaron sin lipasa o con el uso en la etapa
intestinal de concentraciones crecientes de lipasa pancredtica de origen porcino
(Sigma) (0,01; 0,05 y 0,1 g lipasa/100 g de disolucién a digerir). Posteriormente se
obtuvo la fraccion bioaccesible por centrifugacion y se analizaron los contenidos

de Hg y Se.

C) Tiempo de digestion. Se emplearon 4 muestras cocinadas de pez espada y 2
muestras de setas crudas. Cada una de ellas se dividi6 en 3 porciones que se
sometieron a la etapa gastrointestinal completa empleando el protocolo descrito en
el apartado 3, con la variacion del tiempo de digestion de la etapa intestinal (2, 4 y

6 h). Posteriormente se analizaron los contenidos de Hg y Se en la fraccion soluble.

8. COMPONENTES DE LA DIETA QUE AFECTAN LA
BIOACCESIBILIDAD DE MERCURIO

En este estudio se llevo a cabo una bisqueda de compuestos de origen alimentario
o microrganismos de grado alimentario con capacidad para reducir la cantidad de
Hg que tras la digestion quedaba soluble y por tanto disponible para la absorcion
intestinal (bioaccesibilidad). En todos los casos la evaluacion se realiz6 en patrones

acuosos de Hg(II) y CH3Hg y muestras de alimentos (productos pesqueros y setas).
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8.1. Influencia de los compuestos de origen alimentario en la bioaccesibilidad

de mercurio

Se seleccionaron 28 compuestos alimentarios que se utilizaron a las
concentraciones habituales en alimentos (tabla 7). El estudio const6 de las

siguientes etapas:

A) Evaluacioén del efecto de los compuestos sobre la solubilidad de las formas
mercuriales [Hg(II) y CH3Hg] en disolucidon acuosa. Las disoluciones patréon (1
mg/L) preparadas en tampon fosfato salino (PBS, Hyclone) se pusieron en contacto
(30 min, agitacion 120 rpm) con los compuestos a la concentracion indicada en la
tabla 7 y posteriormente se procedid al analisis del Hg en una alicuota del

sobrenadante.

B) Evaluacion del efecto de los componentes sobre la bioaccesibilidad del Hg
presente en disolucion acuosa. Tras el tiempo de contacto del patron de Hg [1 mg/L
de Hg(Il) o CH3;Hg] con el componente alimentario (30 min), se aplicé una

digestion gastrointestinal al conjunto (apartado 3).

C) Efecto de los componentes alimentarios sobre la bioaccesibilidad del Hg
presente en alimentos. Los compuestos eficaces en la reduccion de la
bioaccesibilidad en disoluciones acuosas de Hg(Il) y CH3Hg (punto B) fueron
posteriormente ensayados en alimentos. Las muestras de pez espada o atun y setas
deshidratadas fueron adicionadas con las cantidades del componente indicadas en
la tabla 7 y el conjunto se sometié a la digestion gastrointestinal simulada (apartado
3).

D) Evaluacion de la capacidad de los compuestos alimentarios de reducir la
bioaccesibilidad de cationes esenciales. Las fracciones bioaccesibles de alimentos
obtenidas en el apartado C, en las que se observo una elevada reduccion del Hg,
fueron tratadas para determinar la concentracion de Ca, Fe, Mg, K y P siguiendo el

protocolo descrito en el apartado 6. Una reduccion de la fraccion bioaccesible de
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alguno de estos elementos indica que, aunque el componente reduce el riesgo
asociado a la ingesta de Hg, produce un efecto negativo al reducir también la
bioaccesibilidad de algin elemento esencial para el organismo y por tanto su uso

no puede considerarse una estrategia adecuada.

Los contenidos de Ca, Fe, Mg, K y P en las fracciones bioaccesibles obtenidas
en presencia de los compuestos alimentarios se compararon con los contenidos de

las fracciones obtenidas en ausencia de los mismos.

E) Evaluacion de la capacidad de los compuestos alimentarios de modificar las
formas quimicas de Hg. Las fracciones bioaccesibles de alimentos obtenidas en el
apartado C en las que se observo una elevada reduccion del Hg, fueron tratadas para
determinar la concentracion de Hg(Il) y CH3Hg siguiendo el protocolo descrito en
el apartado 7.1. Debido al distinto grado de absorcion intestinal de ambas formas
mercuriales, el cambio en la especie quimica del Hg puede tener un efecto negativo
o positivo dependiendo de la transformacion. Asi, el paso de CHsHg a Hg(Il),
supone la conversion de una especie de elevada tasa de absorcion a una de baja
absorcion y por tanto tiene un efecto positivo; la transformacion contraria tiene un
efecto negativo. Por tanto, el ensayo de especiacion se realizo al igual que el
descrito en el apartado D para confirmar la seguridad de la aplicacién de los

componentes de la dieta como estrategia para reducir la bioaccesibilidad de Hg.

Los contenidos de Hg(Il) y CH3Hg en las fracciones bioaccesibles obtenidas en
presencia de los compuestos alimentarios se compararon con los contenidos de las

fracciones obtenidas en ausencia de los mismos.
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- Concentracion Concentracion
Compuesto dietario (patrones (] — Marca
acuosos)
N-acetilcisteina (NAC) 0,4 n.e Sigma
CaCl, /Fitato dipotasico 0,55/0,11 n.e Panreac/Sigma
Carbox(igﬁi(l:(;elulosa 0.2 0.2: 0.4 AKUCELL
A carragenato 0,2 n.e Cargill
Catequina 0,04 n.e Fluka
Quitosano 0,5 0,5; 1,0 Aldrich
Acido citrico 0,04 n.e Panreac
L-Cisteina (Cys) 0,5 n.e Merck
Gelatina (de piel de cerdo) 0,2 n.e Sigma
Goma guar 1,0 n.e Fluka
Goma arabiga (de acacia) 1,0 1,0; 3,0 Fluka
Hidroxipropilcelulosa (HPC) 0,5 0,5;2,0 Aldrich
Hidroxipropilmetilcelulosa 16 1.6:3.2 Dow Chemical
(HPMC) ’ T Company
S“Ifat‘fé‘*’(ﬁﬁm(m) 0,048 ne Scharlau
(i)—a—Acido lipoico 0,02 0,02; 0,1 Sigma
Lignina 1,4 0,5;1,5 Aldrich
Acido mélico 0,8 n.e Sigma-Aldrich
Metilcelulosa (MC) 1,0 1,0; 3,0 Dogofngzr;‘;"al
Acido oxalico 0,12 n.e Merck
Pectina (de manzana) 1,0 1,0; 2,0 Sigma

Tabla 7. Compuestos alimentarios empleados en los ensayos de bioaccesibilidad.

Concentraciones expresadas en g/100 mL; n.e: no ensayados.
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Concentracion .,
B eieocd Concentracion
Compuesto dietario (patrones . Marca
(alimentos)
acuosos)
Fitato dipotasico 0,5 n.e Sigma-Aldrich
Saponina 2,0 1,0; 3,0 Santa Cruz
Seleno-D-L-metionina 4 .
(SeMet) 0,1 x 10 n.e Sigma
Alginato sodico 0,2 n.e EPSA
Selenato sodico [Se(VI)] 0,1 x 1073 n.e Merck
Acido tanico 3,2 0,5;1,0 Merck
Goma xantana 1.0 e Siema
(Xanthomonas campestris) ’ ’ &
Xilano (de copos de avena) 1,5 1,5;3,0 Sigma

Tabla 7. Continuacion.

8.2. Influencia de las bacterias lacticas y Saccharomyces cerevisiae en la

bioaccesibilidad de mercurio

Las cepas de bacterias lacticas empleadas en el presente estudio se muestran en la
tabla 8. Las bacterias se crecieron en medio MRS (Man, Rogosa y Sharpe) (BD
Difco) a 30 °C en condiciones estaticas. Para los ensayos que se describen a
continuacion, las células se lavaron con PBS y tras centrifugacion (4000 rpm, 10

min, 4 °C), se resuspendieron en el medio adecuado para el analisis.

Las cepas de S. cerevisiae se describen en la tabla 9. Las levaduras fueron
mantenidas en medio YPD (Yeast Peptone Dextrosa) constituido por 0,5% (m/v)
de extracto de levadura, 1% (m/v) de peptona bacteriologica y 2% (m/v) de glucosa
(Sigma). Para los ensayos de bioaccesibilidad se lavaron con PBS y tras

centrifugacion (4000 rpm, 2 min) se resuspendieron en el medio de ensayo.
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Designacion Nombre Origen
BL299 L. plantarum 299V (DSM?® 9843) Intestino humano
BL36 L. brevis ATCCP 14869 Intestino humano
BL17 L. acidophilus ATCC 4356 Intestino humano
BL166 L. plantarum WCFS1 (Kleilrletzf)setzi{clgqhel;??,ngoo_%)
BL259 L. reuteri BL® 259 Ciego de rata
BL23 L. casei BL23 ((:Ifg*z S‘;}Zt;or;(t)‘ﬁ;;’
BL377 L. rhamnosus GG (ATCC 53103) Intestino humano
BLS5 L. johnsonii ATCC 11506 Intestino humano
BL260 L. intestinalis BL260 Ciego de rata
BL327 L. rhamnosus ATCC 9595 Cavidad oral humana

Tabla 8. Cepas
Mikroorganismen und Zellkulturen, YAmerican Type Strain Culture Collection, ¢ Coleccion

del laboratorio de bacterias lacticas y probidticos [Instituto de Agroquimica y Tecnologia

de Dbacterias lacticas

ensayadas.

2PDeutsche

de Alimentos (IATA)-Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC)].

Sammlung von

Cepa Nombre Caracteristicas
1 BY4741 Cepa de laboratorio haploide
2 BY4743 Cepa de laboratorio diploide
3 T73 Cepa vinica
4 VRB Cepa productora de manoproteinas
5 Ultralevura Cepa dietética (UPSAMEDICA SL)
6 YPS128 Cepa silvestre americana
7 UWOPS03-461.4 Cepa silvestre de Malasia
8 Kyokai 6 Cepa de sake

Tabla 9. Cepas de Saccharomyces cerevisiae ensayadas. Cepas procedentes del laboratorio

de Biologia de sistemas en levaduras de interés biotecnologico (IATA-CSIC).
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Las cepas de bacterias lacticas ensayadas en este estudio fueron previamente
evaluadas en un estudio colaborativo realizado entre el laboratorio de Elementos
Traza donde he desarrollado mi tesis doctoral y el laboratorio de Bacterias Lacticas
y Probioticos del IATA-CSIC. Este estudio evidencié que todas las cepas eran
capaces de reducir la solubilidad de Hg(Il) y CHsHg en disoluciones acuosas (54-
100%) y que esta union era inmediata para ambas especies (Alcantara et al., 2017).
Para S. cerevisiae, se desconocia sin embargo su capacidad de unién y los
parametros que podian influir en la misma, por lo que fue necesario realizar un
ensayo previo. Asi, se investigd la capacidad de union de la cepa BY4741 de
levadura a las formas mercuriales y el tiempo, el pH y la temperatura 0ptimos. Las
levaduras a una concentracion aproximadamente 5 x 107 células/mL [4 DO
(densidad optica)/mL], se incubaron en agitacién con 10 mL de las disoluciones
patron de cada especie mercurial (1 mg/L) a distintas temperaturas (30 y 37 °C) y
en el caso de 37 °C a diferentes tiempos (30, 60 y 120 min) y pHs (2, 3, 4, 5y 6).
Transcurrido el tiempo de incubacién, los tubos se centrifugaron a 4000 rpm
durante 2 min. El contenido de Hg en el sobrenadante y en el pellet celular se

analiz6 segun el protocolo descrito en el apartado 4.

Una vez determinada su capacidad para unir Hg, todas las cepas de bacterias [4
OD/mL, aproximadamente 1 x 10° UFC (unidades formadoras de colonias)/mL] y
levaduras (4 DO/mL) se pusieron en contacto con los patrones acuosos de Hg(Il) y
CHsHg (1 mg/L) y el conjunto fue sometido a la digestion gastrointestinal, tal y
como se describe en el apartado 3, para determinar la bioaccesibilidad en cada
condicion aplicando la ecuacion 1. Posteriormente, se estudid el efecto de las
bacterias y levaduras en la bioaccesibilidad de muestras de alimentos (pez espada
y setas deshidratadas). Estos ensayos se realizaron inicialmente con Lactobacilus

casei (BL23) y la cepa BY4741 de S. cerevisiae.

Teniendo en cuenta que en algunas matrices alimentarias se observo un efecto

de las bacterias y las levaduras diferente al puesto de manifiesto en patrones
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acuosos, hecho que no ocurria cuando se ensayaron compuestos alimentarios
(apartado 8.1), se evaluaron una serie de factores que pudiesen contribuir a estas
diferencias. Estos estudios se realizaron empleando Lactobacilus casei (BL23) y la
cepa BY4741 de S. cerevisiae, excepto en el estudio del efecto de la cepa (punto

E). Los factores ensayados fueron los siguientes:

A) Efecto de la etapa digestiva. Se evalud el efecto de la etapa del proceso
digestivo en la retencion de Hg por BL23 y BY4741. Este ensayo se llevo a cabo
con muestras cocinadas de pez espada y setas. Tras la adicion de los
microorganismos (4 DO/mL), parte de la muestra se sometié tnicamente a la etapa
gastrica y el resto se sometio a la etapa gastrointestinal completa. En ambos casos

se siguio el protocolo descrito en el apartado 3.

B) Efecto de la cantidad de bacterias lacticas o S. cerevisiae. Se trabajo a tres
densidades Opticas para las bacterias (7, 10 y 15 DO/mL) y a dos para las levaduras
(7 y 10 DO/mL). Este estudio se llevo a cabo empleando muestras cocinadas de pez
espada y setas, a las cuales se les adiciono la cantidad correspondiente de bacterias
lacticas o Saccharomyces y el conjunto fue sometido al proceso de digestion

gastrointestinal descrito en el apartado 3.

C) Efecto de la presencia de L-cisteina (Cys) y albumina de suero bovino (BSA).
Se realizaron dos aproximaciones diferentes. Inicialmente las disoluciones de
Hg(Il) o CH3sHg (1 mg/L) preparadas en PBS fueron adicionadas con Cys (5 mg/L;
Sigma) o con BSA (5 mg/L; Biowest, Labclinic) y se incubaron durante 1 h con
BL23 0 BY4741 (4 OD/mL). Tras la incubacidn las disoluciones se centrifugaron
a 4000 rpm durante 10 min. El pellet se recuperd para determinar la captacion de

Hg por los microorganismos.

En un segundo ensayo, los patrones adicionados con Cys (5 mg/L) o con BSA
(5 mg/L) fueron sometidos a una digestion gastrointestinal en presencia de BL23 o

BY4741 (4 DO/mL) siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.
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Posteriormente se determinaron las concentraciones de Hg en la fraccion soluble y

en el pellet celular.

D) Efecto de cationes divalentes. A disoluciones de Hg(II) o CHsHg (1 mg/L)
preparadas en PBS, se les adicioné de forma independiente CaCl, (100 mg/L;
Panreac), CuSOs (40 mg/L; Panreac) o FeSOs; (40 mg/L; Sigma), a las
concentraciones habituales en alimentos. La mezcla se incubd durante 2 h con L.
casei (BL23) o S. cerevisiae (BY4741) (4 DO/mL) y se centrifugd a 4000 rpm
durante 2 min. El pellet celular y el sobrenadante se recuperaron para determinar la

captacion de Hg por los microorganismos.

E) Efecto de la cepa de bacterias lacticas y S. cerevisiae. Se llevaron a cabo
digestiones gastrointestinales con alimentos empleando tres cepas diferentes de
bacterias lacticas (BL17, BL259 y BL299; tabla 8) y tres de S. cerevisiae (cepa 3,
4y 5; tabla 9). Estas cepas se adicionaron a las muestras de pez espada y setas y el

conjunto se sometio a la digestion gastrointestinal (apartado 3).

9. ESTUDIOS IN VITRO SOBRE LOS COMPONENTES DE LA DIETA
QUE AFECTAN LA PERMEBILIDAD Y ACUMULACION INTESTINAL
DE MERCURIO

9.1. Mantenimiento de los cultivos celulares

En esta tesis se han empleado tres tipos celulares pertenecientes a colon humano;
dos lineas aisladas de un adenocarcinoma (Caco-2 y HT29-MTX) y otra linea no
transformada (NCM460). Las células Caco-2 se han empleado en monocultivo para
los estudios de componentes alimentarios y las NCM460 y HT29-MTX en co-
cultivo para los estudios del efecto de bacterias lacticas y Saccharomyces. La
eleccion de estos dos modelos celulares para los diferentes estudios se debid
principalmente a la magnitud del transporte celular de Hg. Los ensayos iniciales

empleando componentes alimentarios se realizaron en monocultivos Caco-2. En
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estos ensayos resulto dificil la evaluacion del transporte del Hg, principalmente el
existente en las fracciones bioaccesibles de pez espada. Teniendo en cuenta este
inconveniente, los ensayos con microorganismos se realizaron empleando co-
cultivos tras evidenciar que el transporte de Hg en este modelo celular era mayor

que en los monocultivos formados por células Caco-2.

Las células Caco-2 se obtuvieron de la Coleccion Europea de Cultivos Celulares
(ECACC, n° 86010202) y se ensayaron entre los pases 10 y 25. La linea celular
NCM460 se adquirié de INCELL Corporation y se empled entre los pases 15 y 30.
Las células HT29-MTX fueron donadas por la Dra. Thécla Lesuffleur (Institute
National de la Santé et de la Recherche Médicale, INSERM UMR S938, Francia)

en el pase 15 y se emplearon entre los pases 17 y 24.

El mantenimiento de estas células se llevo a cabo en frascos de 75 cm? a los que
se adiciono 10 mL de medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) con alto
contenido de glucosa (4,5 g/L) y L-glutamina (0,6 g/L) a pH 7,2. Para las células
Caco-2, el medio se suplementd con 10% (v/v) de suero fetal bovino (SFB), 1%
(v/v) de aminoacidos no esenciales, 100 U/mL de penicilina, 0,1 mg/mL de
estreptomicina, 0,0025 mg/mL de anfotericina B, 1 mM de piruvato de sodio y 10
mM de HEPES (4cido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfonico). A lo largo
de la tesis, el medio preparado con esta composicion se denominara DMEMc. Para
NCM460, el DMEM fue suplementado con 10% (v/v) de SFB, 100 U/mL de
penicilina, 0,1 mg/mL de estreptomicina, 0,0025 mg/mL de anfotericina B y 10
mM de HEPES (NCM-DMEMCc). Finalmente, el medio de las células HT29-MTX
se suplementd con 10% (v/v) de SFB, 100 U/mL de penicilina, 0,1 mg/mL de
estreptomicina, 0,0025 mg/mL de anfotericina B, 10 mM de HEPES y 1 mM de

piruvato de sodio para obtener el medio completo que denominamos HT-DMEMc.

Las células se incubaron a 37 °C, en atmoésfera controlada con una humedad

relativa del 95% y un flujo de CO; del 5%. Los medios de cultivo se cambiaron
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cada 2-3 dias. Cuando la monocapa celular alcanzo6 el 80% de confluencia, las
células se tripsinizaron y posteriormente se resembraron a una densidad de 5 x 10*

células/cm?.

Para la tripsinizacion se retir6 el medio de cultivo y se lavo la monocapa celular
con PBS. Posteriormente se adiciono la disolucion de tripsina (0,5 mg/mL) y &cido
etilendiaminotetracético (EDTA 0,2 mg/mL). La soluciéon de tripsina/EDTA se
mantuvo en contacto con las células durante 10-15 min en el incubador.
Posteriormente se inactivé la tripsina con DMEM suplementado y se recuperaron
las células en un tubo estéril, el cual se centrifugd 5 min a 1400 rpm. Tras la
centrifugacion, el medio se retir6 y el pellet celular se resuspendi6 en 10 mL de
DMEM suplementado. Las células se tifieron con azul tripan (0,4 % v/v, Sigma) y

se contaron en camara de Neubauer para su posterior siembra.

Los reactivos utilizados para el mantenimiento de los cultivos fueron adquiridos

a Hyclone (Fisher).

9.2. Ensayos de viabilidad celular en células intestinales

Previo a los estudios de transporte y acumulacion, se evalu6 el efecto del Hg sobre
la viabilidad de los distintos tipos celulares, con el fin de trabajar en condiciones
subletales. Los estudios de viabilidad se basaron en la capacidad de las células
viables para reducir resazurina sodica (sal sodica de 10-6xido de 7-hidroxi-3-hidro-
fenoxacin-3-ona, Sigma) a resorufina, medibles ambas por métodos colorimétricos.
Esta conversion es intracelular, facilitada por oxidoreductasas mitocondriales,

citosolicas y microsomales (O’Brien et al., 2000).

Los ensayos de viabilidad se llevaron a cabo en el rango de concentraciones 0,1-
2 mg/L durante 4 horas. Las células se sembraron a una densidad de 2,5 x 10*

células/cm? en placas de 24 pocillos en medio DMEM suplementado, cambiando
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el medio cada 2-3 dias. Tras 7-8 dias de siembra, las células se expusieron a los
distintos tratamientos en medio esencial minimo con sales de Earle (MEM)
suplementado con 100 U/mL de penicilina, 0,1 mg/mL de estrepctomicina, 0,0025

mg/mL de anfotericina B y 10 mM de HEPES.

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

absorbancia de las células no tratadas con Hg.

9.3. Evaluacion de la permeabilidad aparente del mercurio

9.3.1. Cultivo de las células en sistemas bicamerales. L.os ensayos de transporte se
realizaron en placas de 6 pocillos con insertos con membrana de poliéster (24 mm
didmetro, tamafio de poro de 0,4 pm; Transwell®, Corning, Cultek) para las células
Caco-2 y en placas de 12 pocillos con insertos (12 mm didmetro, tamafio de poro
de 0,4 um; Transwell®) para los co-cultivos NCM460/HT29-MTX. En este sistema,
las células epiteliales se siembran sobre el soporte poroso del inserto que separa el
pocillo en dos compartimentos: apical (superior) y basolateral (inferior) (figura 10).
Este sistema intenta emular de forma simplificada el entorno de la pared intestinal.
La parte apical de la monocapa celular representaria el lumen intestinal, el cual esta
en contacto con los compuestos procedentes de la dieta. El compartimento
basolateral representaria la cavidad serosa, donde llegan los compuestos tras la

absorcion intestinal.
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Figura 10. Esquema del sistema bicameral empleado en los estudios de permeabilidad con
células epiteliales del intestino.

Tras la tripsinizacion de las células intestinales mantenidas en frascos de 75 cm?,
tal y como se indica en el apartado 9.1, se procedi6 a su siembra sobre el inserto de
los sistemas bicamerales. Las células Caco-2 se sembraron en las placas de 6
pocillos a una densidad de 7,5 x 10* células/cm?, adicionando 1,5 mL de la
suspension celular en DMEMc al compartimento apical y 2 mL de DMEMc al
compartimento basolateral. Para los co-cultivos NCM460/HT29-MTX se ensayo
una proporcion 80/20. Esta proporcion se eligid en base a las proporciones
habituales de estos tipos celulares en el intestino delgado, donde las células
absortivas son las mayoritarias y las células mucosecretoras representan entre un
10 y 24% (Hilgendorf et al., 2000). Las células combinadas se sembraron a una
densidad de 7,5 x 10* células/cm? en placas de 12 pocillos, adicionando 0,5 mL de
la suspension celular en HT-DMEMc al compartimento apical y 1,5 mL de HT-
DMEMc al compartimento basolateral. Las células se incubaron a 37 °C, en
atmosfera controlada con 95% de humedad relativa y un flujo de CO, del 5%

durante 9-11 dias, cambiando el medio cada 3 dias.

Durante el tiempo de crecimiento, se monitore6 la confluencia y desarrollo de
la monocapa celular mediante la medida de la resistencia eléctrica transepitelial

utilizando un voltimetro Millicell™- 1ll1ipore Corporation) (figura .
(RET) utilizand 1ti Millicell®-ERS (Milli C ion) (fi 11
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Debido a que los valores de RET son altamente dependientes de la temperatura,
este parametro se midi6 inmediatamente después de sacar las células del incubador.
En las células Caco-2 se consideré que la monocapa estaba formada cuando los
valores de RET fueron estables y superiores o iguales a 250 Ohms cm?. En los co-
cultivos, los valores de referencia empleados para considerar la monocapa

adecuada para los ensayos oscilaron entre 150-170 Ohms cm?.

Figura 11. Medicién de la resistencia eléctrica transepitelial. La medida de las monocapas
en sistemas Transwell® se realiza empleando un voltimetro Millicell®-ERS.

9.3.2. Tratamiento de las fracciones bioaccesibles para los ensayos de

permeabilidad. La fraccion soluble procedente de la digestion gastrointestinal no
puede adicionarse directamente al cultivo celular. Previamente es necesario
inactivar los enzimas proteoliticos utilizados en el proceso y ajustar la osmolaridad
de las fracciones solubles a valores fisiologicos que permitan conservar la
integridad de la monocapa celular durante el ensayo. Para inactivar las proteasas,
la fraccion bioaccesible se sometio a un tratamiento térmico a 90 °C durante 4 min.
A la fraccion soluble inactivada, se le adiciond glucosa (5 mM concentracion final,
Sigma) para favorecer el mantenimiento de la viabilidad y actividad celular durante

los ensayos. Finalmente, la osmolaridad se ajust6 a valores entre 270-310
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mOsmol/kg, mediante la adicion de NaCl 5 M (Panreac), empleando un osmoémetro

crioscopico Automatic Micro-Osmometer Loser (Loser).

9.3.3. Ensayos de permeabilidad celular. Los ensayos se llevaron a cabo a 37 °C,

empleando como medio de cultivo la disolucion salina de Hanks con NaCOs;
(HBSS, Lonza, Labclinic) suplementada con 10 mM HEPES (pH 7,2). Tras retirar
el medio de mantenimiento de los compartimentos, se adicionaron al
compartimento apical 1,5 mL (placa de 6 pocillos) o 0,5 mL (placa de 12 pocillos)
de los patrones de Hg(IT) y CH3Hg (0,5 pg/mL) preparados en HBSS con 10 mM
HEPES o la fraccion bioaccesible previamente tratada (apartado 9.3.2), con o sin
la adicion de los componentes de la dieta (n=23; tabla 10), suplementos dietéticos
(n=5; tabla 10) o microorganismos de grado alimentario [n= 4, cepas BL23 y BL17
de bacterias lacticas (tabla 8) y cepas 5y 7 de S. cerevisiae (tabla 9)]. En el
compartimento apical también se afadi6 lucifer yellow (LY), compuesto
fluorescente que no interfiere en el transporte de Hg (Vazquez et al., 2014a), y cuyo
transporte a través de la monocapa es un marcador de integridad de la membrana
celular (apartado 9.3.4). En el compartimento basolateral se adicionaron 2 mL
(placa de 6 pocillos) o 1,5 mL (placa de 12 pocillos) de medio HBSS con 10 mM
HEPES.
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Compuestos Concentracion Concentracion

dietarios/suplementos (patrones acuosos) (alimentos) Marca
Glutation reducido (GSH) 1 mM 1 mM Sigma
DL-Homocisteina (HCys) 5 mg/L 5 mg/L Sigma
L-Cisteina (Cys) 20 mg/L 20 mg/L Merck
Albtmina de suero bovino 20 mg/L n.e Biowest
Pectina (de manzana) 50 mg/L n.e Sigma
Xilano (de copos de avena) 20 mg/L n.e Sigma
(2)-a-Acido lipoico 10 mg/L n.e Sigma
Lipoico reducido (DHLA) 50 mg/L n.e Sigma
Sulfato de zinc (Zn) 50 mg/L n.e Panreac
Sulfato de hierro(II) [Fe(Il)] 50 mg/L n.e Sigma
Selenato sodico [Se(VI)] 0,5 mg/L n.e Merck
Acido tanico 20 mg/L 20 mg/L Merck
L-Arginina (Arg) 20 mg/L n.e Sigma
L-Fenilalanina (Phe) 20 mg/L n.e Merck
Lys + Phe 20 mg/L n.e Merck
L-Metionina (Met) 20 mg/L n.e Merck
Dextrina de almidon de maiz 10 mg/L n.e Sigma
Catequina monohidratada 5 mg/L n.e Fluka
Lisina monohidrato (Lys) 20 mg/L n.e Merck
Lecitina granular 10 mg/L n.e Sigma
Quercetina dihidratada 5 mg/L 5 mg/L Sigma
Tiamina hidrocloruro 25 mg/L n.e Sigma
Epigalocatequina 5 mg/L n.e Sigma
Suplemento de benfotiamina 100 mg/L n.e Life extension
Suplemento de acido lipoico 100 mg/L n.e Life extension
Suplemento de GSH/Cys 100 mg/L 100 mg/L Life extension
Extracto de té verde 100 mg/L 100 mg/L Plantextrakt
Extracto de semilla de uva 100 mg/L 100 mg/L Plantextrakt

Tabla 10. Componentes alimentarios, suplementos dietéticos o extractos vegetales

empleados en los estudios de permeabilidad celular. n. ., no ensayados.
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A los tiempos establecidos (45, 90 y 120 min para patrones acuosos y 60, 120y
180 min para las fracciones bioaccesibles), se retiraron alicuotas (0,7-1 mL) del
compartimento basolateral y se sustituyeron por un volumen igual de medio fresco

(HBSS con 10 mM HEPES).

En las alicuotas recogidas a cada tiempo se procedi6 a la cuantificacion de Hg,
tal y como se describe en el apartado 4. Los coeficientes de permeabilidad aparente

(Papp) se calcularon utilizando la ecuacion 3.

dC Vr

Par = 3¢ X 2o (Ecuacion 3)

donde,

dC/dt es el flujo (ng/s) determinado por la pendiente lineal de la ecuacion
que rige la variacion de las concentraciones de Hg, corregidas con la

dilucion, frente al tiempo.

V: es el volumen del compartimento aceptor (2 mL para placas de 6 pocillos

y 1,5 mL para placas de 12 pocillos).

A es la superficie ocupada por la monocapa celular (4,71 cm? para placas

de 6 pocillos y 1,12 cm? para placas de 12 pocillos).

C, es la concentracién inicial de las especies mercuriales anadida en el

compartimento dador (0,5 pg/mL para patrones).

9.3.4. Control de la integridad de la monocapa durante los ensayos de

permeabilidad. La integridad de la monocapa celular se determiné a través de la
medicion de tres parametros: a) la RET; b) el P, del marcador fluorescente

paracelular LY c) la viabilidad celular al final del ensayo.
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La RET se midi6 al inicio de la experiencia y en todos los tiempos de toma de
muestra, tal y como se describe en el aparado 9.3.1. Para evaluar el transporte de
LY, este marcador se adicion6 a una concentracion de 100 uM al compartimento
apical de los pocillos. La fluorescencia del LY en las alicuotas recogidas a cada
tiempo del lado basolateral se midié6 empleando un lector de microplacas
(PolarSTAR OPTIMA reader, BMG-Labtech) a una longitud de onda de
excitacion/emision de 485/520 nm. El célculo del P,y se realizdé aplicando la

ecuacion 3.

La wviabilidad celular se determin6 en las células recogidas mediante
tripsinizacion al final del ensayo. Se utilizo la técnica de tincion con azul tripan
0,4% (v/v) empleando una camara de Neubauer y visualizacion en microscopio

4ptico invertido (OPTIKA XDS-1R).

Se consideraron validos los ensayos de transporte cuando se cumplieron las
siguientes condiciones: a) cambios inferiores al 25% en la RET respecto a los
valores iniciales; b) Py del LY <2 x 107 ¢cm/s para monocultivos Caco-2 y < 1 x
10% cm/s para co-cultivos NCM460/HT29-MTX (80/20); ¢) viabilidad celular >
80%.

10. ESTUDIOS IN VIVO DE LA BIODISPONIBILIDAD DE MERCURIO Y
EL EFECTO DE LAS ESTRATEGIAS DIETARIAS

Para llevar a cabo esta investigacion se seleccionaron 96 ratones de la raza BALB/c,
procedentes de Charles River (Espaifia). Los animales se adquirieron con una edad
comprendida entre 4 y 5 semanas y con un peso que oscilaba entre 20 y 30 g. Las
condiciones ambientales en las que se mantuvieron los animales a lo largo de todo
el estudio fueron constantes: doce horas de luz (desde las 8 a las 20 h) y doce de
oscuridad (desde las 20 a las 8 h); temperatura ambiental de 22° C; humedad del

recinto de un 75%. Los ratones se alimentaron con pienso de mantenimiento
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estandar para roedores. Tras dos semanas de aclimatacidn, se iniciaron los ensayos

de biodisponibilidad, acumulacion y excrecion que se describen a continuacion.

El protocolo de experimentacion al que fueron sometidos los animales se disenid
conforme a la normativa para el uso de animales de experimentacion (Real Decreto
53/2013) y fueron autorizados por la Universidad de Valencia con la consiguiente
aprobacién de la Conselleria de d’ Agricultura, Pesca i Alimentaci6 de la Generalitat

Valenciana.

10.1. Evaluacion de la concentracion plasmatica de Hg en funcion de la dosis

empleada

En este ensayo inicial se emplearon 4 animales por grupo para establecer las
concentraciones de Hg(II) y CHsHg a utilizar. Las disoluciones de Hg(Il) o CH3;Hg
se prepararon en PBS y se dosificaron por sonda intragastrica a 3 concentraciones
(0,1; 0,5 y 1,0 mg por kg pc). La sangre fue obtenida por puncién en el seno venoso
submandibular (= 0.1 mL) a distintos tiempos (0, 60, 300 y 1440 min). Las muestras
fueron recogidas en tubos con heparina (Microvette, Sarstedt) y rapidamente
centrifugados a 2000 rpm durante 5 min a 4 °C para obtener el plasma. Las muestras
de plasma fueron digeridas en horno microondas y la cantidad de mercurio se

evalud por CV-AFS (apartado 4).

10.2. Tratamiento con los componentes alimentarios

Una vez fijadas las condiciones Optimas de toma de muestras y los niveles de
dosificacion, se pasé a evaluar in vivo aquellos compuestos de la dieta que podrian
reducir la cantidad de Hg en plasma tras una ingesta oral de Hg(Il) y CH3;Hg (figura
12). Los componentes seleccionados en base a los estudios previos fueron el acido

tanico (30 mg/kg pc), la Cys (4 mmol/kg pc) y la HPMC (15 mg/kg pc). Estos se
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co-administraron con las especies de Hg [0,1 mg/kg pc/dia para CH;Hg y 1 mg/kg
pc/dia para Hg(Il)]. La disoluciéon componente alimentario/especie mercurial en
PBS se prepar6 inmediatamente antes de la administracion para evitar posibles
precipitaciones. Tras la dosificacion inicial se recogieron muestras de sangre (= 0.1
mL) a los tiempos preestablecidos para obtener el plasma y determinar la

biodisponibilidad relativa, tal y como se describe en el apartado 10.4.

La dosificacion se realizo durante 3 dias consecutivos con el fin de evaluar tras
el sacrificio, la acumulacion de ambas especies mercuriales en higado, rifiones y
cerebro. Adicionalmente se recogieron muestras individuales de heces, 5 y 24 h

despues de la primera administracion.

Extraccion
sangre
Biodisponibilidad

X
i o =
Recogida de heces = \%u %
-
272
v EC

%

=0 t=24h t=48 h t=72h
1* DOSIS 2* DOSIS 3*DOSIS 4* DOSIS

Figura 12. Esquema de dosificacion y toma de muestras en el estudio del efecto de los
componentes alimentarios sobre la biodisponibilidad in vivo.

10.3. Tratamiento con las bacterias lacticas

El estudio con bacterias lacticas se realizd con dosificaciones iniciales de los
microorganismos durante 5 dias previo a la exposicion con Hg(Il) y CHsHg. Se ha

descrito que el empleo de cepas de bacterias lacticas como terapéuticos, es decir
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previo a la exposicidn a un xenobidtico o patdgeno, es en la mayoria de las
ocasiones mas beneficioso que la co-administracion o la dosificacion de estos
microorganismos a posteriori (Frizzo et al., 2010; Zhai et al., 2013). Por este
motivo se realiz6 una pre-exposicion diaria con las bacterias lacticas (BL23 y
BL17, ver tabla 8) seleccionadas a una concentracion de 1 x 10° UFC /mL. El resto
del procedimiento fue similar al descrito en el apartado 10.2, exceptuando que el

tratamiento con Hg se realizé durante 2 dias (figura 13).

EXPOSICION Toma de sangre

PREVIA Biodisponibilidad
Bacterias —_—
(5 dias) i Recogida heces

SACRIFICIO
Extraccion o6rganos
ACUMULACION

t=0 t=24h t=48 h
1# 28 3
Dosis Dosis Dosis

Figura 13. Esquema de dosificacion y toma de muestras en el estudio del efecto de bacterias
lacticas sobre la biodisponibilidad in vivo.

10.4. Calculo de los parametros farmacocinéticos

Los contenidos de Hg en plasma en la condicion de referencia [animales expuestos
a Hg(Il) o CH3;Hg] y los tratamientos donde se administraban estas formas
mercuriales con compuestos alimentarios o bacterias lacticas permitieron el calculo

de la biodisponibilidad relativa, aplicando la ecuacion 4.

AUCa
F%= ——————— x 100 (Ecuacién 4
% AUCreferencia (Ecuacion 4)

83



Metodologia

donde el subindice « indica la AUC para los tratamientos conjuntos Hg/compuesto
alimentario o bacterias lacticas. Las AUC orales de cada tratamiento fueron
calculadas empleando el programa SigmaPlot (version 13) a partir de la

representacion de la concentracion plasmatica de Hg en funcion del tiempo.

Adicionalmente se llevdo a cabo la recogida de muestras de heces, para
determinar la influencia de los componentes alimentarios o microorganismos en la
magnitud de la excrecidn por esta via, considerada mayoritaria especialmente para
el Hg(ID), tal y como se indica en la introduccién (apartado 8.4). Estas muestras
fueron digeridas por horno microondas y posteriormente el Hg determinado por

CV-AFS (apartado 4).

Estos parametros farmacocinéticos permitieron determinar el efecto de los
compuestos alimentarios o microorganismos de grado alimentario sobre la

biodisponibilidad y excrecion in vivo de las formas mercuriales.

10.5. Sacrificio y extraccion de érganos

Transcurrido el tiempo de exposicion, los animales se anestesiaron con
pentobarbital sodico y la sangre se recogi6 por puncion cardiaca. Posteriormente se
extrajeron los organos de interés (higado, rifiones, intestino y cerebro). Las
muestras tisulares tras limpiarlas con solucion salina, se congelaron con nitrégeno
liquido y se almacenaron a -80 ° C. Posteriormente se digirieron en horno
microondas y se analizaron por CV-AFS, siguiendo el protocolo descrito en el

apartado 4.
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11. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se realizd aplicando la prueba t-student o el andlisis de la
varianza con un s6lo factor (ANOVA) con comparaciones multiples post hoc
mediante la prueba de Tukey HSD (SigmaPlot, version 13.5). Las diferencias se

consideraron significativas para p < 0,05.

La determinacion del tamafo muestral necesario para los ensayos de
biodisponibilidad, excrecién y acumulacion in vivo (capitulo 5) se llevd a cabo
empleando el programa GPower 3.1, con un a = 0,05 y un poder estadisitco (1-p3)

de 0.9.
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El objetivo de este capitulo ha sido la caracterizacion de la fraccion bioaccesible de
los alimentos con mayores contenidos de Hg y la evaluacion del riesgo asociado.
Esta fraccidon se ha caracterizado teniendo en cuenta una serie de pardmetros y
eligiendo como matrices alimentarias pez espada y setas deshidratadas

pertenecientes a distintas especies.

Se han determinado los contenidos totales de Hg y las formas quimicas
predominantes en el alimento y en su fraccidon bioaccesible. Las formas mercuriales
en estos alimentos han sido evaluadas previamente en numerosos estudios, sin
embargo, son escasas las investigaciones donde se muestre la especiacion de las
fracciones solubles obtenidas tras su digestion gastrointestinal. Adicionalmente y
dentro de la caracterizacion del riesgo asociado a la ingesta, se ha analizado el
contenido de Se. Tal y como se ha indicado en la introduccion (apartado 7.5), el
ratio molar Se/Hg es un cociente que puede indicar si el producto presenta un mayor
0 menor riesgo toxicologico. Segun los estudios llevados a cabo en animales de
laboratorio un exceso molar de Se respecto a Hg supone una menor toxicidad
sistémica del metal. Finalmente, se han investigado el efecto que las condiciones
fisiologicas de la digestion gastrointestinal (cambios de pHs, de concentraciones de
enzimas o tiempos de residencia) ejercen sobre la liberacién del Hg de la matriz

evaluando en todas ellas el ratio molar Se/Hg.

El conocimiento de estos pardmetros permite una mejor evaluacion del riesgo
asociado a la ingesta de un determinado alimento y ademas puede ser utilizado para
la busqueda de estrategias que reduzcan la biodisponibilidad oral de Hg.
Adicionalmente puede permitir un analisis y una interpretacion mas certeros de los

resultados que se van a ir obteniendo en los siguientes capitulos de esta tesis.
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RESULTADOS

1. CONTENIDOS DE MERCURIO Y SELENIO EN MUESTRAS DE
ALIMENTOS

Las tablas 11 y 12 muestran los contenidos de Hg y Se en las muestras de pez espada
cocinado (n=15) y setas deshidratadas (n=10) respectivamente, asi como los ratios
molares Se/Hg. Los contenidos de Hg en pez espada oscilan entre 0,39 y 2,82 mg/kg
peso humedo (ph), con una mediana de 0,92 mg/kg ph. Estos valores son similares
a los hallados por otros autores en este tipo de producto pesquero (0,031-4,2 mg/kg
ph; Plessi et al., 2001; Cabafiero et al., 2004; Branco et al., 2007; Torres Escribano
et al., 2010; Calatayud et al., 2012). La inica forma quimica de Hg detectada en el
analisis de las muestras de pez espada es el CHsHg. Esta forma mercurial
posiblemente esté unida a grupos tiol de aminoacidos en proteinas, polipéptidos o
péptidos de pequeiio tamafio como el GSH, tal y como indica Harris et al. (2003)
en un estudio llevado a cabo empleando espectroscopia de rayos X. E1 40% de las
muestras analizadas superan el limite de Hg permitido por la legislacion vigente en

Espafia para esta especie de pescado (1 mg/kg ph) (Reglamento 420/2011).

Los contenidos de Se en las muestras de pez espada oscilan entre 0,38 y 0,98
mg/kg ph, con una mediana de 0,58 mg/kg ph. Las relaciones molares Se/Hg varian
entre 0,44 y 3,49 mg/kg ph, con una mediana de 1,84 mg/kg ph. De todas las
muestras analizadas, el 20% presenta un ratio molar Se/Hg menor a la unidad, es
decir un exceso molar de Hg. De las 6 muestras que superan el limite legislado para
Hg, s6lo 3 tienen un ratio molar menor a la unidad. Otros estudios también muestran
que productos pesqueros correspondientes a peces depredadores con
concentraciones de Hg superiores a la legislada y que por tanto no podrian
comercializarse, presentan ratios molares Se/Hg superiores a la unidad (Plessi et

al., 2001; Kaneko y Ralston, 2007; Burger y Gochfeld, 2011), que segun los datos
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experimentales derivados de los ensayos in vivo, conllevan un riesgo toxicoldgico

inferior.

Las concentraciones de Hg halladas en setas oscilan entre 0,17 y 3,45 mg/kg
peso seco (ps), con una mediana de 1,58 mg/kg ps. Las especies que presentan los
valores mas elevados son Boletus edulis y Tricholoma georgii. Estudios previos
han puesto de manifiesto que los contenidos de Hg de estas especies son
sistematicamente elevados pudiendo llegar a alcanzar concentraciones del orden de
20 mg/kg ps (Kala¢ y Svoboda, 2000; Falandysz y Bielawski, 2001). El estudio de
especiacion ha evidenciado que la totalidad del Hg detectado en este producto
vegetal es inorganico. En Europa tnicamente se limita el contenido de Hg en
productos de la pesca y suplementos (Reglamento 420/2011). Otros paises, sin
embargo, si disponen de recomendaciones de contenidos maximos en setas. Asi,
por ejemplo, China limita a 0,1 mg/kg el contenido de Hg en el producto fresco,
indicando que en productos deshidratados debe realizarse la correspondiente
correccion del contenido en agua, lo que supone un limite en torno a 1 mg/kg ps
(China’s Ministery of Health, 2012). El 55% de las muestras analizadas supera el

limite establecido en China para setas deshidratadas.

Los contenidos en Se en setas son iguales o superiores a los de Hg para la
mayoria de las muestras (0,26-22,09 mg/kg ps; mediana: 2,22 mg/kg ps),
destacando los valores encontrados en Boletus edulis. La relacion molar Se/Hg es
superior a la unidad en todas las muestras analizadas, con valores muy superiores a
los observados en pez espada (2,49-30,83; mediana; 4,23). Asi, al igual que en pez
espada, aunque se trata de muestras que pueden tener contenidos de Hg superiores

a los legislados, el exceso molar de Se podria reducir el riesgo asociado a su ingesta.
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Muestra Hg Se Se/Hg
1 2,82 +0,27 0,49+ 0,04 0,44
2 0,42 £ 0,02 0,50 + 0,03 3,04
3 1,27 + 0,03 0,46 + 0,01 0,93
4 0,92 £ 0,01 0,67 + 0,07 1,84
5 1,41 +0,08 0,63 +0,01 1,14
6 0,39 +£ 0,07 0,38 £ 0,03 2,87
7 1,25+ 0,04 0,51+0,03 1,32

1,19 +£0,02 0,45+ 0,01 2,26

0,62 + 0,05 0,71 £ 0,03 3,49
10 1,88 + 0,18 0,98 + 0,12 2,50
11 0,42 + 0,01 0,58 £ 0,03 1,03
12 0,91 +0,01 0,57+ 0,01 0,96
13 0,73 £ 0,02 0,66 + 0,02 2,88
14 1,67 +0,08 0,53+ 0,01 1,59
15 0,89+ 0,01 0,73 + 0,08 2,08

Tabla 11. Contenidos de Hg y Se y ratio molar Se/Hg

en muestras de pez espada.

Concentraciones expresadas como mg/kg ph (media + SD, n=3).
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Especie Hg Se Se/Hg
Amanita caesarea 1,68 + 0,04 2,17+0,09 3,28
Amanita ponderosa 0,28 £0,03 0,32 +0,03 2,88
Amanita ponderosa 0,17 +0,06 0,26 +£0,03 3,90
Boletus edulis 1,82+ 0,06 22,09 £ 0,35 30,83
Boletus edulis 1,58 £0,12 15,94 £ 1,87 25,63
Lactarius deliciosus 0,22 +0,01 0,92 + 0,04 10,65
Lepiota procera 0,51+0,02 2,26 £ 0,06 11,28
Marasmius oreades 1,58+ 0,07 1,55+ 0,08 2,49
Tricholoma georgii 2,19+0,11 3,93 +0,06 4,56
Tricholoma georgii 3,45+0,02 422 +0,12 3,10

Tabla 12. Contenidos de Hg y Se y ratio molar Se/Hg en muestras de setas deshidratadas.

Concentraciones expresadas como mg/kg ps (media + SD, n=3).

2. BIOACCESIBILIDAD DE MERCURIO Y SELENIO EN ALIMENTOS

Las tablas 13 y 14 muestran los contenidos de Hg y Se presentes en la fraccion
bioaccesible y el ratio molar Se/Hg de esta fraccion para muestras de pez espada
cocinado y setas deshidratadas, respectivamente. La bioaccesibilidad de Hg varia
considerablemente entre muestras de pez espada (15-85%), con una mediana de
37%. Los contenidos de la fraccion bioaccesible oscilan entre 0,07 y 1,54 mg/kg
(mediana: 0,33 mg/kg). Si se considera la fraccion bioaccesible, un 20% de las
muestras superan el limite de 1 mg/kg legislado para producto fresco (Reglamento
420/2011). El paso del alimento por el proceso digestivo no conlleva cambios en el
estado de metilacion de la forma mercurial, ya que la unica especie mercurial
detectable es el CH3;Hg (datos no mostrados), al igual que ocurria en la muestra

cocinada.
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Los contenidos bioaccesibles de Se en pez espada varian entre 0,24 y 0,94
mg/kg, con una mediana de 0,51 mg/kg. La bioaccesibilidad del Se (63-103%;
mediana: 96%) es, en general, mayor que la observada para el Hg, hecho que ya
documentan otros estudios en la misma especie de pescado (Cabaiiero et al., 2004;
Calatayud et al., 2012). En todas las muestras analizadas la concentracién molar
soluble de Se supera a la de Hg haciendo que el ratio molar Se/Hg sea superior a la
unidad (1,04-12,93; mediana: 3,91) y evidenciando un menor riesgo asociado al

producto alimentario tras la digestion.

La bioaccesibilidad de Hg en muestras de setas oscila entre 11 y 35%, con una
mediana de 23%. Los contenidos de la fraccion bioaccesible varian entre 0,05 y
0,61 mg/kg ps (mediana: 0,28 mg/kg ps). Los porcentajes de extraccion y
solubilizacion del Hg en esta matriz alimentaria son inferiores a los obtenidos para
muestras de pez espada. En este caso, si se considera el limite de 1 mg/kg ps,
ninguna de las muestras superaria el mismo, lo que supone una reduccion del riesgo
asociado a la ingesta. Esta situacion es todavia mas favorable si se considera que la
bioaccesibilidad del Se (57-87%; mediana: 66%) es superior a la del Hg y los
valores de los ratios molares Se/Hg son mayores a la unidad en las fracciones
bioaccesibles de todas las muestras (8,32-71,43; mediana: 15,97). Al igual que
ocurre con el pez espada, el proceso digestivo no influye sobre la especiacion del
Hg ya que la especie mayoritaria es Hg inorganico (datos no mostrados), perfil

similar al observado en la muestra previo a su digestion.
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Muestra Hg Se Se/Hg
1 0,43 +£ 0,02 (15%) 0,45 + 0,04 (92%) 2,66
2 0,21 £ 0,04 (51%) 0,51+ 0,03 (101%) 6,17
3 1,07 £ 0,08 (85%) 0,44 £ 0,01 (94%) 1,04
4 0,27 £ 0,03 (29%) 0,42 + 0,06 (63%) 3,95
5 0,28 + 0,03 (20%) 0,42 + 0,04 (66%) 3,81
6 0,07+ 0,01 (17%) 0,24 + 0,002 (64%) 8,71
7 0,46 + 0,001 (37%) 0,46 + 0,03 (90%) 2,54
8 0,90 + 0,01 (76%) 0,46 + 0,02 (103%) 1,30

0,45+ 0,01 (73%) 0,69 £ 0,02 (98%) 3,90
10 1,54 £ 0,02 (82%) 0,94 £ 0,03 (96%) 1,55
11 0,11+ 0,004 (27%) 0,56 0,02 (97%) 12,93
12 0,33+ 0,003 (36%) 0,54 + 0,001 (96%) 4,16
13 0,33 £ 0,001 (45%) 0,52 + 0,02 (79%) 4,00
14 1,09 £ 0,02 (65%) 0,52+ 0,03 (99%) 1,21
15 0,24 £ 0,003 (27%) 0,73 £ 0,04 (101%) 7,73

Tabla 13. Bioaccesibilidad de Hg y Se en muestras de pez espada. Concentracion de Hg y

Se en las fracciones bioaccesibles (mg/kg ph), bioaccesibilidad (entre paréntesis) y ratio

molar Se/Hg en las fracciones bioaccesibles. Valores expresados como media = SD (n=3).
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Especie Hg Se Se/Hg
Amanita caesarea 0,37+ 0,01 (22%) 1,42 + 0,07 (65%) 9,86
Amanita ponderosa 0,07 + 0,01 (23%) 0,21 + 0,02 (67%) 8,32
Amanita ponderosa 0,05+ 0,01 (32%) 0,23 + 0,01 (87%) 10,73
Boletus edulis 0,61+ 0,08 (33%) 17,07 + 0,08 (77%) 71,43
Boletus edulis 0,50 £ 0,08 (35%) 9,39+ 0,41 (59%) 48,17
Lactarius deliciosus 0,06 + 0,001 (30%) 0,53 £ 0,01 (57%) 21,21
Lepiota procera 0,14 £ 0,03 (27%) 1,36 £ 0,13 (60%) 24,79
Marasmius oreades 0,33+ 0,03 (21%) 1,29 + 0,08 (83%) 10,11
Tricholoma georgii 0,23 £0,02 (11%) 3,02 £ 0,60 (77%) 32,97
Tricholoma georgii 0,61 £0,07 (18%) 2,43 £0,39 (58%) 10,06

Tabla 14. Bioaccesibilidad de Hg y Se en muestras de setas deshidratadas. Concentracion
de Hg y Se en las fracciones bioaccesibles (mg/kg ps), bioaccesibilidad (entre paréntesis) y
ratio molar Se/Hg en las fracciones bioaccesibles. Valores expresados como media + SD
(n=3).

3. INFLUENCIA DE LA ETAPA DIGESTIVA SOBRE LA
BIOACCESIBILIDAD DE MERCURIO Y SELENIO

La figura 14 muestra los contenidos de Hg en las muestras de pez espada, asi como
los contenidos de las fracciones bioaccesibles tras someter el alimento a una
digestion gastrica o gastrointestinal completa. Los contenidos de Hg en la fraccion
bioaccesible procedente de la etapa gastrica oscilan entre 0,38 y 1,29 mg/kg ph. Los
contenidos solubilizados tras la digestion gastrointestinal muestran en general una
disminucion estadisticamente significativa con respecto a la digestion gastrica, con
valores que varian entre 0,21 y 1,07 mg/kg ph, lo que indica que durante la etapa

intestinal hay una reduccion del contenido soluble (reduccion: 17-58%).
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Los contenidos de Se en la fraccidon procedente de la digestion gastrica de pez
espada oscilan entre 0,46 y 0,53 mg/kg ph. Tras la digestién gastrica se solubiliza
entre un 75% y un 100% del Se presente en el pez espada. Los contenidos de Se
bioaccesible tras aplicar la digestién gastrointestinal completa (0,42-0,51 mg/kg

ph) son similares a los obtenidos durante la etapa gastrica (datos no mostrados).

A diferencia de lo observado en pez espada, la bioaccesibilidad del Hg y Se en
setas no se modifica al incorporar la etapa intestinal en la digestion (datos no

mostrados).

3,5 1

L2724 Muestra
T [ Bioaccesible gastrico

3,01 [ Bioaccesible gastrointestinal

2,5 1 v/
2,0 1

1,5 1 . %

1,0

Concentracion de Hg (mg/kg)

0,5

Tl 7 *

Figura 14. Influencia de la etapa de digestion en la bioaccesibilidad de Hg en pez espada.

0,0

Concentraciones expresadas como mg/kg (media + SD, n=4). Cada grupo de barras
corresponde a una muestra de pez espada. Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05) de los contenidos bioaccesibles de la etapa

gastrointestinal respecto a la gastrica para cada muestra.
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Los resultados de este ensayo muestran que la solubilizacién del Hg y Se en el
pez espada y setas se produce principalmente durante la etapa géstrica. Durante la
etapa intestinal no aumenta la solubilizacién de estos elementos, incluso en el caso
de Hg en pez espada se produce un importante descenso de los contenidos en la

fraccién soluble respecto a los hallados en la etapa gastrica.

4. INFLUENCIA DE PARAMETROS DE LA ETAPA GASTRICA EN LA
BIOACCESIBILIDAD DE MERCURIO Y EN EL RATIO MOLAR
SELENIO/MERCURIO

4.1. pH gastrico

Tras la ingesta de un alimento se produce un aumento del pH estomacal, que
dependiendo del alimento y el individuo puede llegar a alcanzar valores cercanos a
la neutralidad en los primeros momentos, y que posteriormente disminuye hasta los
niveles basales (Dressman et al.,, 1990; Oomen et al., 2002). Los ensayos se han
llevado a cabo en este rango de pHs. La figura 15 muestra el porcentaje de
bioaccesibilidad del Hg (15A) y Se (15B) tras aplicar a muestras de pez espada
distintos pHs en la etapa gastrica (pH 2, 3, 4). Los resultados ponen de manifiesto
que el pH es un factor determinante en esta matriz, especialmente en la
bioaccesibilidad del Hg, ya que a pH mayores o iguales a 3 este elemento traza
apenas se solubiliza durante la digestion. En concreto, la bioaccesibilidad de Hg a

pH 3 se reduce un 82% respecto a los valores obtenidos a pH 2.

Para el Se, el descenso es menos acentuado, con reducciones entre 33 y 51% a
pH 4 con respecto a pH 2. Las modificaciones de la bioaccesibilidad de estos dos
elementos en funcion del pH en pez espada supone que el ratio molar Se/Hg se
incremente con el aumento del pH, alcanzando valores muy elevados a pH 4 (54-
528); a estos pHs el exceso molar de Se es considerable, y por tanto la reduccion

del riesgo asociado a la ingesta.
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En las muestras de setas, el aumento del pH también produce una reduccion
importante de la bioaccesibilidad del Hg, menos acentuada en la muestra de Boletus
edulis (38-44%) que en Tricholoma georgii (68-80%) (figura 16). Para el Se, no
hay cambios de bioaccesibilidad en funcion del pH (datos no mostrados), de modo
que a medida que aumenta el pH se incrementa el ratio molar Se/Hg. Por tanto, para

esta matriz alimentaria, un mayor pH gastrico también podria conllevar una

reduccion del riesgo asociado a la ingesta.
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Figura 15. Influencia del pH gastrico en la bioaccesibilidad de Hg y Se en pez espada.
Bioaccesibilidad del Hg (15A) y Se (15B) expresada como porcentaje respecto al contenido
inicial del producto (media + SD, n=4). Cada grupo de barras corresponde a una muestra de

pez espada. Las letras diferentes muestran diferencias estadisticamente significativas (p <
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0,05) de los contenidos bioaccesibles a distintos pH para una misma muestra.
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Figura 16. Influencia del pH gastrico en la bioaccesibilidad de Hg en setas. Contenidos de
Hg en la fraccion bioaccesible expresados en ng/g de muestra (media + SD, n=4). Las letras
diferentes muestran diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) de los contenidos

bioaccesibles a distintos pH para una misma muestra.

4.2. Concentracion de pepsina

La figura 17 muestra los contenidos bioaccesibles de Hg (17A) y Se (17B)
obtenidos tras aplicar la digestion gastrica a muestras de pez espada en ausencia de
pepsina y a distintas concentraciones de esta enzima. Para el Hg se pone de
manifiesto que en ausencia de pepsina, la cantidad de Hg solubilizada es muy
reducida (< 5%) y que hasta concentraciones de pepsina de 0,06 g/100 g de
digerido, un aumento en la concentracion de pepsina supone un incremento

significativo en el contenido solubilizado. Para el Se, en cambio, no se observa un
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efecto tan marcado de la pepsina en la bioaccesibilidad. En ausencia de pepsina
también se solubiliza menos Se (19-57%); sin embargo, el aumento de la
concentracion de pepsina, no aumenta la bioaccesibilidad para la mayoria de las
muestras analizadas. A pH 2, las digestiones realizadas a diferentes concentraciones
de pepsina presentan un ratio molar Se/Hg similar, solamente en ausencia de

pepsina se obtienen valores Se/Hg distintos y mayores a la unidad en todos los casos
(3-144).
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Figura 17. Influencia de la concentracion de pepsina en la bioaccesibilidad de Hg y Se en
pez espada. Bioaccesibilidad del Hg (17A) y Se (17B) expresada como porcentaje respecto

al contenido inicial del producto (media + SD, n=4). Cada linea corresponde a una muestra
de pez espada.
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Figura 17. Continuacion.

A diferencia de lo que ocurre en pez espada, la ausencia o presencia de pepsina
no afecta significativamente la liberacion de Hg y Se durante la digestion de setas
(datos no mostrados), posiblemente porque al tratarse de una matriz con un bajo

contenido proteico (< 2%), la accion de una enzima con actividad proteasa no es

determinante.
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4.3. Tiempo de duracion de la etapa gastrica

Este ensayo se ha llevado a cabo empleando tiempos habituales de vaciado
estomacal (2-6 h, Versantvoort et al., 2004). Los resultados muestran nuevamente
que la bioaccesibilidad de ambos elementos se modifica de manera independiente.
La bioaccesibilidad de Hg puede aumentar con el tiempo de residencia gastrica
(figura 18) y esto depende de la solubilizacion a 2 h. Asi, no se observan aumentos
con el tiempo para muestras con una bioaccesibilidad inicial elevada, sin embargo,
los incrementos son notables (1,3-1,9 veces mayor a 6 h que a 2 h), para muestras

con bioaccesibilidades a las 2 h inferiores al 65%.
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Figura 18. Influencia del tiempo de duracion de la etapa gastrica en la bioaccesibilidad de
Hg en pez espada. Bioaccesibilidad expresada como porcentaje respecto al contenido inicial
del producto (media £ SD, n=4). Cada grupo de barras corresponde a una muestra de pez
espada. Las letras diferentes muestran diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)
a los distintos tiempos para una misma muestra.
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Por el contrario, el aumento del tiempo de digestion no afecta la bioaccesibilidad
del Se, ya que para la mayoria de las muestras la solubilizacioén es casi completa
tras 2 h de digestion (81-99%, datos no mostrados). La bioaccesibilidad de Hg y Se

en setas tampoco se modifica a tiempos superiores a 2 h (datos no mostrados).

Podemos concluir tras el estudio de los parametros de la digestidon géstrica, que
el pH es el parametro que tiene una mayor influencia sobre la bioaccesibilidad de
estos elementos, especialmente del Hg. Ademas, en pez espada la concentracion de
pepsina también es un factor decisivo en la solubilizaciéon de Hg. Estos parametros
son los que mas afectan el ratio molar Se/Hg y por tanto los que mas influyen sobre
el riesgo asociado a la ingesta del alimento. Un pH mas cercano a la neutralidad y
una menor concentracion de pepsina suponen ratios molares Se/Hg mas elevados,

es decir un exceso molar de Se respecto a Hg en la fraccion que va a ser absorbida.

5. INFLUENCIA DE PARAMETROS DE LA ETAPA INTESTINAL EN LA
BIOACCESIBILIDAD DE MERCURIO Y EN EL RATIO
SELENIO/MERCURIO

5.1. Concentracion de sales biliares

En condiciones de ayuno se han descrito concentraciones de 5 g de sales biliares/L
de quimo, valor que se incrementa hasta 30 g/L para una comida estandar y hasta
60 g/L para una comida grasa (Versantvoort et al., 2004). En este trabajo se ha
evaluado el efecto de las sales biliares, realizando la digestion intestinal de pez
espada y setas en ausencia o en presencia de concentraciones crecientes de sales

biliares (0,3 g/L; 10 g/L; 30 g/L).

La figura 19 muestra los resultados obtenidos para Hg (19A) y Se (19B) en pez
espada. La presencia de sales biliares disminuye significativamente la

bioaccesibilidad de Hg en todas las muestras analizadas y el descenso es
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concentracion dependiente. A la mayor concentracidon ensayada, la disminucion de
la bioaccesibilidad respecto a la ausencia de sales biliares oscila entre un 25 y un
94%. En cuanto al Se, en general la presencia de sales biliares no afecta de forma
destacable la bioaccesibilidad, observandose incrementos discretos en 3 de las 6
muestras analizadas. El aumento de la concentracion de sales biliares supone un
ratio molar Se/Hg cada vez mayor, con valores que a la concentracion de 30 g de

sales biliares/L oscilan entre 3 y 27.
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Figura 19. Influencia de la concentracion de sales biliares en la bioaccesibilidad de Hg y
Se en pez espada. Bioaccesibilidad del Hg (19A) y Se (19B) expresada como porcentaje
respecto al contenido inicial del producto (media = SD, n=4). Cada grupo de barras
corresponde a una muestra de pez espada. Las letras diferentes muestran diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05) de los contenidos bioaccesibles a las distintas

concentraciones de sales biliares para una misma muestra.
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Figura 19. Continuacion.

Los resultados obtenidos en setas muestran que la bioaccesibilidad de Hg y Se
es independiente de la presencia o no de sales biliares en la etapa intestinal (datos
no mostrados). Este hecho era de esperar si se tiene en cuenta que la funcion de los
acidos biliares es favorecer la digestion y absorcion de los lipidos, y las setas son

matrices alimentarias con un bajo contenido en grasas (< 0,5 g/100 g).

5.2. Concentracion de lipasa pancreatica

El estudio sobre la influencia de la lipasa pancreatica en la bioaccesibilidad de Hg
y Se se ha llevado a cabo empleando las concentraciones descritas en el duodeno
durante la digestion de alimentos con distintos contenidos en grasa (Versantvoort

et al., 2004). Este ensayo Uinicamente se ha llevado a cabo en pez espada debido al
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escaso contenido de grasa de las setas. Los resultados (figura 20) muestran que para
las concentraciones mas elevadas de esta enzima hay un aumento de la
bioaccesibilidad, que es mayor para el Hg (12-94%, figura 20A) que para el Se (2-
21%, figura 20B). Esto supone un cambio en los ratios molares Se/Hg, que se
reducen al aumentar la concentracion de lipasa aunque en ningin caso son
inferiores a la unidad porque la cantidad de Se en la fraccién bioaccesible es

superior a la de Hg para todas las muestras analizadas en este ensayo.

74 Sinlipasa 1 0,1g/L 05g/L ] 1g/L
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Figura 20. Influencia de la concentracion de lipasa en la bioaccesibilidad de Hg y Se en
pez espada. Bioaccesibilidad del Hg (20A) y Se (20B) expresada como porcentaje respecto
al contenido inicial del producto (media £ SD, n=4). Cada grupo de barras corresponde a
una muestra de pez espada. Las letras diferentes muestran diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05) de los contenidos bioaccesibles a las distintas concetraciones de

lipasa para una misma muestra.
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Figura 20. Continuacion.

5.3. Tiempo de duracion de la etapa intestinal

Se admite que el tiempo medio de transito intestinal es de 3 h, con un rango que
oscila entre 1 y 6 h (Versantvoort et al., 2004). En este capitulo se han ensayado
tiempos de residencia intestinal de 2, 4 y 6 h. En pez espada se pone de manifiesto
que tras 4 h de digestion intestinal se produce una disminucion significativa de la
bioaccesibilidad de Hg respecto a los valores hallados a 2 h (reduccion: 34-41%;
mediana 38%; figura 21). Tras 6 h de digestion, existe un ligero incremento de esta
bioaccesibilidad hasta valores proximos a los hallados a 2 h en la mayoria de las
muestras analizadas (figura 21). Para el Se, no existen variaciones destacables de

la bioaccesibilidad con el tiempo de digestion intestinal (datos no mostrados). El
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tiempo de duracién de la etapa intestinal tampoco modifica la bioaccesibilidad de

Hg y Se en setas (datos no mostrados).
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Figura 21. Influencia del tiempo de duracion de la etapa intestinal en la bioaccesibilidad de
Hg en pez espada. Bioaccesibilidad expresada como porcentaje respecto al contenido inicial
del producto (media £ SD, n=4). Cada grupo de barras corresponde a una muestra de pez
espada. Las letras diferentes muestran diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)
a los distintos tiempos para una misma muestra.

Los datos obtenidos tras las modificaciones de los parametros de la etapa
intestinal indican que su influencia sobre la bioaccesibilidad de Hg y el ratio molar
Se/Hg no es tan significativa como la puesta de manfiesto cuando se modifican el
pH y la concentracion de pepsina de la etapa gastrica. Este hecho era de esperar
teniendo en cuenta que la solubilizacion de ambos elementos se produce
principalmente en la etapa gastrica. La bioaccesibilidad de Hg en setas y el ratio

molar Se/Hg no se ven afectados por los cambios en los parametros intestinales. En
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pez espada, la bioaccesiblidad de Hg si experimenta modificaciones significativas
con la concentracidn de sales biliares y lipasa, que tal y como se ha indicado puede
deberse en parte a a la naturaleza grasa de esta matriz y a las interacciones de este

metal con las sales biliares.
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DISCUSION

El pez espada y las setas pueden llegar a acumular importantes concentraciones de
Hg, lo que las convierte en matrices problematicas en lo que a este metal se refiere.
Las setas actian como bioacumuladores del Hg presente en el suelo, con factores
de bioconcentracion [Hg seta/Hg suelo] que llegan a alcanzar valores de 210
(Falandysz et al., 2014). Asimismo, los grandes depredadores marinos acumulan
Hg a partir de concentraciones traza en agua de mar (media 1,5 pM, Gworek et al.,
2016), alcanzando concentraciones que comunmente exceden 1 mg/kg ph.
Diferentes organismos relacionados con la seguridad alimentaria y la salud publica
han emitido recomendaciones para reducir el consumo de estos productos
pesqueros en nifios de corta edad (entre 1 y 30 meses), mujeres embarazadas o que
puedan llegar a estarlo y mujeres en periodo de lactancia (Health Canada, 2008;
AECOSAN, 2011). Por el contrario, no existen restricciones en el consumo de
setas, posiblemente por tratarse de alimentos que presentan un consumo
relativamente bajo, si bien en determinadas zonas del planeta se trata de un
producto habitual en la dieta. Asimismo, el consumo de setas deshidratadas ha
aumentado considerable en la poblacion europea en los tltimos afios, destacando el
consumo en paises como Francia, Alemania y Paises Bajos (CBI, 2016). Aunque
ambos alimentos pueden considerarse importantes contribuidores de Hg a la dieta
hay que tener en cuenta que son ricos en una gran variedad de nutrientes. De hecho,
en el ultimo informe de la EFSA (2012) se indica claramente que una
recomendacion para reducir o eliminar los productos pesqueros con elevados
contenidos de Hg de la dieta no se debe hacer sin tener en cuenta que se trata de
productos alimentarios con un elevado valor nutricional. Es, por tanto, necesario
evaluar el riesgo/beneficio asociado a estos alimentos con mayor rigurosidad antes

de emitir recomendaciones.
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En el presente capitulo se ha puesto de manifiesto que el 40% de las muestras
de pez espada analizadas superan tras su cocinado, el limite establecido por la
legislacion vigente para este pescado [1 mg/kg ph, Reglamento 420/2011]. El
consumo habitual de pez espada (150 g/semana) supondria una ingesta de Hg entre
58 y 422 pg (mediana: 138 ug), que en una proporcion muy alta se encuentra como
CHsHg. La OMS establece una ingesta semanal tolerable (IST) para el CHsHg de
1.6 ng/kg pc/semana (JECFA, 2003). Suponiendo un peso corporal medio de 65 kg
para un adulto, la IST no deberia exceder los 104 pug de CHs;Hg. El consumo
semanal de una racion de la mayoria de las muestras analizadas en el presente
estudio (67%), superaria ampliamente esta ingesta recomendada. Este problema se
agrava para la poblacion infantil cuya IST es de 48 pg, considerando un peso
corporal medio de 30 Kg. En este caso, el consumo habitual de cualquiera de las

muestras analizadas superaria la IST recomendada para esta franja etaria.

La situacion en setas varia respecto a la descrita para pez espada. El consumo
medio de setas reportadas para la poblacion espafiola varia entre 0,93 g/dia para
consumidores medios y 14,91 g/dia para consumidores extremos. Para evaluar el
riesgo asociado a esta ingesta debe considerarse la IST para Hg inorganico
establecida por JECFA, 3 ng/kg pc/semana (JECFA, 2011), equivalente a una
ingesta diaria de 28 pg de Hg inorgéanico para un adulto de 65 kg de peso corporal.
Teniendo en cuenta el rango de concentraciones de Hg encontradas en las muestras
analizadas, las ingestas diarias estimadas variarian entre 0,16 a 3,2 ug (mediana:
1,5 ng) para consumidores medios y entre 2,5 a 52 pg (mediana: 24 pg) para
consumidores extremos. Un 18% de los consumidores extremos superaria la IST
recomendada para Hg inorganico y un 46% presentaria ingestas cercanas a este

limite (24-27 pg).

Algunos estudios sugieren que en la evaluacion del riesgo asociado a la ingesta

de un alimento con valores elevados de Hg, deberian tenerse en cuenta otros
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nutrientes que aportan estas matrices y que podrian contrarrestar el efecto tdxico
del Hg (seccidén 7.5 de la introduccion). Este es el caso del Se, elemento traza
esencial que forma parte de numerosas selenoenzimas relacionadas con el
mantenimiento del balance redox (Forceville, 2006; Ralston ez al., 2008). Estudios
in vivo ¢ in vitro han mostrado que el Se reduce la toxicidad de numerosos
xenobioticos, entre ellos la derivada de la exposicion a Hg. Por este motivo, algunos
estudios indican que la relacion molar Se/Hg en la dieta es un parametro mas
adecuado que las concentraciones individuales de Hg a la hora de hacer
estimaciones sobre los riesgos asociados a la exposicion (Kaneko y Ralston, 2007).
En concreto, se ha puesto de manifiesto que ratios molares Se/Hg en plasma
superiores a la unidad suponen un menor efecto toxico del Hg (Raymond y Ralson,

2006).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo han evidenciado que el pez
espada es una fuente importante de Se. El consumo de las muestras de pez espada
analizadas supondria un aporte de Se entre 57 y 147 ng, cantidades que suplirian la
cantidad diaria recomendada para este elemento (CDR: 55 pg/dia, IOM, 2000). En
cuanto a las setas deshidratadas, un consumo medio (0,93 g/dia) aportaria una
cantidad de Se (0,12-20,5 pg/dia) que supondria un 0,2-37% de la CDR. Para
consumidores extremos, la cantidad de Se aportado supondria entre 0,3 y 600%.
Hay que destacar el elevado aporte de las muestras de Boletus edulis, superior al
432% del CDR para este elemento. Estos elevados contenidos de Se se traducen en
ratios molares Se/Hg superiores en la mayoria de los casos a la unidad (80% en pez
espada; 100% en setas), lo que segin indican los estudios previamente
mencionados, supone un menor riesgo para el consumidor. De hecho algunas de las
muestras que inicialmente sobrepasaban el limite legislado y la ingesta

recomendada para el Hg, presentan un exceso molar de Se en su composicion.
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Por otro lado, la evaluacion del riesgo asociado a la presencia de contaminantes
no suele contemplar las etapas posteriores a la ingesta, las cuales modifican la
cantidad de contaminante que llega finalmente a circulacion sistémica y ejerce el
efecto toxico. Entre estos procesos cabe destacar la digestion gastrointestinal, que
disgrega la matriz alimentaria y solubiliza el contaminante para su posterior
absorcion. En el presente capitulo se pone de manifiesto que tras la aplicacion de
una digestion gastrointestinal in vitro, la fraccion de Hg solubilizada o bioaccesible
no supera, para la mayoria de las muestras de pez espada (67%), el 50% del
contenido inicial. En setas, los valores de bioaccesibilidad son todavia mas bajos
(< 35%). Hay que destacar que la estructura de la pared celular de las setas esta
formada principalmente por quitina, cuya digestibilidad es muy reducida dado que
los humanos carecen de enzimas para digerir este tipo de estructura (Manzi ef al.,
2001; Kala¢, 2009; Cheung, 2013). Se sugiere que las elevadas proporciones no
digeridas de quitina pueden ser responsables de la limitacion en Ia

biodisponibilidad de otros componentes de este alimento (Kalac¢, 2009).

Teniendo en cuenta los contenidos solubilizados de Hg tras la digestion
gastrointestinal en pez espada (0,07-1,54 pg/g ph) y el consumo de una porcion
habitual de este producto pesquero (150 g), los contenidos de Hg que podrian ser
absorbidos tras la ingesta varian entre 11 y 231 pg (mediana: 50 pg); sélo un 20%
de las muestras superaria la IST para CH3;Hg. Para las setas la situacion es todavia
mas favorable debido a la baja bioaccesibilidad que presenta el Hg. Asi con los
contenidos bioaccesibles de Hg obtenidos y teniendo en cuenta el bajo consumo de
este alimento (0.93-14,91 g/dia), la cantidad de Hg que podria ser absorbida seria
inferior a 0,6 pug en consumidores medios y 9,1 ug en consumidores extremos,
valores que so6lo suponen un 2-33% de la IST para Hg inorganico. En ambas
matrices, la estimacion del riesgo en base al contenido bioaccesible supone una
disminucién respecto al riesgo estimado en base al contenido en el producto.

Adicionalmente, los resultados obtenidos ponen de manifiesto que Ia
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bioaccesibilidad del Se es mayor que la de Hg en un mismo producto alimentario.
Esto hace que el ratio molar Se/Hg de la fraccion bioaccesible sea superior a la
unidad en todas las muestras analizadas. Atendiendo a estos resultados, podemos
decir que podria llegar a la circulacion sistémica un exceso molar de Se respecto a
Hg y esto podria reducir el efecto toxico del Hg, tal y como indican trabajos previos
(Raymond y Ralston, 2006). Sin embargo, teniendo en cuenta la complejidad del
proceso absortivo, deberia confirmarse este punto mediante estudios in vivo que
evalten la cantidad que llega al torrente circulatorio de ambos elementos tras la

ingesta de estos alimentos.

Los resultados presentados hasta el momento evidencian la importancia de la
bioaccesibilidad en la evaluacion de la seguridad en alimentos con elevados
contenidos de Hg. El hecho de que la digestion gastrointestinal sea una etapa
determinante en el riesgo asociado a la ingesta de estos alimentos genera la
necesidad de conocer la influencia de los distintos factores que en ella intervienen
(pH gastrico, secrecion de enzimas y sales biliares, etc). Estos parametros varian
durante el proceso digestivo dependiendo de la composicion de la comida y las
caracteristicas fisiologicas del propio individuo (edad, sexo, patologias
gastrointestinales o sistémicas preexistentes). En el presente capitulo se ha
modificado cada uno de estos parametros durante la digestion de pez espada y setas
para determinar aquellos que pudieran tener una mayor influencia en la liberacion
de Hg de la matriz. Los resultados evidencian que el pH gastrico es el factor mas
determinante. La mayor solubilizaciéon de Hg se produce a pH 2 y a medida que
aumenta el pH la bioaccesibilidad de este metal se reduce y aumenta el ratio molar
Se/Hg, especialmente en pez espada. Esta modificacién de la bioaccesibilidad de
Hg en funcién del pH puede tener una connotacién positiva ya que favorece a
determinados grupos considerados mas susceptibles al efecto toxico del Hg. Segun
un estudio llevado a cabo por Nagita et al. (1996), el pH intragastrico en la

poblacion infantil disminuye con la edad, alcanzando los valores de la poblacion
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adulta (1,5-2) a los 14 afios. El pH intragastrico en nifios pequefios se mantiene por
encima de 4 durante la mayor parte del dia y los aumentos después de las comidas
son mayores y se mantienen durante periodos mas prolongados de tiempo. También
se ha evidenciado un incremento del pH intragastrico durante el embarazo debido
auna reduccion de la secrecion de H' (Dawes y Chowienczyk, 2001). Por tanto, los
pHs intragastricos de estos grupos poblacionales estarian en el rango en el cual la
liberacion y solubilizacion de Hg desde los alimentos es menor y el ratio molar

Se/Hg de la fraccidn disponible para la absorcion mayor.

El efecto del pH gastrico es mas notable en el pez espada que en las setas, hecho
que podria estar relacionado con el mayor contenido proteico del producto
pesquero. Antecedentes previos indican que el Hg en los productos pesqueros se
encuentran mayoritariamente en la fraccion proteica de los alimentos (Chunhieng
et al., 2004; Diaz Huerta et al., 2004; Gong et al., 2011), unido probablemente a
aminoacidos azufrados. Por tanto, su solubilizacion desde la matriz requiere, al
menos en parte, de una actividad proteasa. El pH optimo de la actividad péptica de
la pepsina gastrica oscila entre 1,5 y 2,5 (Piper y Fenton, 1965). Estudios
empleando distintos tipos de proteinas ponen de manifiesto que a pH 4 se produce
una disminucion muy destacable del ratio de digestion proteica de la pepsina
(Kratzer y Porter, 1962; Beyer et al., 1976). En ese sentido es de esperar que si la
actividad de la pepsina se reduce debido a un aumento del pH, se produzca una
disminucién de la bioaccesibilidad de Hg. De hecho, los estudios realizados en
ausencia de pepsina a pH 2 en pez espada, indican claramente que la solubilizacion
de Hg depende de su actividad, ya que se reduce de forma significativa en ausencia
de esta enzima. Podemos por tanto concluir, que la pepsina es también un factor
importante en la solubilizacion de Hg en pez espada y la variacion de las

concentraciones de la misma afectan su bioaccesibilidad.
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Otro factor importante en la digestion gastrointestinal, especialmente en los
alimentos con una importante proporcidon de lipidos, son las sales biliares. El
intestino delgado es la parte del tracto gastrointestinal donde tiene lugar la mayor
parte de la lipolisis y protedlisis, y las sales biliares secretadas con la bilis en el
duodeno desempefian un papel importante en los aspectos coloidales de ambos
tipos de procesos digestivos (Maldonado-Valderrama et al., 2011). El pez espada
es un producto pesquero con contenidos importantes de lipidos (5-9%) y por tanto
seria de esperar que la presencia de sales biliares aumentara la bioaccesibilidad de
los elementos que lo componen. Esto es lo que se observa para el Se, que
experimenta un aumento de hasta un 152% en presencia de contenidos biliares
semejante a los presentes en intestino durante la digestion de alimentos con altos
contenidos en grasa (Versantvoort et al., 2004). Sin embargo, se observa el efecto
contrario para el Hg, donde la presencia de sales biliares puede reducir hasta un
94% el Hg solubilizado tras la digestion. E1 CH3Hg presenta afinidad por la taurina
(Hoban, 2008), aminoacido que forma parte de acidos biliares conjugados como el
quenodeoxicolico, deoxicoélico y cdlico. Es posible que se produzca algin tipo de
complejo del CH3Hg con estos acidos biliares. Se sabe que la solubilidad de los
4cidos biliares depende del pH y de iones como el calcio (Hofmann y Mysels,
1992). En determinadas condiciones estos acidos pueden precipitar, hecho que
podria explicar la disminucion de la bioaccesibilidad de Hg observada en presencia

de las sales biliares.

Finalmente hay que destacar que en presencia de lipasa pancreatica se favorece
también la solubilizacién de Hg en pez espada. Se sabe que la lipasa pancreatica es
responsable de la mayor parte de la lipolisis que tiene lugar en el tracto
gastrointestinal (Bauer et al., 2005). Sus concentraciones también aumentan
durante la digestion principalmente de productos grasos (Versantvoort et al., 2004).
Hay que destacar que esta lipasa necesita para su adecuado funcionamiento de una

proteina, la colipasa, que se cree que interviene favoreciendo el contacto de la lipasa
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soluble con la interfase grasa-agua (Bauer et al., 2005). En nuestro estudio no se ha
empleado colipasa, por tanto puede que la actividad lipasa sea mas determinante de
lo que aqui se muestra. Este aumento de la bioaccesibilidad de Hg con la lipasa
puede ser la razén de que in vivo se observe un aumento de la absorcion de Hg en

presencia de grasas en la dieta (Hgjbjerg et al., 1992).

CONCLUSIONES

A la vista de los resultados obtenidos se concluye que la estimacion del riesgo
asociado a la ingesta de Hg a través de los alimentos varia al considerar la
bioaccesibilidad en lugar de los contenidos en el producto y al incluir el aporte de
Se en la evaluacion. Considerando estos parametros se ha evidenciado que algunas
de las muestras que superaban los limites legislados y cuyo consumo excedia la IST
de Hg inorganico y CH3Hg podrian presentar un riesgo asociado menor al esperado,
ya que la fraccion bioaccesible de Hg es reducida y el ratio molar Se/Hg es mayor
a la unidad. Por otro lado, también se pone de manifiesto el importante papel de la
digestion y dentro de ella la influencia que tiene el pH intragastrico en la magnitud
de la bioaccesibilidad de Hg. El hecho de que esta bioaccesibilidad se reduzca a pH
mayores a 2 puede indicar que determinados grupos poblacionales, en concreto
nifios pequefios y mujeres embarazadas, vean reducida la entrada de este elemento
toxico al torrente sanguineo. Son necesarios estudios in vivo para confirmar esta
hipotesis, de gran relevancia si se tiene en cuenta que estos son los grupos mas
vulnerables al efecto toxico del Hg. Por otro lado, hay de destacar que una mayor
actividad lipasa durante el proceso digestivo también favorece la liberacion del Hg
presente en pez espada, hecho que puede apuntar a que la presencia de lipidos en la

dieta favorezca la entrada de Hg a la circulacion sistémica.
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Destacar que, aunque haya una reducciéon del riesgo tras la digestion, los
contenidos de Hg bioaccesibles para algunas muestras de pez espada y setas
exceden los valores toxicologicos de referencia, de ahi la necesidad de reducir el
aporte de Hg que estas matrices realizan. A estos alimentos hay que sumar la
contribucién dietaria que, en determinadas regiones de nuestro planeta y debido a
una contaminacion antropogénica, produce el agua de bebida. Esta problematica no
se puede abordar tinicamente restringiendo el consumo de estos alimentos y de agua
y, por lo tanto, deberian ensayarse vias alternativas para reducir la exposicion. Este
va a ser el objetivo de los siguientes capitulos de la presente tesis; intentar reducir
la biodisponibilidad oral de Hg mediante estrategias que reduzcan la cantidad de
Hg bioaccesible o el transporte del Hg liberado durante la digestion a través de la

pared gastrointestinal.
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Las investigaciones encaminadas a reducir la exposicidon oral a Hg se han centrado
principalmente en productos pesqueros, ya que son los alimentos que en mayor
medida contribuyen a la ingesta de este contaminante por la poblacién. La
restriccion del consumo de estos alimentos, tal y como se ha comentado
previamente, no se contempla debido a su elevado valor nutricional y a que en
muchos lugares son la base de la dieta. Se han planteado por ello alternativas de
distinta indole para reducir el aporte de Hg a través de los productos pesqueros. En
un estudio llevado a cabo en atin de aleta azul criado en cautividad se ha puesto de
manifiesto que es posible reducir los niveles de Hg en este pez mediante el control
de la alimentacion (Nakao et al., 2009). Sin embargo, esta estrategia no puede ser
aplicada a productos pesqueros con elevados contenidos de Hg que no se crian en

cautividad.

Varios estudios han intentado eliminar el Hg de los peces después de su captura,
empleando principalmente cisteina como agente quelante. Estos ensayos han
demostrado una alta eficacia (40-79%), si bien en todos los casos son necesarios
largos tiempos de incubacion (24 h), pHs acidos (< 3) y muestras precocinadas o
desestructuradas para obtener buenos resultados (Yannai y Saltzman, 1973; Schab
etal., 1978; Aizpurta et al., 1997). Sin embargo, esta reduccion no se consigue con
filetes enteros, tiempos cortos y pH neutros, que son los parametros que interesan
para que no exista deterioro de la matriz alimentaria y que el producto final tenga
aceptabilidad entre los consumidores. Otras estrategias emplean quelantes como el
EDTA (Hajeb y Jinap, 2012), cuyo uso en alimentos esta contemplado (E385) por
la Unién Europea (Reglamento 1129/2011) aunque su consumo en nifios y mujeres
embarazadas no estd recomendado y en paises como Australia estd prohibido su
uso como aditivo alimentario. Por otro lado, a diferencia de lo que ocurre con otros
elementos traza toxicos, el cocinado no supone una reduccion del Hg presente en
productos pesqueros, pudiendo llegar incluso a conllevar un aumento por

concentracion debido a la pérdida de agua y otros componentes solubles (seccion 5
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de la introduccidn). Por lo tanto, actualmente no se pueden emitir recomendaciones

para reducir la exposicion a Hg tras la preparacion doméstica del producto.

Todos los estudios mencionados evidencian la dificultad de eliminar o reducir
el Hg del producto pesquero antes de su consumo. El objetivo de este capitulo ha
sido la busqueda de componentes alimentarios capaces de reducir la cantidad de Hg
bioaccesible tras la digestion gastrointestinal de agua y alimentos, con el fin de
encontrar alternativas para reducir la exposicion a Hg. Una reduccién de la
bioaccesibilidad supone una reduccidon de la cantidad del toxico que puede
absorberse y llegar a la circulacion sistémica, y por tanto una reduccion de la
exposicion interna al toxico. El empleo de componentes alimentarios busca que

estas estrategias no supongan un riesgo para el consumidor.
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RESULTADOS

1. EFECTO DE LOS COMPONENTES ALIMENTARIOS SOBRE LA
SOLUBILIDAD DE MERCURIO EN DISOLUCIONES PATRON

La mayoria de los componentes alimentarios empleados en este estudio se han
seleccionado en base a estudios previos donde se evidencia su eficacia uniendo
cationes y/o reduciendo la solubilidad de los mismos. Otros se han empleado por

presentar similitud estructural con compuestos que tenian una eficacia probada.

Tras 30 min de contacto de los componentes alimentarios con las disoluciones
patron de Hg(II) y CH3Hg se observan reducciones estadisticamente significativas
de la solubilidad del Hg (tabla 15). De los 28 compuestos ensayados, 13 reducen la
solubilidad de Hg(Il) de forma significativa (goma arabiga, carboximetilcelulosa
CMC, hidroxipropilcelulosa HPC, hidroxipropilmetilcelulosa HPMC, lignina,
acido lipoico, acido malico, xilano, metilcelulosa MC, N-acetil-L-cisteina NAC,
pectina, saponina y acido tanico) y 10 disminuyen la del CH3Hg [goma arabiga,
quitosano, Fe(Ill), goma guar, lignina, MC, pectina, saponina, acido tanico y
xilano]. Las reducciones de mayor magnitud se ponen de manifiesto para el Hg(Il),
donde la solubilidad disminuye mas de un 44% con pectina, CMC, HPMC y 4cido
lipoico. Reducciones tan elevadas sélo se evidencian para el CHsHg en presencia

de acido tanico y quitosano de densidad media.

Aunque no todos los componentes son eficaces en la reduccion de la solubilidad
de Hg, todos han sido evaluados en los ensayos posteriores de bioaccesibilidad
(seccion 2 del presente capitulo). Esta decision se tomo teniendo en cuenta que las
condiciones de digestion gastrointestinal son diferentes y que los tiempos de

contacto son superiores a los empleados en este primer ensayo.
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Reduccion Reduccion
Componente alimentario solubilidad de solubilidad de
Hg(11) (%) CH;zHg (%)
Acido citrico 39+29 —
Acido fitico 7,4+3,2 1,2+0,7
Acido lipoico 45,8 +£ 52%* 10,7+ 4,0
Acido malico 15,0 £2,5%* 41+1,1
Acido oxalico 6,4+1,0 —
Acido tanico 20,8 £ 2,1%* 49,0 £ 1,1%*
Alginato sodico 5,3+0,8 —
Ca/Acido fitico — —
Carboximetilcelulosa (CMC) 67,2 £ 1,6%* 6,5+1,7
Catequinas — 5,1+£3,4
Cisteina — 23+24
Fe(II) — 14,0 + 3,1%*
Gelatina — —
Goma arabiga 14,7 +5,9%* 12,1 +£2,0%*
Goma guar — 16,5+ 9,2%*
Goma xantana 49+13 —
Hidroxipropilcelulosa (HPC) 25,9+ 5,1%* 13,2+38
Hidroxipg{p}i)l;/{ngt)ilcelulosa 457+ 7,1%+ 9.6+42
Lignina 21,9 +5,5% 28,3 +3,9%*
Metilcelulosa (MC) 14,7 + 4,6** 26,1 £ 1,8**
N-acetil-L-cisteina (NAC) 11,9 +2,2% —
Pectina 43,5+ 6,2%* 27,5+ 2,7**

Tabla 15. Efecto de los componentes alimentarios sobre la solubilidad del Hg. Porcentajes
de reduccion de la solubilidad de Hg en disoluciones acuosas de Hg(II) y CH3Hg (1 mg/L)
tras 30 min de contacto con los componentes alimentarios. Valores expresados como media
+ SD (n=4). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas respecto a la
solubilidad del Hg en disolucion sin la adicion de los componentes alimentarios [**, p <
0,001; *, 0,001 <p <0,05].
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Reduccion Reduccion
Componente alimentario solubilidad de solubilidad de

Hg(II) (%) CH;zHg (%)

Quitosano (densidad media) — 46,7 £ 12%*

Saponina 26,9 + 4,6** 13,4 £ 4,5%*
Se(VI) — —
Seleno-DL-metionina (SeMet) — —

Xilano 16,5+ 2,8% 10,5 £ 2,7%*

A carragenato — 47+2.6

Tabla 15. Continuacion.

2. EFECTO DE LOS COMPONENTES ALIMENTARIOS SOBRE LA
BIOACCESIBILIDAD DE MERCURIO DESDE DISOLUCIONES
ACUOSAS

Tras el contacto con los componentes, las mezclas componente alimentario/especie
mercurial se sometieron a las condiciones de la digestion gastrointestinal. Las
figuras 22 y 23 muestran respectivamente el porcentaje de reduccion de la cantidad
de Hg(II) y CH3Hg soluble tras la aplicacion del proceso digestivo en presencia de
los compuestos. La mayoria de los componentes alimentarios reducen la
bioaccesibilidad de ambas formas mercuriales de forma significativa, observandose
cambios mayores que los obtenidos en el contacto inicial de 30 min. Son
destacables las reducciones producidas para el Hg(Il) por la HPMC (70 £ 3%),
CMC (67 + 6%), pectina (65 £ 2%), lignina (62 + 2%), MC (48 £4%), goma arabiga
(46 = 2%), acido tanico (43 = 5%) y quitosano (38 + 4%). Al igual que ocurria
durante los 30 min en contacto, la bioaccesibilidad de CH3;Hg se reduce en menor
magnitud que la de Hg(II), siendo destacable la reduccién en presencia de acido

tanico (48 + 4%), HPMC (40 + 4%), pectina (39 % 3%) y MC (33 + 7%).
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Figura 23. Efecto de los componentes alimentarios sobre la bioaccesibilidad de disoluciones patron de CH3Hg. Porcentaje de reduccion
de la solubilidad de Hg en una disolucion acuosa de CH3Hg (1 mg/L) tras la aplicacion de una digestion gastrointestinal en presencia
de componentes alimentarios. Valores expresados como media + SD (n=4). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas con respecto a la digestion de la disolucion acuosa sin adicion del componente alimentario [**, p < 0,001; *, 0,001<p <
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Los resultados obtenidos en patrones han permitido seleccionar los compuestos
a ensayar en muestras de alimentos (tabla 7 de metodologia). Se han elegido
aquellos compuestos capaces de reducir al menos un 25% la solubilidad de alguna
de las especies mercuriales [goma arabiga, quitosano, CMC, HPC, HPMC, lignina,

acido lipoico, MC, pectina, saponina, acido tanico y xilano].

3. EFECTO DE LOS COMPONENTES ALIMENTARIOS SOBRE LA
BIOACCESIBILIDAD DE MERCURIO DESDE ALIMENTOS

Las figuras 24 y 25 muestran los contenidos bioaccesibles de Hg de muestras de
pez espada y atiin respectivamente, tras la aplicacion de la digestion gastrointestinal
en presencia y ausencia de los componentes alimentarios. La mayoria de los
componentes producen una reduccion significativa de la bioaccesibilidad del Hg,
excepto la goma arabiga, la saponina y el acido lipoico para el pez espada, y la
goma arabiga y la saponina para el atiin. En general, el aumento de la concentracion
del componente conlleva un aumento de la reduccion en la bioaccesibilidad del Hg.
Dentro de los componentes que reducen la bioaccesibilidad de forma mas notable
hay que destacar el 4cido tanico (pez espada: 68 y 84%; atin: 59 y 78%), la lignina
(pez espada: 68 y 82%; atun: 65y 95%), la pectina (pez espada: 55 y 72%; atin:
30 y 66%), la MC (pez espada: 53 y 48%; atan: 39 y 54%), la CMC (pez espada:
47y 62%; atun: 19 y 43%) y la HPMC (pez espada: 33 y 58%; atiin: 34 y 74%).
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Figura 24. Efecto de los componentes dietarios en la bioaccesibilidad de Hg en muestras
de pez espada. Valores expresados en mg/kg producto pesquero (media £ SD, n=4). Los
asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas de la bioaccesibilidad de Hg
en presencia del componente frente a la bioaccesibilidad de Hg sin adicion del mismo (**,
p <0,001; *,0,001<p <0,05).
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Figura 25. Efecto de los componentes dietarios en la bioaccesibilidad de Hg en muestras
de atin. Valores expresados en mg/kg producto pesquero (media + SD, n=4). Los asteriscos
indican diferencias estadisticamente significativas de la bioaccesibilidad de Hg en presencia
del componente frente a la bioaccesibilidad de Hg sin adicién del mismo (**, p <0,001; *,
0,001<p <0,05).

El efecto de los componentes alimentarios en la bioaccesibilidad del Hg presente
en setas (figura 26) no es tan acentuado como el obtenido para productos pesqueros.
Los descensos mas significativos se ponen de manifiesto en presencia de acido
tanico (85 y 91%), HPMC (29 y 48%) y HPC (13 y 40%). Al igual que ocurre para
productos pesqueros, un aumento de la concentracion del componente alimentario

conlleva una mayor reduccion de la bioaccesibilidad del Hg.
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Figura 26. Efecto de los componentes dietarios en la bioaccesibilidad de Hg en muestras
de setas. Valores expresados en mg/kg de seta (media + SD, n=4). Los asteriscos indican
diferencias significativas de la bioaccesibilidad de Hg en presencia del componente frente
a la bioaccesibilidad de Hg sin adicion del mismo (*¥*, p < 0,001; *, 0.001< p < 0,05).

4. EFECTO DE LOS COMPONENTES ALIMENTARIOS SOBRE LA
BIOACCESIBILIDAD DE ELEMENTOS ESENCIALES Y LAS FORMAS
QUIMICAS DE MERCURIO

Para aquellos componentes alimentarios mas eficaces reduciendo la
bioaccesibilidad de Hg desde alimentos se ha estudiado el efecto de su adicion sobre
la bioaccesibilidad de otros elementos esenciales, con el fin de buscar estrategias
dietarias que no conlleven efectos negativos sobre la salud en el caso de plantearse

su uso en intervenciones poblacionales. Adicionalmente se han llevado a cabo
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ensayos de especiacion con el fin de evaluar si la presencia de estos componentes
puede ocasionar transformaciones de las formas mercuriales presentes en la
fraccion bioaccesibles y de existir, si esto supone cambios relevantes en la toxicidad

de estas fracciones.

En tabla 16 se muestra el efecto de estos componentes alimentarios sobre la
bioaccesibilidad de Ca, Mg, K, Fe y P en muestras de pez espada, atiin y setas. Con
excepciodn del Fe, los componentes ensayados no reducen de forma importante los
contenidos de estos minerales en la fraccién soluble obtenida tras la digestion
gastrointestinal de productos pesqueros. Las mayores reducciones en la
bioaccesibilidad del Fe del pez espada se producen por la adicion de tanico, lignina
y la MC, y en el atin por la lignina y pectina. En setas, la situacion es diferente, y
la presencia de componentes alimentarios en la digestion gastrointestinal supone
una reduccion importante de la mayoria de elementos mayoritarios estudiados,

siendo la HPMC el compuesto que tiene mayor efecto.

En algunos casos se observan importantes incrementos de los contenidos
bioaccesibles de estos elementos que pueden ser consecuencia de su presencia en

el componente adicionado.
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dmenariy | Co | Mz | K| e | P

Acido tanico | -25% | -21% | -61% |-100% | -2%

Pectina 683% | 112% | 8% | 929% | -3%
s Lignina 8% | 24% | 40% | -32% | 51%
% MC 1498% | 85% | 9% | -51% | -2%
2 CMC 139% | 39% | -1% | 9% | 5%
HPC 16% | 2% | 8% | 6% | -1%

HPMC 34% | 7% | -1% | -18% | -1%

Acido tanico 258% | 3% | 5% | -13% | 4%
S Pectina -89% | -13% | -16% | 91% | -2%
g Lignina 4% | -18% | 0.5% | -59% | 2%
zz MC 10% | 33% | 78% | -11% | 71%
-E CcMC 249% | 29% | -10% | -14% | -5%
2 HPC 5% | 16% | 12% | 14% | 51%
HPMC 14% | 26% | 9% | 25% | 15%
Acido tanico | -22% | -49% | -10% | -93% | -15%
2 HPMC 93% | -92% | 92% | -67% | -89%
3 HPC 24% | -37% | -64% | 11% | -30%
Pectina 24% | -45% | 92% | 2049% | -68%

Tabla 16. Modificacion de la bioaccesibilidad de Ca, Mg, K, Fe y P en muestras de
alimentos tras aplicar la digestion gastrointestinal en presencia de componentes
alimentarios. Valores expresados como porcentajes respecto a las digestiones realizadas sin
componentes (media, n=2). Los valores negativos indican reducciones en presencia de estos
componentes y los nimeros positivos indican aumentos. En negrita se muestran las

reducciones mas relevantes.
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Respecto a los datos sobre las especies de mercurio existentes en la fraccion
bioaccesible de productos pesqueros y setas cuando se incorporar los compuestos
alimentarios en la digestion, se pone de manifiesto que las estrategias ensayadas no
introducen cambios en la especiacion. E1 CH3;Hg es la tnica especie detectable en

pez espada y Hg(Il) la inica presente en setas (datos no mostrados).
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DISCUSION

Estudios llevados a cabo in vitro muestran que la bioaccesibilidad del Hg se reduce
considerablemente cuando el producto pesquero es sometido a un proceso culinario
(6-49%, Torres-Escribano et al., 2011) y cuando la digestion gastrointestinal se
lleva a cabo en presencia de otros alimentos o componentes alimentarios.
Ouédraogo y Amyot (2011) muestran una reduccion de la bioaccesibilidad del Hg
presente en pescados (50-60%) en presencia de café, té verde y té negro. Varios
estudios apuntan a que esta reduccidn podria deberse a la presencia en estas bebidas
de polifenoles y fibra dietaria que pueden actuar como quelantes del metal (Shim

et al.,2009; He y Wang, 2011; Ouédraogo y Amyot, 2011).

Los estudios anteriormente mencionados sugieren que algunos componentes de
la dieta podrian reducir la entrada de Hg a la circulacion sistémica actuando durante
el proceso digestivo mediante la formacion de complejos de solubilidad reducida
con el metal, lo que supondria una disminucion de su absorcion. Teniendo en cuenta
este supuesto, en el presente capitulo se han buscado compuestos presentes en los
alimentos que pudieran afectar la bioaccesibilidad del Hg con el fin de emplearlos
como estrategias para la reduccion del paso del Hg ingerido a la circulacion
sistémica. Los componentes se han seleccionado en base a su uso como quelantes
de Hg o de otros cationes en muestras principalmente de aguas contaminadas y
siempre teniendo en cuenta que se tratase de compuestos de origen alimentario o
cuya aplicacion en la industria alimentaria estuviese permitida. Asimismo, se han
utilizado a concentraciones dentro de los rangos habituales en los alimentos o en la

dieta.

Los resultados obtenidos indican que la mayoria de los compuestos ensayados
pueden reducir la fraccion soluble de Hg(II) y CH3Hg en disolucion acuosa y
muchos de ellos reducen la fraccion de Hg que se solubiliza tras la digestion de los

productos pesqueros y setas. Podrian catalogarse como buenos candidatos para el
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disefio de estrategias encaminadas a reducir la biodisponibilidad oral de Hg. Es
destacable el efecto de algunos de estos compuestos que pueden llegar a reducir
mas de un 75% la cantidad de Hg disponible para la absorcion. Este es el caso de
la pectina, el acido tanico, la lignina y algin derivado de celulosa. Los compuestos
eficaces son moléculas complejas que forman parte de la fibra dietaria, resistentes
a la digestion gastrointestinal y, exceptuando la pectina, no fermentables por la
microbiota intestinal. Todas estas caracteristicas facilitarian que, tras la formacion
del complejo con el Hg, éste no se degradara facilmente a su paso por el tracto

intestinal.

Las pectinas estan formadas fundamentalmente por largas cadenas de acido
galacturénico, que puede encontrarse con el grupo carboxilo libre, o bien con el
carboxilo esterificado por metanol (metoxilado). Los grupos carboxilo libres de
este polisacarido son capaces de unir fuertemente cationes metalicos polivalentes
(Dronnet et al., 1996; Kartel et al., 1999). Se ha demostrado su eficacia en la
reduccion de la acumulacion tisular de Pb tras una exposicion oral en animales de
experimentacion (Serguschenko et al., 2007). Las pectinas no amidadas y sus sales
son componentes de nuestra dieta, presentes en numerosos frutos. Ademas, estas
formas de pectina estan autorizadas en la industria alimentaria como agentes
gelificantes, espesantes, estabilizadores y emulsionantes (Reglamento 1129/2011).
Un estudio de exposicion cronica en ratas durante 2 afios a pectinas amidadas y no
amidadas mostrd que la presencia de pectina a una concentracion del 10% en la
dieta no tenia efectos adversos (JECFA, 1979). Por otro lado, el efecto
potencialmente perjudicial de la disminucidn de la absorcion de minerales en dietas
altas en fibra no se ha reportado con el consumo de pectina (Behall y Reiser, 2009).
Incluso se ha demostrado que este heteropolisacarido puede tener efectos
beneficiosos ya que disminuye el colesterol y los niveles de glucosa en sangre

(Brouns et al., 2012; Jones et al., 2015).
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Al igual que la pectina, el acido tdnico tiene un elevado niimero de grupos
carboxilo, potenciales sitios de union para cationes. Cruz et al. (2000) han
evidenciado la formacion de complejos del 4cido tanico con Zn, Pb y Cu, todos
ellos cationes divalentes como el Hg inorganico. Winiarska-Mieczan et al. (2013)
han demostrado también la eficacia de este acido como quelante de metales in vivo.
La co-administracion de una disolucion de acido tanico (2%) con Pb o Cd reduce
la acumulacién de estos elementos traza toxicos en ratas. Este compuesto se
encuentra de forma natural, junto con otros taninos condensados, en bebidas y
hortalizas (Giilgin et al., 2010) y también se utiliza como aromatizante de alimentos
(Reglamento 872/2012) y como agente clarificante en algunas bebidas (Health
Canada, 2015). Por otro lado, se considera que el 4cido tanico es un compuesto con
una elevada actividad antioxidante dada su capacidad de secuestrar radicales libres
(Andrade et al., 2005; Giilgin et al., 2010). Por tanto, su empleo como estrategia
dietaria para la reduccion de la absorcion de Hg puede tener efectos beneficiosos
paralelos, especialmente si se tiene en cuenta que la generacion de estrés oxidativo
es uno de los principales mecanismos de toxicidad de este elemento (seccion 7.4 de

la introduccién).

La lignina ha sido, junto al tanico, el componente que ha mostrado mayor
eficacia reduciendo la bioaccesibilidad de Hg en productos pesqueros. Se presenta
en productos de origen vegetal tales como el trigo, los vegetales de raiz (zanahoria
y rabano) y frutas con semillas comestibles como las fresas (Gropper et al., 2009).
Su afinidad por metales se ha descrito principalmente en cationes divalentes como
el Pb, Cu, Cd, Zn y Ni (Crist et al., 2003; Guo et al., 2008). Segiun Guo et al. (2008),
los iones metalicos presentan una elevada afinidad por los grupos fendlicos de este
compuesto. De hecho, la lignina se ha propuesto como un absorbente de bajo coste
para eliminar los metales de suelos y aguas contaminadas, incluso se han aplicado
derivados de lignina con éxito para el tratamiento de aguas contaminadas con Hg

(Zhuang et al., 2003). Por tratarse de una fibra dietaria su consumo frecuente esta
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cuestionado ya que podria afectar la absorcion de minerales. En el presente estudio
se ha puesto de manifiesto una reduccion de la bioaccesibilidad de Fe en las
fracciones bioaccesibles de pez espada cuando se emplea lignina. Si la aplicacion
de este compuesto prospera como una estrategia para disminuir la biodisponibilidad
de Hg, debera comprobarse en animales de laboratorio que su aplicacién no

conlleva efectos no deseables en el estado nutricional.

Finalmente hay que hacer mencion a la eficacia de la mayoria de los derivados
de celulosa en la reduccidon del Hg bioaccesible. Franco et al. (2007) ponen de
manifiesto la capacidad de la CMC como adsorbente de cationes (Al**, Co**, Cu?",
Mo’y Vo), que segun los autores se debe a grupos hidroxilo y carboxilo en la
unidad de azicar monomérico CMC-C-6. Los derivados de celulosa empleados en
el presente estudio son de uso alimentario y se encuentran en unas cantidades que
no superan los valores habituales en la dieta. Estos derivados han sido estudiados
con el fin de determinar su toxicidad antes de ser reconocidos como sustancias
GRAS (Generally recognized as safe). Un estudio llevado a cabo en ratas expuestas
durante 2 afios a MC y HPMC en la dieta (0,1- 5%) puso de manifiesto que no
existian efectos adversos en términos de mortalidad, pérdida de peso corporal,
parametros hematologicos, niveles de componentes séricos, patologia
macroscopica y microscépica o incidencia de tumores (McCollister et al., 1973).
Ademas, se ha comprobado que algunos de estos derivados tienen efectos
beneficiosos. Maki et al. (1999) administraron hasta 7,5 g diarios de HPMC para
reducir el colesterol en pacientes con hipercolesterolemia leve a moderada. El
estudio evidencio que la HPMC era eficaz en la reduccion del colesterol LDL y que

no habia efectos adversos después de 8 semanas de administracion.

Los datos mostrados en los distintos estudios evidencian que todos los
compuestos que se han mostrado eficaces reduciendo la bioaccesibilidad de Hg no
presentan efectos adversos a las concentraciones ensayadas. El efecto observado in

vitro sobre la bioaccesibilidad de determinados cationes esenciales puede que no
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suponga un problema sobre el estado nutricional general del animal o individuo
expuesto, ya que sélo se han descrito efectos sobre la absorcién de minerales in

vivo para la lignina.

CONCLUSIONES

Los datos obtenidos en el presente capitulo muestran que la integracion de
derivados de celulosa, acido tanico, lignina o pectina en la dieta, bien en forma de
suplementos o bien adicionados a los alimentos, podrian ser soluciones para reducir
la biodisponibilidad oral de Hg. Ademas, serian también estrategias adecuadas para
la reduccion de la exposicion a Hg a través del agua de bebida. Es necesario evaluar
si este efecto observado in vitro, se confirma in vivo, ya que la interaccion
observada durante la digestion puede verse afectada por otros componentes

presentes en el lumen, especialmente por la accion de la microbiota intestinal.

Estos compuestos no deberian ser perjudiciales para el consumidor, pues a las
concentraciones empleadas en el presente estudio forman parte de una dieta
habitual. Se ha puesto de manifiesto sin embargo, una reduccion de la cantidad de
cationes bioaccesibles tras algunos tratamientos. Por tanto, antes de plantearse su
uso como estrategias dietarias para la reduccion de la biodisponibilidad de Hg, es
necesario constatar mediante ensayos en animales de laboratorio que su aplicacion
no reduce la concentracién corporal de estos elementos, afectado al estado
nutricional. La confirmacién de su eficacia como reductores de la biodisponibilidad

es uno de los objetivos del capitulo 5 de la presente tesis.

141






Capitulo 3

Evaluacion del efecto de bacterias lacticas y
Saccharomyces cerevisiae sobre la bioaccesibilidad de

las formas mercuriales






Capitulo 3

En el capitulo 3 se ha continuado la busqueda de estrategias dietéticas que pudieran
reducir la bioaccesibilidad de Hg, evaluando en este caso la eficacia de la adicion
de cepas de bacterias lacticas y de Saccharomyces cerevisiae de uso alimentario.
Se trata en ambos casos de microrganismos con status GRAS, que en condiciones
normales pueden ser introducidos en la dieta sin que representen un riesgo para el

consumidor (JECFA, 2001).

Una de las principales aplicaciones de las bacterias lacticas es su uso en la
fermentacion de productos lacteos y en la produccion de vinos y cervezas. En los
ultimos afios, también se estan empleando como suplementos dietéticos y en la
fabricacion de alimentos funcionales. La mayor parte de microorganismos
catalogados como probioticos (microorganismos vivos que se introduce en la dieta
y que tras ser ingeridos en cantidad suficiente, ejercen un efecto beneficioso en la
salud) son bacteria acido-lacticas, especialmente del género Lactobacillus y

Bifidobacterium (Ljungh y Wadstrém, 2006).

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

McFarland, 2010).

Estudios previos han puesto de manifiesto que ciertas cepas de bacterias lacticas
y S. cerevisiae tienen capacidad de unir cationes metalicos toxicos (Monachese et
al., 2012), si bien esta interaccion no se ha evidenciado en las condiciones en las
que se produce la digestion gastrointestinal ni en presencia de alimentos. Ademas,
se ha comprobado que estos microrganismos no sélo no afectan la

biodisponibilidad de elementos esenciales, uno de los principales problemas
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observados en el capitulo 2 con los componentes alimentarios, si no que pueden
llegar a favorecerla (Pérez-Conesa et al., 2006; Hoppe et al., 2015). Por otro lado,
la adicidon de bacterias lacticas o Saccharomyces puede suponer un beneficio
adicional al incorporar elementos con propiedades antioxidantes y antiinflamatorias
(LeBlanc et al., 2008; Fakruddin et al., 2017) que podrian contrarrestar los efectos

derivados de una exposicidn oral a las especies mercuriales.
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RESULTADOS

1. ESTUDIOS SOBRE LA CAPACIDAD DE SACCHAROMYCES
CEREVISIAE DE UNIR ESPECIES MERCURIALES

Tal y como se ha comentado en la metodologia (apartado 8.2), en un estudio
colaborativo previo realizado entre el laboratorio donde he llevado a cabo mi tesis
doctoral y el grupo de Bacterias Lacticas y Probidticos del IATA-CSIC se constato
que las cepas de bacterias lacticas (viables y no viables) eran capaces de unir Hg(II)
y CH3Hg en disolucion acuosa y que la acumulacion alcanzaba un maximo tras 5
min de incubacion a 37 °C (Alcantara et al., 2017). No existen, sin embargo,
antecedentes para S. cerevisiae, por lo que se desconocia su capacidad de union a
especies de Hg. Por ello, empleando la cepa BY4741, se ha evaluado si esta
levadura podria ser candidata a ser utilizada como agente reductor de la

bioaccesibilidad de Hg.

Inicialmente, el efecto de S. cerevisiae sobre la captacion/adsorcion de las
distintas especies de Hg se evalu6 a 30 °C, temperatura optima de crecimiento de
la levadura. Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que la levadura es capaz
de acumular un 59 + 2% del Hg(Il) y un 76 + 4% del CH;Hg adicionado (figura
27). No obstante, considerando que el objetivo del trabajo es evaluar el efecto de
las cepas de S. cerevisiae durante la digestion y absorcidon gastrointestinal y que
estos procesos tienen lugar a 37 °C, se considerd conveniente conocer si el cambio

de temperatura afectaba a esta captacion.

Los resultados obtenidos a 37 °C (figura 27) evidencian que el incremento de
temperatura no reduce la eficiencia del proceso de retencion de Hg, sino que supone
un aumento significativo de la cantidad de Hg retenido por las levaduras [Hg(II):

73 £3 %; CH3;Hg: 82 + 2 %].
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Figura 27. Efecto de la temperatura de incubacion sobre la retencion de Hg(Il) y CH3;Hg
por S. cerevisiae BY4741. Valores expresados como ng de Hg (media + SD, n=3). Los
asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) de la retencion a 37
°C respecto a 30 °C.

Adicionalmente se estudid el efecto del pH (2-6) con el fin de determinar la
capacidad de captacion de S. cerevisiae en el rango de pHs del proceso digestivo.
Los datos obtenidos (figura 28) muestran que no existen variaciones significativas
en la captacion de Hg(Il) en el rango estudiado. Para CHsHg se observa una
reduccion estadisticamente significativa a medida que aumenta el pH, reduccion
que a pH 6 supone un 15% sobre la retencion existente a pH 2. Por tanto, podemos
decir que el pH no es un factor importante en la captacion de Hg por parte de S.

cerevisiae.
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Figura 28. Efecto del pH sobre la retencion de Hg(I1) y CHsHg por S. cerevisiae BY4741.
Valores expresados como ng de Hg (media = SD, n=3). Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05) de la retencion respecto a la obtenida a pH 2.

También se ha estudiado la influencia del tiempo en la retencion de Hg por la
levadura, utilizando tiempos de incubacién de 30, 60 y 120 mina 37 °C y pH 2. Los
resultados obtenidos se muestran en la figura 29. La retencion de Hg(Il) se
incrementa significativamente con el tiempo de contacto, pasando de 35 + 1% a los
30 min a 73 + 3% a los 120 min. La retenciéon de CH3zHg, por el contrario, no
experimenta variaciones (88 £+ 3% a 30 min; 82 + 2% a 120 min), siendo elevada
desde los 30 min de contacto. Estas diferencias podrian indicar que los mecanismos
de interaccion del Hg(IT) y el CH3Hg con la levadura son diferentes. Posiblemente

para el Hg(Il) se produzca una internalizacion del tdéxico mientras que para el
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CHsHg, su rapida retencion podria indicar un proceso mayoritario de adsorcion a

superficie.
—A— Hg (II)

9000 - e— CHj3Hg
8000 -

—

Z

2 7000

3

g

= 6000 A

(]

o

=]

2

S 5000 -

8

[}

&
4000 -
3000 : . .

30 60 120
Tiempo (min)

Figura 29. Efecto del tiempo de incubacion sobre la retencion de Hg(II) y CH3Hg por parte
de S. cerevisiae BY4741. Valores expresados como ng de Hg (media + SD, n=3).

2. EFECTO DE LAS BACTERIAS LACTICAS Y S. CEREVISIAE SOBRE
LA BIOACCESIBILIDAD DE MERCURIO EN DISOLUCIONES
PATRONES

Las figuras 30 y 31 muestran el contenido de Hg soluble (bioaccesible) tras aplicar
la digestion gastrointestinal en presencia de bacterias lacticas a patrones de Hg(II)
y CHsHg (1 mg/L) respectivamente. Todas las cepas ensayadas reducen de forma
significativa la bioaccesibilidad de Hg, siendo similar la reduccion en ambas
especies mercuriales [Hg(Il): 72-98%; CH3;Hg: 74-97%]. De la cantidad inicial

adicionada (1 mg/L), el contenido soluble tras la digestion gastrointestinal en
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presencia de bacterias varia entre 0,019 y 0,29 mg/L para el Hg(Il) y 0,023 y 0,23
mg/L para el CH3;Hg. Las reducciones observadas para ambas especies de Hg tras
la digestion gastrointestinal son similares a las observadas por Alcéantara et al.
(2017) tras la incubacion de estas bacterias con las disoluciones salinas de estos
toxicos, lo que indica que las condiciones gastrointestinales no afectan a la uniéon

entre las bacterias lacticas y las especies de Hg.
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Figura 30. Efecto de las bacterias lacticas sobre la bioaccesibilidad de disoluciones patron
de Hg(Il). Las barras representan la cantidad de Hg en la fracciéon soluble obtenida tras
aplicar una digestion gastrointestinal a patrones de Hg(II) (1 mg/L) en ausencia o presencia
de bacterias lacticas (4 DO/mL). Valores expresados como ng de Hg/mL (media + SD,
n=4). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) con

respecto a las fracciones solubles obtenidas en ausencia de bacterias.
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Figura 31. Efecto de las bacterias lacticas sobre la bioaccesibilidad de disoluciones patron
de CH3Hg. Las barras representan la cantidad de Hg en la fraccion soluble obtenida tras
aplicar una digestion gastrointestinal a patrones de CH3Hg (1 mg/L) en ausencia o presencia
de bacterias lacticas (4 DO/mL). Valores expresados como ng de Hg/mL (media + SD,
n=4). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) respecto

a las fracciones solubles obtenidas sin bacterias.

Las figuras 32 y 33 muestran la cantidad de Hg que queda soluble tras la
digestion de patrones de Hg(I) y CHsHg (1 mg/L) con distintas cepas de S.
cerevisiae. Todas las cepas ensayadas reducen de forma significativa los contenidos
de Hg bioaccesible [Hg(Il): 75-100%; CH3Hg: 64-96%]. De la cantidad inicial
adicionada de Hg(II) (1 mg/L), la cantidad soluble tras la digestion con levaduras

varia entre 0,015 y 0,22 mg/L. Para el CH3;Hg, cuya adicién inicial fue de 0,84
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mg/L, la cantidad soluble tras la digestion con levaduras oscila entre 0,032 y 0,30

mg/L.
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Figura 32. Efecto de las cepas de S. cerevisiae sobre la bioaccesibilidad de disoluciones
patron de Hg(II). Las barras representan la cantidad de Hg en la fraccion soluble obtenida
tras aplicar una digestion gastrointestinal a patrones de Hg(II) (1 mg/L) en ausencia o
presencia de varias cepas de S. cerevisiae (4 DO/mL). Valores expresados como ng de
Hg/mL (media + SD, n=3). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05) con respecto a las fracciones solubles obtenidas en ausencia de

levaduras.
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Figura 33. Efecto de las cepas de S. cerevisiae sobre la bioaccesibilidad de disoluciones
patron de CH3Hg. Las barras representan la cantidad de Hg en la fraccion soluble obtenida
tras aplicar una digestion gastrointestinal a patrones de CH3Hg (1 mg/L) en ausencia o
presencia de varias cepas de S. cerevisiae (4 DO/mL). Valores expresados como ng de
Hg/mL (media £ SD, n=3). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente

significativas (p < 0,05) con respecto a las fracciones solubles obtenidas en ausencia de

levaduras.

Al igual que ocurre con las bacterias lacticas, la magnitud de la captacion de los

patrones de Hg es similar en condiciones de digestion gastrointestinal y en los

ensayos donde solo se aplica una incubacion a 37 °C.
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3. EFECTO DE LAS BACTERIAS LACTICAS Y S. CEREVISIAE SOBRE
LA BIOACCESIBILIDAD DE MERCURIO EN ALIMENTOS

La presencia de bacterias de la cepa BL23 durante el proceso de digestion a una
concentracion de 4 DO/mL no conlleva cambios importantes en la fraccion soluble
de Hg obtenida tras la digestion de pez espada, atiin y setas (figura 34), a diferencia
de lo observado en disoluciones acuosas de patrones (apartado 2 del presente
capitulo). Tampoco la cepa BY4741 de S. cerevisiae tiene efecto en muestras de
pez espada y atun (figura 35). Por el contrario, la adicion de levaduras (4 DO/mL)
si supone una reduccion estadisticamente significativa del contenido bioaccesible

en setas (reduccion: 19-33%) (figura 35).
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Figura 34. Efecto de las bacterias lacticas sobre la bioaccesibilidad de Hg desde alimentos.
Las barras representan la cantidad de Hg en la fraccion soluble obtenida tras aplicar una
digestion gastrointestinal a muestras de pez espada (Xiphias gladius), atin (Thunnus
albacares) y setas (Tricholoma georgii) en ausencia o en presencia (4 DO/mL) de la cepa
BL23. Valores expresados como ng de Hg/g de alimento (media + SD, n=3).
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Figura 35. Efecto de las cepas de S. cerevisiae sobre la bioaccesibilidad de Hg desde
alimentos. Las barras representan la cantidad de Hg en la fraccion soluble obtenida tras
aplicar una digestion gastrointestinal a muestras de pez espada (Xiphias gladius), atin
(Thunnus albacares) y setas (Amanita cesarea y Boletus edulis) en ausencia o en presencia
(4 DO/mL) de levaduras. Valores expresados como ng de Hg/g de alimento (media + SD,
n=3). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) respecto

a la digestion sin levaduras.

4. FACTORES QUE INFLUYEN EN EL EFECTO DE BACTERIAS
LACTICAS Y LEVADURAS SOBRE LA BIOACCESIBILIDAD DE
MERCURIO DESDE ALIMENTOS

Se evaluaron diversos factores que podrian ser la causa de la menor eficacia de
bacterias y levaduras en la reduccion de la bioaccesibilidad de Hg desde alimentos
en comparacion con las elevadas reducciones evidenciadas en patrones acuosos

(figuras 30-33).
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4.1. Etapa digestiva

La aplicacién de las etapas géstrica e intestinal conlleva cambios en los pHs, las
concentraciones salinas y la adicion de enzimas con distintas actividades en cada
etapa. Todos estos cambios suponen modificaciones de las condiciones fisico-
quimicas en las que se produce la interaccion del Hg con las bacterias o levaduras.
Adicionalmente estos cambios durante la digestion pueden producir la liberacion
de compuestos distintos desde la matriz alimentaria en cada etapa, los cuales
pueden competir de forma diferente por los mismos mecanismos de internalizacién
o adsorcion que las formas mercuriales. Por este motivo, se evaluo si el efecto de
las levaduras y bacterias sobre la bioaccesibilidad de Hg desde los alimentos podia

estar influenciado por las condiciones existentes en cada etapa digestiva.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que la adicion de bacterias (4
DO/mL) al alimento no reduce la bioaccesibilidad del Hg en la etapa géstrica ni la
etapa intestinal (datos no mostrados). En Saccharomyces tampoco se observan
efectos sobre la bioaccesibilidad del Hg presente en pescados independientemente
de la etapa digestiva analizada (datos no mostrados). Por el contrario, en setas si se
observan diferencias entre ambas etapas (figura 36). En la etapa gastrica la
presencia de levaduras no modifica la fraccion solubilizada de la matriz; sin
embargo al incorporar la etapa intestinal la levadura produce una importante
reduccion del Hg bioaccesible. Por lo tanto, en la combinacion levadura/seta las
condiciones de la etapa intestinal son las que favorecen la reduccion de la
bioaccesibilidad de Hg. Tal y como se ha evidenciado en el apartado 1 de este
capitulo, el pH, uno de los pardmetros que se modifica durante el paso de la etapa
gastrica a intestinal, no afecta la unién de levaduras y especies mercuriales, por
tanto, este parametro no debe ser el responsable de las diferencias observadas entre
ambas etapas digestivas. Ademas, tal y como se ha puesto de manifiesto en el
capitulo 1, la solubilizacion del Hg se produce principalmente en la etapa gastrica

y, por tanto, desde el inicio del proceso digestivo el Hg esta disponible para su
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unién a las levaduras. Otra posible explicacion es que exista algiin efecto de los
componentes de la propia matriz alimentaria que actue sobre la union levaduras/Hg

y que éste se manifieste como resultado de alguna actividad enzimdtica o del

cambio de pH.
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Figura 36. Efecto de las levaduras sobre la bioaccesibilidad de Hg desde setas en las
distintas etapas de digestion. Las barras representan la cantidad de Hg en la fraccion soluble
obtenida tras aplicar una digestion gastrica o gastrointestinal completa a una muestra de seta
(Boletus edulis) sin o con la adicion de la cepa BY4741 de S. cerevisiae (4 DO/mL). Valores
expresados como ng de Hg/g de seta (media =+ SD, n=4). Los asteriscos indican diferencias

estadisticamente significativas (p < 0,05) respecto a la digestion sin levaduras.
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4.2. Concentracion de bacterias y levaduras

El uso de densidades opticas superiores a 4 (7-15 DO/mL para bacterias y 7-10
DO/mL en S. cerevisiae) no afecta la retencion de Hg durante la digestion de
muestras de pescado (datos no mostrados). El resultado para las muestras de setas
es diferente ya que el aumento de la densidad oOptica de bacterias supone una
reduccion de la bioaccesibilidad de Hg (figure 37). Esta reduccion es elevada, no
existiendo diferencias estadisticamente significativas entre las tres densidades

opticas ensayadas (7 DO/mL: 36-56%; 10 DO/mL: 42-59%; 15 DO/mL: 57-68%).
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Figura 37. Efecto de la concentracion de bacterias sobre la bioaccesibilidad de Hg desde
setas. Las barras representan la cantidad de Hg en la fraccion soluble obtenida tras aplicar
una digestion gastrointestinal a una muestra de setas (Boletus edulis) sin o con la adicion de
cantidades crecientes de Lactobacillus casei (BL23). Valores expresados como ng de Hg/g
de seta (media = SD, n=4). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas

(p £0,05) respecto a la digestion sin bacterias.
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Para S. cerevisiae, el aumento de la densidad 6ptica de 4 a 7 DO/mL no supone
un incremento de la reduccidon de la bioaccesibilidad de Hg (4 DO/mL: 22%; 7
DO/mL: 28%) (figura 38). La densidad dptica es por tanto, un factor determinante
en la captacidon de Hg durante la digestion gastrointestinal de setas por parte de las

bacterias lacticas si bien carece de efecto significativo en S. cerevisiae.
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Figura 38. Efecto de la concentracion de levaduras sobre la bioaccesibilidad de Hg desde
setas. Las barras representan la cantidad de Hg en la fraccion soluble obtenida tras aplicar
una digestion gastrointestinal a una muestra de setas (Boletus edulis) sin o con la adicion de
cantidades crecientes de S. cerevisiae BY4741. Valores expresados como ng de Hg/g de
seta (media £ SD, n=4). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas

(p <0,05) respecto a la digestion sin levaduras.

4.3. Presencia de cisteina y albiumina

La ineficacia de las bacterias y levaduras para reducir la bioaccesibilidad de Hg en

las muestras de productos pesqueros podria deberse a que el Hg solubilizado desde
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la matriz estd en una forma quimica que no puede interaccionar con estos
microorganismos. Algunos estudios indican que en determinadas condiciones
pueden generarse complejos del Hg con Cys o con otros polipéptidos o proteinas
(Yasutake et al., 1990; Krupp et al., 2008; Watts et al., 2014), incluso se ha puesto
de manifiesto la presencia de estos complejos en la fraccidon bioaccesible de

productos pesqueros (Cabafiero ef al., 2007).

Las figuras 39 y 40 muestran la retencién de Hg por bacterias lacticas y

levaduras respectivamente, cuando en el medio de incubacion hay Cys o BSA.
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Figura 39. Efecto de la L-cisteina (Cys) y la albumina de suero bovino (BSA) en la
retencion de Hg por las bacterias lacticas. Las barras representan los contenidos de Hg en
las bacterias tras incubar durante 1 h la cepa bacteriana BL23 (4 DO/mL) con Hg(Il) y
CHsHg (1 mg/L) en ausencia o presencia de Cys (5 mg/mL) o BSA (5 mg/mL). Valores

expresados como ng de Hg (media, n=2).
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Figura 40. Efecto de la L-cisteina (Cys) y la albumina de suero bovino (BSA) en la
retencion de Hg por las levaduras. Las barras representan los contenidos de Hg en las
levaduras tras incubar durante 1 h la cepa BY4741 (4 DO/mL) con Hg(IT) y CHsHg (1
mg/L) en ausencia o presencia de Cys (5 mg/mL) o BSA (5 mg/mL). Valores expresados
como ng de Hg (media, n=3). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente

significativas (p < 0,05) respecto a la incubacion sin Cys y BSA.

La presencia de Cys practicamente impide la retencion de Hg(Il) y CHsHg por
parte de las bacterias lacticas (> 98% de reduccion) y S. cerevisiae (> 93% de
reduccion). La albumina produce una reduccion de esta capacidad que es mas
variable. En bacterias lacticas, la reduccidon es también muy elevada para ambas
especies mercuriales mientras que en S. cerevisiae el efecto sobre la retencion de

CH3Hg no es tan notorio (38,5%).
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Cuando se estudia si la presencia de estos componentes también afecta a la
retencion de Hg durante el proceso de digestion, nuevamente la Cys (5 mg/mL)
anula la capacidad de retencioén de las bacterias. El efecto de BSA (5 mg/mL) es
diferente al observado durante la incubacion; la digestion gastrointestinal reduce la
retencion de Hg(Il), aunque sigue apareciendo un 66 + 1 % en las bacterias, y no
afecta la retencion de CH3;Hg (figura 41). Por lo que respecta a las levaduras, la
presencia de ambos compuestos conlleva reducciones significativas de la cantidad
de Hg retenida con respecto a los ensayos donde no se afiaden estos compuestos al
medio, siendo el efecto de la Cys mas notorio, con reducciones superiores al 95%

(figura 42).
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Figura 41. Efecto de la L-cisteina (Cys) y la albumina de suero bovino (BSA) en la
retencion de Hg por las bacterias lacticas durante la digestion. Las barras representan los
contenidos de Hg en las bacterias tras someter la cepa BL23 (4 DO/mL) con Hg(II) y CH3Hg
(1 mg/L) en ausencia o presencia de Cys (5 mg/mL) o BSA (5 mg/mL) a una digestion
gastrointestinal in vitro. Valores expresados como ng de Hg (media £ SD, n=3). Los
asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas respecto a la digestion sin Cys
y BSA (p <0,05).
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Figura 42. Efecto de la L-cisteina (Cys) y la albumina de suero bovino (BSA) en la
retencion de Hg por las levaduras durante la digestion. Las barras representan los contenidos
de Hg en las levaduras tras someter la cepa BY4741 (4 DO/mL) con Hg(II) y CH3Hg (1
mg/L) en ausencia o presencia de Cys (5 mg/mL) o BSA (5 mg/mL) a una digestién
gastrointestinal in vitro. Valores expresados como ng de Hg (media £ SD, n=3). Los
asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas respecto a la digestion sin Cys
y BSA (p £0,05).

Los datos obtenidos en este estudio apuntan a que la formacion de complejos
del Hg con aminoacidos azufrados o proteinas presentes en los alimentos podria
impedir la interaccion del Hg con las bacterias y levaduras, no observandose las
reducciones de la bioaccesibilidad esperadas tras los ensayos con patrones de las

formas mercuriales (apartado 2 del presente capitulo).
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4.4. Presencia de cationes divalentes

Otra posible causa que explicaria el escaso efecto de las bacterias y levaduras sobre
la bioaccesibilidad de Hg en algunos alimentos seria la interaccién de estos
microorganismos con otros componentes de la matriz por los que tuviese mayor
afinidad, impidiendo de esta forma la interaccion con el Hg. Teniendo en cuenta las
caracteristicas de las especies mercuriales estudiadas, se ha evaluado esta
posibilidad empleando cationes divalentes (Ca, Fe y Cu) con caracteristicas
similares al Hg. La retencion de Hg por L. casei BL23 y S. cerevisiae BY4741 en

presencia y ausencia de estos cationes se muestra en las figuras 43 y 44

respectivamente.
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Figura 43. Efecto de determinados cationes divalentes en la retencion de Hg por bacterias.
Las barras representan los contenidos de Hg en las bacterias tras incubar durante 1 h la cepa
BL23 (4 DO/mL) con Hg(Il) y CH3Hg (1 mg/L) en ausencia o presencia de Ca(Il) (100
mg/L), Fe(I) (40 mg/L) o Cu(Il) (40 mg/L). Valores expresados como ng de Hg (media +
SD, n=3). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)

respecto a la digestion sin cationes.
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Figura 44. Efecto de determinados cationes divalentes en la retencion de Hg por levaduras.
Las barras representan los contenidos de Hg en las levaduras tras incubar durante 1 h la
cepa BY4741 (4 DO/mL) con Hg(Il) y CH3Hg (1 mg/L) en ausencia o presencia de Ca(Il)
(100 mg/L), Fe(Il) (40 mg/L) o Cu(Il) (40 mg/L). Valores expresados como ng de Hg
(media + SD, n=3). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (p <

0,05) respecto a la digestion sin cationes.

Los cationes ensayados no tienen efecto sobre la captacion de CH3;Hg por
bacterias o levaduras, pero si producen reducciones en la retencion de Hg(II). Asi
para bacterias lacticas, el Ca(Il) y el Fe(Il) reducen la cantidad de Hg inorgénico
retenido, 12,6 + 1,7% y 20,9 + 3,9% respectivamente (figura 43). En el caso de S.
cerevisiae, se observan reducciones en la retencion de Hg(II) con Ca(Il) (17,6 +

3,4%) y especialmente con Cu(Il) (35,8 + 2,2%) (figura 44).
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4.5. Cepa de bacterias lacticas y S. cerevisiae empleada

Se seleccionaron cepas distintas a la BL23 y BY4741 para evaluar su efecto sobre
la bioaccesibilidad del Hg presente en pez espada y setas. Las cepas ensayadas
fueron BL17, BL259 y BL299 para bacterias lacticas (tabla 8) y las cepas 3,4y 5

para S. cerevisiae (tabla 9).

Al igual que ocurre con la cepa BL23 y BY4741, ninguna de las nuevas cepas
modifica la bioaccesibilidad del Hg en pez espada (datos no mostrados). Asimismo,
a la concentracién de 4 OD/mL las nuevas cepas de bacterias lacticas tampoco
influyen en la bioaccesibilidad de Hg en setas (datos no mostrados). Para S.
cerevisiae, si se evidencia una mayor eficacia en la reduccion de la bioaccesibilidad
en setas de las nuevas cepas respecto a la cepa BY4741 (cepa 3: 62 + 2%; cepa 4:

55 £ 5% y cepa 5: 64 + 2%) (Figura 45).
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Figura 45. Efecto de la cepa de S. cerevisiae sobre la bioaccesibilidad de Hg desde setas.
Las barras representan la cantidad de Hg en la fraccion soluble obtenida tras aplicar una
digestion gastrointestinal a una muestra de seta (Boletus edulis) sin o con la adicion de
varias cepas de S. cerevisiae (4 DO/mL). Valores expresados como ng de Hg/g de seta
(media = SD, n=4). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (p <

0,05) respecto a la digestion sin levaduras.
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5.EFECTO DE LAS BACTERIAS LACTICAS Y LEVADURAS SOBRE LA
BIOACCESIBILIDAD DE CATIONES ESENCIALES Y LAS FORMAS
QUIMICAS DE MERCURIO

Para aquellos microrganismos y condiciones mas eficaces reduciendo la
bioaccesibilidad de Hg desde alimentos se ha estudiado el efecto de su adicion sobre
la bioaccesibilidad de otros elementos traza esenciales y sobre la especiacion de Hg
de las fracciones bioaccesibles. Tal y como se ha comentado en el capitulo 2
(seccion 4 de los resultados), con estos ensayos se pretende determinar la idoneidad
de las estrategias seleccionadas para su posible aplicacion in vivo. Los estudios en
productos pesqueros no se han llevado a cabo debido a que no se observan

reducciones significativas de las fracciones solubles de Hg tras la digestion.

En tabla 17 se muestra el efecto de las bacterias lacticas y las cepas de S.
cerevisiae seleccionadas sobre la bioaccesibilidad de Ca, Mg, K, Fe y P en muestras
de setas. La adicion de cepas bacterianas a la digestion de setas no conlleva
disminuciones de la bioaccesibilidad de ninguno de estos elementos esenciales.
Para S. cerevisiae, solo se observan reducciones importantes en los contenidos
bioaccesibles de Ca para la cepa BL17 y BL299. Esta situacion es muy diferente a
la observada cuando se adicionan compuestos alimentarios, ya que estos producen
reducciones elevadas de la bioaccesibilidad de los elementos esenciales en las setas

deshidratadas (seccion 4, capitulo 2).
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Cepas Ca Mg K Fe P

F 2 BL17 16% 36% 12% -10% 24%
;‘: § BL259 27% -9% 6% -10% 10%
& = BL279 28% 8% 4% 13% 22%

N Cepa 3 -35% 38% 9% -14% 3%
=] :§ Cepa 4 -21% 38% 8% -1% 24%

S

S Cepa 5 -43% 30% -1% -6% 9%

Tabla 17. Modificacion de la bioaccesibilidad de Ca, Mg, K, Fe y P en muestras de setas
tras aplicar la digestion gastrointestinal en presencia de bacterias lacticas o S. cerevisiae.
Valores expresados como porcentajes respecto a las digestiones realizadas sin bacterias o
levaduras (media, n=2). Los valores negativos indican reducciones en presencia de los

microrganismos. En negrita se muestran las reducciones mas relevantes.

Respecto a los datos sobre la composicion mercurial de los bioaccesibles de
setas en presencia o ausencia de bacterias lacticas o levaduras, se pone de
manifiesto que no hay cambios tras la digestion. El Hg(II) es la especie mayoritaria
en todas las condiciones analizadas (datos no mostrados). Por tanto, las cepas

ensayadas no modifican la forma quimica del Hg durante el proceso digestivo.
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DISCUSION

El uso de bacterias lacticas y S. cerevisiae en procesos de bioremediacion ha
despertado el interés de la comunidad cientifica en los Gltimos afios. Este tipo de
estrategias se consideran convenientes debido al bajo coste, la posibilidad de

regeneracion del bioadsorbente y la recuperacidon del metal.

Se ha descrito el empleo de bacterias lacticas en la eliminacidon de metales de
efluentes industriales y de aguas residuales. Los géneros considerados potentes
bioadsorbentes de metales incluyen Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces,
Micrococcus y Escherichia coli (Ansari et al., 2011). Los metales que han centrado
la mayor parte de los estudios han sido Cd y Pb, sin embargo, el uso de bacterias
para eliminar Hg en muestras medioambientales no ha sido investigado en
profundidad. Frangois et al. (2012) ponen de manifiesto una elevada captacion de
Hg(II) empleando cepas medioambientales con tolerancia al Hg aisladas de suelos,
sedimentos y efluentes. Estos mismos autores demuestran que esta propiedad se
extiende a la biomasa de bacterias muertas, cuya capacidad de union es superior a
la observada en bacterias vivas. Esta capacidad de quelacion de Hg también es
comun en bacterias acido-lacticas. Kinoshita et al. (2013), en su estudio de
interaccion de bacterias lacticas con varios metales/metaloides, muestran que la
capacidad de unidon es dependiente del elemento considerado, siendo el Hg
inorganico el elemento que presenta una mayor captacion de los estudiados [Hg(II)
> Pb > Cd >>As(IIl)]. Alcéantara et al. (2017) evidencian que las bacterias lacticas
no so6lo son capaces de retener Hg inorgénico, sino que también captan CHszHg
aspecto muy importante desde el punto de vista de exposicion dietaria ya que ésta

es la forma mercurial mas abundante en los alimentos.

Los estudios en los que se utiliza S. cerevisiae como estrategia de
bioremediacion son mas escasos que los referentes a bacterias lacticas. En ellos se

reporta una elevada capacidad de las levaduras para unir metales tales como Pb,
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Cd, Cu, Al, Cr, Ni, Zn y Hg en disoluciones acuosas (Bakkaloglu et al., 1998; Ozer
y Ozer, 2003; Park et al., 2003; Infante et al., 2014). Algunos ensayos en muestras
medioambientales indican su idoneidad para eliminar los metales de aguas
residuales al actuar como quelantes y floculantes (Machado et al., 2008, 2009).
Infante et al. (2014) evidencian una elevada capacidad de S. cerevisiae en forma de
preparado comercial para panaderia en la captacion de Pb (86%) y Hg(II) (70%) en
disolucion acuosa. No existen, sin embargo, datos sobre la capacidad de captacion

del CHsHg en disoluciones acuosas o muestras medioambientales.

El hecho de que las bacterias lacticas y determinadas cepas de S. cerevisiae
puedan unir Hg en disolucion acuosa, apunta a la posibilidad de emplear estos
microrganismos como estrategias para evitar la absorcion del metal ingerido a
través de alimentos. Sin embargo, esta capacidad de interaccion puede verse
alterada debido a la presencia de componentes de la matriz alimentaria. Ademas, el
hecho de que esta interaccion deba ocurrir durante el transito del alimento a través
del tracto digestivo, donde ademas de la complejidad del contenido luminal entra
en juego el proceso digestivo, puede suponer cambios importantes en la magnitud
de la interaccion, pudiendo incluso llegar a anularla. Los resultados obtenidos en el
presente capitulo muestran sin embargo, que en la mayoria de las ocasiones la
capacidad de unidn de estos microorganismos se mantiene tras el proceso digestivo.
Las bacterias lacticas son capaces de captar Hg en las condiciones de digestion
gastrointestinal, con reducciones de la fraccidon soluble de patrones de Hg(Il) y
CHsHg (72-98%). La reduccion (36-68%) en setas se produce cuando la
concentracion de bacterias ensayadas se aumenta de 4 a 7 DO/mL. Las levaduras
también son capaces de captar Hg en las condiciones de digestion gastrointestinal,
con reducciones en la fraccion soluble de las dos formas mercuriales [Hg(II) (89%)
y CH3;Hg (83%)] y de las muestras de setas (hasta 64%). La reduccion de la
bioaccesibilidad de Hg, sin embargo, no se pone de manifiesto cuando se trata de

productos pesqueros para ninguna de las condiciones ensayadas.
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Se han descrito dos mecanismos bésicos de captacién de iones metalicos por
parte de las bacterias lacticas: biosorcidén, proceso pasivo de unién de iones
metalicos a la pared celular de las bacterias y bioacumulacion, proceso en el cual
los iones metalicos son transportados a través de la membrana celular y se acumulan
en el interior celular. La mayoria de los estudios sobre las interacciones de bacteria
lacticas con metales/metaloides hacen referencia a la adsorciéon de los
contaminantes metéalicos a grupos funcionales de la superficie celular. Esta
superficie se compone de una gruesa capa de peptidoglicano, acidos (lipo)teicoicos,
proteinas y polisacaridos. Algunas cepas producen ademas exopolisacaridos, que
son liberados al medio circundante, pudiendo quedar ligeramente unidos a las
bacterias formando una capa amorfa por fuera de la capa de peptidoglicano
(Lahtinen et al., 2004). Estas estructuras contienen varios grupos cargados
negativamente (carboxilos, hidroxilos, aminas, tioles y fosforilos) capaces de unir
cationes. De hecho, se ha puesto de manifiesto que la union de otros cationes
metalicos (Cd y Pb) se reduce considerablemente cuando se neutralizan las cargas
negativas de los grupos carboxilo y fosforilo presentes en la superficie bacteriana
(Zoghi et al., 2014). La union de las formas mercuriales a las bacterias lacticas
parece también seguir este patron de interaccion. Se trata de un proceso que tiene
lugar rapidamente, de hecho transcurridos 5 min desde el inicio de la incubacién la
mayor parte del Hg estd unido a la biomasa (Alcantara et al., 2017). La unién rapida
sugiere un proceso superficial pasivo en lugar de una acumulacidn intracelular. Esta
hipétesis se refuerza por los resultados obtenidos por Alcantara et al. (2017), donde
se evidencia que las bacterias no viables presentan una capacidad de captacion igual
o mayor que las bacterias viables, indicativo de que no predominan mecanismos de

captacion intracelular.

La interaccidn de los metales catidnicos con S. cerevisiae es similar a la descrita
para bacterias lacticas, existiendo un mecanismo de adsorcion superficial y uno de

internalizacion. La pared celular de S. cerevisiae esta compuesta de varias capas
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que también contienen numerosos grupos anionicos capaces de interaccionar con
cationes. La capa interna, que consiste en B-D-glucanos [B(1,3) y B(1,6)-D-
glucanos] y quitina, representa 50-60% del peso seco de la pared. La capa externa
esta constituida por manoproteinas altamente glicosiladas. Se ha puesto de
manifiesto la participacién de los fosfomananos y los grupos carboxilicos de la
proteina de la pared celular de S. cerevisiae en la union de cationes metalicos (Seki
et al., 2005). En este capitulo se ha puesto de manifiesto que en el caso del CHzHg,
la unidén a S. cerevisiae es inmediata y por tanto podemos hablar también de un
proceso mayoritariamente superficial. Sin embargo, en el caso de Hg(Il), la
captacion aumenta con el tiempo sugiriendo la posible coexistencia de mecanismos

de adsorcion superficial y transporte.

El hecho de que la reduccion de la bioaccesibilidad con bacterias y levaduras no
se ponga de manifiesto cuando se evaluan muestras de productos pesqueros podria
estar relacionada con la forma en la que el Hg es liberado de la matriz alimentaria
durante la digestion o bien a los complejos que forma este elemento con
aminoacidos, polipéptidos o proteinas solubilizados de la propia matriz alimentaria
durante el proceso digestivo. Cabafiero et al. (2007) muestran que tras la aplicacion
de un modelo in vitro de digestion gastrointestinal a muestras de pez espada el Hg
solubilizado, preferentemente CH3;Hg, aparece unido mayoritariamente a Cys. En
este capitulo se ha evidenciado que la aplicacion de la digestion simulada de
patrones de Hg en presencia de Cys reduce significativamente, hasta casi anular, la
capacidad de captar Hg de las bacterias lacticas y las levaduras, posiblemente por
la formacién de los complejos Hg/Cys anteriormente citados. La forma mercurial
unida a Cys presenta propiedades fisico-quimicas muy distintas a las que tiene este
metal en forma de sal. La neutralizacion de las cargas en los complejos CH3Hg-Cys
puede dificultar la adsorcion del Hg a la superficie de bacterias y levaduras.
Adicionalmente, este cambio en la forma quimica del Hg puede afectar el transporte

a través de determinados transportadores. El hecho de que las bacterias y levaduras
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solo sean eficaces reduciendo el Hg solubilizado desde setas, puede deberse a que
en estas matrices alimentarias el Hg liberado tras la digestion no forme complejos
con Cys. Hay que destacar que la mayoria de setas son deficientes en aminoacidos

azufrados (Oyetayo et al., 2007; Al-Enazi et al., 2012).

Adicionalmente, la menor eficacia de las bacterias y levaduras reduciendo la
bioaccesibilidad de Hg en las matrices alimentarias podria deberse al efecto de
determinados componentes de la matriz, como es el caso de cationes divalentes,
que presentan una elevada similitud estructural con las formas mercuriales y que
por tanto pueden competir por los mismos mecanismos de captacion. En el presente
capitulo se ha evidenciado que la presencia de algunos cationes afecta
significativamente la captacion de Hg(Il) por parte de los microorganismos, sin
embargo no modifica la captacion de CHs3;Hg. Es especialmente notorio la
reduccion de la captacion observada en S. cerevisiae cuando en el medio existe
Cu(Il). Los estudios sobre captacion de Cu(Il) por S. cerevisiae muestran una
importante capacidad de retencion de este elemento por parte de la levadura (Dutta
et al., 2015). Desideri et al. (1990), en un analisis por espectroscopia de absorcion
de rayos X llevado a cabo en células intactas de S. cerevisiae, muestran que el Cu
acumulado en levaduras estd exclusivamente coordinado a grupos sulfuro de
proteinas. La union de Hg a grupos tiol también estd ampliamente documentada,
incluso se considera una de las formas principales en las que el Hg se acumula y
gjerce su toxicidad en otras células eucariotas (Clarkson y Magos, 2006). La
presencia de Cu(Il) puede interferir en la uniéon del Hg a los grupos tiol de las
proteinas de la superficie celular. La competencia por la internalizacion en este caso
es menos probable, debido a que en S. cerevisiae la mayor parte del transporte de
Cu(Il) se produce tras una reduccién previa a Cu(l) y la intervencion de
mecanismos de transporte de alta afinidad (Crtl y Crt3) para la especie
monovalente de Cu y no para el cation divalente (Pefia et al., 2000), que es el que

comparte similitudes estructurales con el Hg(Il).
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Finalmente hay que destacar que los tratamientos con bacterias lacticas y
Saccharomyces que reducen la bioaccesibilidad de Hg, no reducen
significativamente la bioaccesibilidad de elementos mayoritarios como el Ca, K,
Mg, Fe y P, y que por tanto, a diferencia de lo evidenciado con algunos
componentes alimentarios (capitulo 2), las estrategias con microorganismos de
grado alimentario no deben tener un efecto negativo sobre la llegada de elementos
esenciales a la circulacién sistémica. Adicionalmente se ha comprobado que estos
microorganismos no producen cambios de las formas quimicas de Hg que puedan
modificar la toxicidad de la fraccion bioaccesible. En este sentido hay que destacar
que estudios previos habian reportado cambios en el estado de metilacion de las
formas mercuriales por parte de microorganismos del tracto intestinal (Rowland et
al., 1984, 1986), biotransformaciones que, sin embargo, no se producen en

presencia de los microorganismos ensayados.

CONCLUSIONES

Los datos obtenidos en el presente estudio evidencian la captacion de Hg(Il) y
CHsHg por parte de determinadas cepas de bacterias acido-lacticas y levaduras S.
cerevisiae en las condiciones existentes en una digestion gastrointestinal,
posibilitando su utilizaciéon como estrategias para evitar la absorcion de este metal
cuando se ingiera con agua y alimentos. Sin embargo, su eficacia en productos
pesqueros no es del todo evidente. Este hecho puede deberse a la aparicién de
complejos de Hg-Cys o Hg-polipéptidos en el digerido que no sean facilmente
captables por las bacterias y levaduras o bien a la presencia de componentes de la
matriz que presentan los mismos mecanismos de interaccion con estos
microorganismos. Estos resultados podrian verse modificados in vivo debido a la
composicion e interacciones existentes en el lumen, mas complejas que las

emuladas con la digestion in vitro. Por tanto, son necesarios estudios in vivo para
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confirmar lo hallado en el presente estudio, aspecto que se aborda en el capitulo 5.
Asimismo, es de interés caracterizar los mecanismos implicados en la captacion
con el fin de poder disefiar estrategias adecuadas para la reduccion de la exposicion

oral a Hg empleando estos microorganismos.

Este estudio evidencia que la evaluacion de la bioaccesibilidad empleando
disoluciones acuosas de los elementos traza constituye un punto de partida
necesario en la investigacion, pero sus resultados deben ser considerados como
orientativos ya que pueden variar notablemente en presencia de la matriz
alimentaria. Por ello, los hallazgos derivados de los estudios previos sobre el efecto
beneficioso de los probidticos en la absorcion y toxicidad de otros elementos traza
toxicos, llevados a cabo con dosificaciones orales de patrones acuosos, puede no
ser extrapolables al disefiar estrategias para disminuir el riesgo de exposicion a

contaminantes vehiculados mayoritariamente a través de los alimentos.
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Los capitulos 2 y 3 han puesto de manifiesto la posibilidad de reducir la cantidad
de Hg que tras la ingesta llega a la circulacidn sistémica mediante el empleo de
componentes alimentarios o microorganismos de grado alimentario capaces de
disminuir la cantidad de elemento que queda soluble tras la digestion y que por
tanto esta disponible para la absorcién. Otra forma de abordar el objetivo de reducir
la llegada del toxico a la circulacién sistémica es actuando directamente sobre la
absorcidn intestinal, es decir, sobre el transporte del toxico a través de la pared

gastrointestinal.

La absorcion intestinal depende de las caracteristicas fisicoquimicas de la
sustancia y de sus interacciones con los distintos elementos del lumen y la
superficie gastrointestinal. Tal y como se ha comentado en la introduccion, la forma
quimica del Hg es un factor determinante, siendo la absorcion de la forma organica
(> 95%) (NRC, 2000) muy superior a la del Hg(Il) (< 15%, Rahola et al., 1973;
Piotrowski et al., 1992). Otro factor determinante es el medio luminal; las
interacciones del elemento con los componentes de la dieta o las bacterias
intestinales presentes en el lumen pueden jugar un papel crucial en su absorcion.
Esta interaccion puede generar compuestos diferentes al elemento presente
inicialmente en el alimento cuya tasa de transporte sea inferior o superior.
Asimismo, los componentes del lumen pueden interferir en el transporte por
procesos de competencia. Los microorganismos pueden producir modulaciones de
los mecanismos de transporte, debido a su efecto sobre las uniones intercelulares u
otros componentes de la membrana celular. Las modificaciones de la absorcion
intestinal por componentes de la dieta o probidticos se han descrito para otros
elementos traza toxicos, principalmente el Cd y el Pb (Zhai et al., 2015), pero no

han sido estudiadas para Hg.

El objetivo de este capitulo es la busqueda de componentes alimentarios y cepas
de bacterias lacticas o Saccharomyces capaces de reducir la cantidad de Hg que

puede ser transportado a través de la pared intestinal. Este estudio se ha realizado
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empleando distintas lineas celulares de origen colénico, monocultivos de células
Caco-2 y co-cultivos de NCM460 y HT29-MTX. Las células fueron expuestas a
disoluciones patron de Hg(Il) y CHsHg, y a fracciones bioaccesibles de muestras
de productos pesqueros, en presencia y ausencia de los componentes alimentarios
y los microorganismos a estudiar. La evaluacion del transporte a través de la
monocapa se ha realizado mediante la determinacién del coeficiente de
permeabilidad aparente (Papp), pardmetro que indica el flujo inicial de un compuesto
a través de una monocapa celular normalizado por el area superficial de la

membrana y la concentracion de exposicion.
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RESULTADOS

1. EVALUACION PREVIA DE LA VIABILIDAD CELULAR

Se llevaron a cabo ensayos de viabilidad previos al disefio de los estudios de
transporte con el fin de trabajar en condiciones subletales. Los resultados de
viabilidad de los tres tipos celulares expuestos a concentraciones entre 0,5 y 2 mg/L
de Hg(Il) y CH3Hg durante 4 h muestran que no existen reducciones importantes
de la actividad mitocondrial (datos no mostrados). Teniendo en cuenta que en los
ensayos de transporte se trabaja a tiempos inferiores a 4 h, se puede considerar que
la exposicion a concentraciones iguales o inferiores a 2 mg/L no afecta de forma

relevante la viabilidad celular.

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

En todos los ensayos presentados en este capitulo los valores de la RET y la
permeabilidad de LY se han mantenido dentro de los limites establecidos para
considerar la monocapa integra (apartado 9.3.4 de metodologia). Asimismo, la
viabilidad celular al final de cada ensayo, evaluada mediante tincion con azul de
tripan, ha sido superior al 80% tal y como era de esperar por los datos previos de
viabilidad (apartado 1). Atendiendo a estos resultados, se puede decir que se ha
trabajado con monocapas integras y que los cambios observados al variar las
condiciones de ensayo no son debidos a una desestructuracion de la monocapa

celular, si no al propio efecto del tratamiento.

181



Capitulo 4

3. COEFICIENTES DE PERMEABILIDAD APARENTE EN LOS
DISTINTOS MODELOS CELULARES EVALUADOS

Los modelos celulares empleados difieren en varios aspectos que pueden influir en
distinta medida sobre el transporte de Hg. Los monocultivos Caco-2 forman
monocapas celulares con un reducido espacio intercelular si se compara con el
espacio existente entre los enterocitos del intestino delgado humano (seccion 9.3
de la introduccién). Por el contrario, los co-cultivos NCM460/HT29-MTX dan
lugar a monocapas més laxas (Clemente et al., 2017), con un espacio entre células
mas parecido al existente en el intestino delgado. Por otro lado, la presencia de las
células HT29-MTX en los co-cultivos conlleva la generacion de una capa de mucus,
tal y como ocurre in vivo. Esta capa de mucus es una barrera fisica que puede afectar
el paso de xenobioticos (Le Ferrec et al., 2001) y también de microorganismos
(Hansson, 2012), evitando que éstos entren en contacto con las células epiteliales

del intestino.

La tabla 18 muestra los coeficientes de permeabilidad aparente de disoluciones
patron de Hg(ID) (0,5 mg/L) y CH3sHg (0,5 mg/L) en ambos modelos celulares. El
rango de permeabilidades aparentes para CH3;Hg no presenta diferencias
estadisticamente significativas entre ambos modelos celulares. Sin embargo, el
Hg(Il) presenta un menor transporte en el monocultivo Caco-2 que en los co-
cultivos. Tal y como se ha comentado anteriormente, las principales diferencias
conocidas entre ambos modelos es el didmetro del espacio intercelular y la
presencia de mucus. El mayor espacio entre células afecta principalmente a los
compuestos que se mueven por difusion pasiva paracelular. El transporte de Hg(II)
en forma de sales de cloruro se produce principalmente por via transcelular y
mediado por portador, no existiendo un transporte paracelular detectable en
monocultivos Caco-2 (Vazquez et al., 2015a). Por tanto, el hecho que los co-
cultivos presenten una mayor apertura paracelular no deberia suponer cambios en

la permeabilidad de esta especie. Es posible que este cambio sea atribuible a la
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expresion de transportadores especificos que no han sido estudiados en la presente
tesis doctoral. La presencia de mucus tampoco supone una importante barrera, ya
que son los co-cultivos NCM460/HT29-MTX los que presentan un mayor
transporte de Hg.

Modelo celular Especie Papp (x 107, cm/s)
ol 1,00-4,43
Caco-2 &b 231)
CHL 2,87-12,10
8 (4,37)
ol 7,23-13,80
NCM460/HT29-MTX &b (10,90)
5,76-7,55
CHs;Hg (6.44)

Tabla 18. Coeficientes de permeabilidad aparente en los modelos celulares ensayados.
Valores de Py (X 107, cm/s) en monocultivos Caco-2 y co-cultivos NCM460 /HT29-MTX
(80/20) expuestos a 0,5 mg/L de Hg(Il) y CH3Hg durante 2 h. Valores expresados como

rangos y medianas (n=15).

4. EFECTO DE LOS COMPONENTES ALIMENTARIOS SOBRE LA
PERMEABILIDAD DE MERCURIO

4.1. Efecto sobre la permeabilidad de disoluciones acuosas de Hg(II)

Los compuestos empleados para intentar reducir el paso celular de Hg(Il) se han
seleccionado en base a tres criterios principalmente: a) su posible competencia por
transportadores de cationes divalentes [sales de Zn y Fe(Il)]; b) su posible
competencia por transportadores de aminoacidos, ya que se ha descrito que el Hg
unido a Cys (Cys-S-Hg-S-Cys), una de las formas mayoritarias del Hg en muestras
bioldgicas, presenta una estructura similar a la cistina y por tanto puede ser

transportada por transportadores de este aminoacido (Bridges er al., 2004)
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(metionina, cisteina, fenilalanina, homocisteina, arginina, lisina); ¢) la posible
formacion de complejos con el Hg(Il) que puede suponer una modificacion de su
transporte (glutation, albumina, xilano, acido lipoico, DHLA, pectina, cisteina,

homocisteina, quercetina, acido tanico).

La figura 46 muestra los porcentajes del Pap, del Hg(I) en células co-expuestas
a Hg(Il) y los distintos componentes alimentarios con respecto al valor de
permeabilidad obtenido en células tratadas solo con Hg(Il), considerado el
tratamiento control. El 70% de los componentes producen P.,, inferiores a las de
las células tratadas con Hg(Il) lo que evidencia que estos tratamientos reducen el
transporte de Hg(Il) a través de la monocapa de células intestinales. Las
disminuciones mas importantes en el transporte se producen en presencia de
compuestos con grupos tiol como GSH (97 £+ 3%), homocisteina (94 = 2%), cisteina
(93 £ 1%), DHLA (89 % 2%) y acido lipoico (83 £ 2%). También hay reducciones
destacables con el cation Fe(Il) (65 £+ 4%) y con compuestos mas complejos como
la tiamina (83 £ 9%), la pectina (78 £ 2%), la quercetina (73 = 1%), la
epigalocatequina (64 £ 8%) y el acido tanico (57 = 16%).
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Figura 46. Efecto de los componentes alimentarios sobre el transporte de Hg(II). Las barras representan los coeficientes de
permeabilidad aparente (Papp) de células Caco-2 co-expuestas a Hg(II) (0,5 mg/L) y distintos componentes alimentarios durante 2 h.
Valores expresados como porcentajes respecto a las células tratadas s6lo con Hg(I) (media £ SD, n=3). Los asteriscos indican
reducciones estadisticamente significativas respecto a los tratamientos con Hg(II) unicamente (p < 0,05).
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Muchas de las reducciones observadas en el transporte van acompafadas de

disminuciones

del contenido

intracelular de Hg(Il) (figura 47),

siendo

especialmente destacables las producidas por los compuestos tiolados [GSH (98 +

1%), cisteina (97 £ 0,2%) y homocisteina (94 + 1%)].
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Figura 47. Efecto de los componentes alimentarios sobre la retencion celular de Hg(II). Las

barras representan los contenidos intracelulares en células Caco-2 co-expuestas a Hg(II)

(0,5 mg/L) y distintos componentes alimentarios durante 2 h. Valores expresados como

porcentajes respecto a las células tratadas solo con Hg(IT) (media = SD, n=3). Unicamente

se han representado los componentes que producen disminuciones estadisticamente

significativas (p < 0,05).
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4.2. Efecto sobre la permeabilidad de disoluciones acuosas de CH3;Hg

La seleccion de compuestos para ensayar en la permeabilidad de la forma organica
de Hg se ha basado en los mismos principios expuestos anteriormente para el
Hg(Il), excepto los relacionados con la competencia por los transportadores de

cationes divalentes (seccion 4.1 de este capitulo).

La gréfica 48 muestra los porcentajes del P.p, del CHsHg en células tratadas con
los componentes alimentarios con respecto a células tratadas tinicamente con la
forma mercurial. En general, hay que destacar que el nimero de compuestos
capaces de modificar este parametro en las células tratadas con CH3;Hg es muy
inferior al que permite una modificacion en Hg(II). De los 22 componentes
analizados, Unicamente las co-exposiciones con Cys (20 mg/L), GSH (1 mM),
homocisteina (5 mg/L), albumina (20 mg/L), tanico (20 mg/L) y quercetina (5
mg/L) presentan porcentajes inferiores de permeabilidad que las células tratadas
solo con CH3Hg. En estos tratamientos se evidencian reducciones significativas de
la permeabilidad del CH3;Hg [GSH (94 + 10%), Cys (79 £ 4%), tanico (45 £ 6%)),
homocisteina (29 £+ 2%), quercetina (24 + 9%) y albumina (21 £ 8%)].
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Figura 48. Efecto de los componentes alimentarios sobre el transporte de CH3;Hg. Las barras representan los coeficientes de
permeabilidad aparente (Papp) de células Caco-2 co-expuestas a CHsHg (0,5 mg/L) y distintos componentes alimentarios durante 2 h.
Valores expresados como porcentajes respecto a las células tratadas sélo con CHsHg (media + SD, n=3). Los asteriscos indican

diferencias estadisticamente significativas respecto a los tratamientos con CH3Hg tnicamente (p < 0,05).
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Las reducciones de la acumulacion celular, al igual que ocurre con el Hg(II), se
evidencian principalmente en aquellos tratamientos donde hay una reduccion de la
permeabilidad (figura 49). Las reducciones mas relevantes presentan la siguiente
gradacion: GSH (98 + 0,1%) > Cys (91 = 2%) > 4cido tanico (30 £ 6%) >

homocisteina (27 + 5%) > albimina (28 + 8%).
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Figura 49. Efecto de los componentes alimentarios sobre la retencion celular de CHsHg.
Las barras representan los contenidos intracelulares en Caco-2 co-expuestas a CH3Hg (0,5
mg/L) y distintos componentes alimentarios durante 2 h. Valores expresados como
porcentajes respecto a las células tratadas s6lo con CH;Hg (media = SD, n=3). Unicamente
se han representado los componentes que producen disminuciones estadisticamente

significativas (p < 0,05).
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4.3. Influencia de suplementos dietéticos y extractos vegetales en la

permeabilidad de Hg(IT) y CH:Hg

Se han ensayado suplementos dietéticos o extractos vegetales que contienen alguno
de los componentes que han sido exitosos reduciendo el P.,p de las formas
mercuriales (secciones 4.1 y 4.2). Asi, se ha evaluado la reduccién de la absorcién
de patrones de Hg(Il) y CH3Hg en presencia de extractos ricos en acido tanico y/o
epigalocatequina (t¢ verde y semilla de uva) y tras la adicién de suplementos de

Cys, GSH, tiamina y &cido lipoico.

La figura 50 muestra las reducciones de la permeabilidad de Hg(II) y CH3;Hg en
células Caco-2 diferenciadas. Los suplementos de acido lipoico y tiamina no
producen reducciones estadisticamente significativas de la permeabilidad de Hg(I1)
y CH3;Hg (datos no mostrados). El resto de suplementos o extractos son eficaces
reduciendo la absorcion de Hg(I) [extracto de té verde (mediana: 72%), extracto
de semilla de uva (mediana: 66%) y suplemento de Cys/GSH (mediana: 32%)]. Las
reducciones de la permeabilidad del CH3Hg so6lo se producen en presencia del
suplemento de Cys/GSH (mediana: 57%) y del extracto de uva (mediana: 32%), no
observandose reducciones estadisticamente significativas con el extracto de té

verde.

De todos los tratamientos realizados con suplementos y extractos, sdlo el
suplemento Cys/GSH reduce significativamente los contenidos intracelulares de

Hg(Il) (43-65%, mediana: 60%) y CHsHg (84-86%, mediana: 86%).
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Figura 50. Efecto de los suplementos dietéticos o extractos vegetales sobre el transporte de
Hg(II) y CH3Hg. Las barras representan los porcentajes de reduccion de los coeficientes de
permeabilidad aparente (Papp) en células Caco-2 co-expuestas a Hg(Il) o CH3Hg (0,5 mg/L)
y distintos extractos vegetales o suplementos dietéticos (37 °C, 2 h). Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas con respecto a los valores obtenidos en las

células tratadas s6lo con Hg (p < 0,05).

4.4. Influencia de los componentes alimentarios y suplementos sobre la

permeabilidad del Hg presente en alimentos

Los datos obtenidos a partir de los ensayos en patrones de Hg (secciones 4.1-4.3
del presente capitulo) nos han permitido seleccionar aquellos componentes y

suplementos o extractos a ensayar en alimentos. Atendiendo a los datos del capitulo
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1, el pez espada presenta mayoritariamente CHsz;Hg. Por ese motivo, se han
ensayado aquellos suplementos que reducen principalmente la forma organica de
Hg (GSH, Cys, homocisteina, acido tanico, quercetina, suplemento de GSH y Cys
y extracto de semilla de uva). La tabla 19 muestra el efecto de estos componentes
o suplementos sobre la permeabilidad del Hg presente en la fraccidon bioaccesible

de pez espada.

Papp (X 10° cm/s) | Reduccion del Papp (%)

Componentes alimentarios

Sin componente 1,39+ 0,40
Cisteina 0,87+0,14 37,5+ 10,0*
GSH 0,65+ 0,37 53,7 +21,7*
Homocisteina 0,91+0,13 34,6 £9,6*
Acido ténico 1,92 £ 0,81 —
Quercetina 1,50 £ 0,40 —

Suplementos o extractos

Sin componente 3,69+ 0,41
Suplemento de Cys/GSH 2,50+ 0,34 37,0 £10,6%
Extracto de semilla de uva 1,64 +0,82 63,8 £22,6*

Tabla 19. Efecto de los compuestos alimentarios y los suplementos dietéticos o extractos
vegetales sobre el transporte de Hg desde pez espada. Coeficientes de permeabilidad
aparente (P.pp) de las monocapas Caco-2 expuestas durante 180 min a las fracciones
bioaccesibles en presencia o no de los componentes, suplementos o extractos y reduccion
del P,5, de Hg en presencia de estos compuestos (media + SD; n=4-6). Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas en los valores de P,p, con respecto a los ensayos

de permeabilidad realizados sin componentes o suplementos (p < 0,05).
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Al igual que ocurria en las disoluciones patron (seccion 4.2 del presente
capitulo), el GSH es el componente alimentario mas eficaz en la reduccion de la
permeabilidad de Hg desde la fraccién bioaccesible, seguido de la cisteina y la
homocisteina. Sin embargo, el 4cido tanico y la quercetina no tienen ningun efecto
sobre la permeabilidad. Adicionalmente hay que destacar la importante reduccion

que se produce en presencia de los dos suplementos ensayados (rango: 29-80%).

5. INFLUENCIA DE LAS BACTERIAS LACTICAS Y SACCHAROMYCES
SOBRE LA PERMEABILIDAD DE MERCURIO

Todas las cepas lacticas y Saccharomyces ensayadas en el capitulo 3 presentaron
una buena captacion de las formas mercuriales en disolucion, por tanto, el criterio
para la seleccion de la cepa en este estudio no estuvo relacionado con su capacidad
de quelacion del metal sino con la facilidad de cultivo y su elevada tasa de
crecimiento. Las cepas adicionadas a las disoluciones patrén y a los bioaccesibles
de alimentos para la evaluacion del transporte intestinal de Hg fueron BL23 y BL17
en el caso de las bacterias lacticas (tabla 8) y la cepa 5 y 7 de Saccharomyces (tabla

9).

En los ensayos con componentes se habia trabajado con monocultivos Caco-2,
pero la evaluacidon de la permeabilidad de Hg desde productos pesqueros fue
complicada debido a que el transporte era menor que el observado para disoluciones
patron y los valores estaban proximos al limite de deteccion de la metodologia de
analisis. Ensayos preliminares de transporte del bioaccesible de pez espada con los
co-cultivos NCM460/HT29-MTX (20/80) mostraron que, aunque los valores eran
también bajos, los contenidos eran mayores. Por ese motivo, se decidié cambiar el
modelo celular a un co-cultivo con células absortivas (NCM460) y secretoras de
mucus (HT29-MTX). Estos tipos celulares, aunque menos empleados que la linea

celular Caco-2, se han utilizado previamente en estudios de transporte intestinal
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(Sahi et al., 1998; Pontier et al., 2001); incluso el co-cultivo ha sido utilizado para

la evaluacion de la permeabilidad de elementos traza (Clemente et al., 2017).

Hay que resaltar que la adicion de las bacterias lacticas y Saccharomyces a los
cultivos celulares en los ensayos de transporte supone un aumento estadisticamente
significativo de la RET (datos no mostrados), indicativo de que estos
microrganismos reducen el paso paracelular. Este incremento se mantiene durante

todo el tiempo de ensayo.

5.1. Efecto de las bacterias lacticas sobre la permeabilidad de disoluciones
acuosas de Hg(Il) y CH3;Hg

La tabla 20 muestra la Py, de Hg(Il) y CH3Hg en HBSS a través de co-cultivos
NCM460/HT29-MTX (20/80) en ausencia o presencia de las cepas bacterianas
ensayadas. La presencia de BL23 y BL17 reduce significativamente la
permeabilidad de Hg(Il) (75-92%) a 0,3 DO/mL; sin embargo, la adicion de las
bacterias lacticas no conlleva reducciones de la permeabilidad de CH3;Hg a esta
densidad optica (tabla 20). El aumento del numero de bacterias (0,6 DO/mL; Tabla
20), tampoco modifica la permeabilidad de la forma organica de Hg. Se requieren
concentraciones de BL17 y BL23 mayores (1,2 DO/mL) para conseguir
reducciones significativas de la permeabilidad de CH3Hg (tabla 20).
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Tratamiento Papp Reduccion del Papp
(x 10 cm/s) (%)
Sin bacterias 7,05+ 0,83
Hg(I1) BL17 (0,3 DO/mL) 1,75+ 0,23 752+ 3,2%
BL23 (0,3 DO/mL) 0,57+0,11 91,9+ 1,6%
Sin bacterias 5,88 £0,65

CH;Hg BL17 (0,3 DO/mL) | 5,68+ 024 —

BL23 (0,3 DO/mL) | 5,39+ 0,49 —

Sin bacterias 7,23 £ 1,45
CH;3Hg BL17 (0,6 DO/mL) 5,85+0,63 19,1 +8,7
BL23 (0,6 DO/mL) 7,80+ 1,19 —
Sin bacterias 5,99 +£0,43
CH:;Hg BL17 (1,2 DO/mL) 4,16 £0,27 30,6 = 4,5*%
BL23 (1,2 DO/mL) 4,79 £ 0,25 20,1 +4.2%

Tabla 20. Efecto de las bacterias lacticas sobre el transporte de Hg y CH3Hg. Coeficientes
de permeabilidad aparente (P.pp) de co-cultivos NCM460/HT29-MTX co-expuestos a
Hg(II) o CH3Hg (0,5 mg/L) y las cepas bacterianas (37 °C, 2 h) y reduccidn del Py, de Hg
en presencia de estas cepas (media + SD; n=4). Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas en los valores de P, con respecto a los ensayos de

permeabilidad realizados sin bacterias (p < 0,05).

5.2. Efecto de las levaduras sobre la permeabilidad de disoluciones acuosas de
Hg(I) y CH;Hg

La tabla 21 muestra la P,,, de Hg(Il) y CHsHg en HBSS a través de co-cultivos
NCM460/HT29-MTX (20/80) en ausencia o presencia de las cepas de S. cerevisiae
ensayadas. A la densidad oOptica ensayada, ambas cepas de levaduras reducen
significativamente la permeabilidad de CHsHg y Hg(II), si bien la reduccion de la

permeabilidad de Hg(II) producida por la cepa 7 no es muy relevante.
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Tratamiento Papp Reduccion del Papp
(% 10" cm/s) (%)
Sin levaduras 10,90 £ 0,33
Hg(II) Cepa 5 (1,3 DO/mL) 8,09+ 0,49 26,0 +4,3*
Cepa 7 (1,3 DO/mL) 9,89+0,19 8,6 +0,6*
Sin levaduras 4,32+0,48
CH:;Hg Cepa 5 (1,3 DO/mL) 1,44 £0,40 66,6 + 9 4*
Cepa 7 (1,3 DO/mL) 2,51+0,19 41,8 +4,3*

Tabla 21. Efecto de S. cerevisiae sobre el transporte de Hg(Il) y CH3Hg. Coeficientes de
permeabilidad aparente (Papp) de co-cultivos NCM460/HT29-MTX co-expuestos a Hg(IT)
o CH3Hg (0,5 mg/L) y las cepas de levaduras (37 °C, 2 h), y reduccién del P,p, de Hg en
presencia de estas cepas (media = SD; n=4). Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas en los valores de P.,p con respecto a los ensayos de

permeabilidad realizados sin S. cerevisiae (p < 0,05).

5.3. Efecto de las bacterias licticas y Saccharomyces sobre la permeabilidad

del Hg presente en alimentos

La tabla 22 muestra la P,p,, del Hg presente en la fraccion bioaccesible de pez espada
a través de co-cultivos NCM460/HT29-MTX (20/80) en ausencia o presencia de
las cepas de bacterias lacticas y de S. cerevisiae ensayadas. De todos los
tratamientos ensayados, s6lo la cepa 5 de S. cerevisiae presenta una reduccion
significativa del transporte del Hg presente en la fraccidén bioaccesible. El resto de
tratamientos no muestran variaciones significativas, posiblemente consecuencia de
la elevada variabilidad existente entre las muestras dentro de un mismo tratamiento.
Asi, aunque los porcentajes indican reduccion, el tratamiento estadistico no

reconoce diferencias significativas.
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Papp (cm/S)

Reduccion del Papp (%)

Bacterias lacticas

Sin bacterias

(1,59 % 0,49) x 10

BL23 (1,2 DO) (0,91+0,14) x 10 42,3+89
BL17(1,2 DO/mL) (1,45+0,01) x 106 85+52
S. cerevisiae
Sin levaduras (4,04 £0,79) x 107
Cepa 5 (1,3 DO/mL) (2,08 £0,33) x 107 48,6 +8,2"
Cepa 7 (1,3 DO/mL) (2,60 +0,67) x 107 35,6 £ 16,6

Tabla 22. Efecto de las cepas de bacterias lacticas y levaduras sobre el transporte de Hg

desde pez espada. Coeficientes de permeabilidad aparente (Pap) de co-cultivos
NCM460/HT29-MTX expuestos durante 120 min a las fracciones bioaccesibles en

presencia o no de las cepas, y reduccion del P.p, de Hg en presencia de estas cepas (media

+ SD; n=4). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas en los valores

de Puyp con respecto a los ensayos de permeabilidad realizados sin microorganismos (p <

0,05).
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DISCUSION

Los mecanismos implicados en el transporte de Hg(II) y CH3;Hg son diferentes, tal
y como se ha comentado en la introduccién (seccion 8.1). La forma salina
inorganica HgCl, se mueve principalmente mediada por transportador. En este
sentido, Vazquez et al. (2015a) han evidenciado que el DMT1, transportador de
cationes divalentes y principal mecanismo de absorcion intestinal del Fe no-hemo,
interviene en su transporte. En cuanto al CH3;HgCl debido a su caracter lipofilico,
se apunta a que su absorcion puede producirse principalmente por difusion pasiva
a través de la monocapa celular (Vazquez et al., 2014a). Adicionalmente se ha
puesto de manifiesto la alta afinidad de las especies mercuriales por distintos grupos
tiol, indicando que éstas pueden ser las formas mayoritarias de Hg en determinados
alimentos y en 6rganos y fluidos corporales (Ballatori y Clarkson, 1985; Harris et
al., 2003). Algunos estudios sefialan que estos complejos se transportan a través de
transportadores de aminoacidos o transportadores de aniones organicos, ya que
presentan una similitud estructural con los sustratos de estos transportadores

(Ballatori, 2002).

El hecho de que el transporte de este metal esté mediado por transportadores de
nutrientes, plantea la posibilidad de que su absorcion a través del epitelio intestinal
pueda reducirse por procesos de competencia con componentes de la propia dieta.
Por otro lado, el empleo de compuestos dietarios que formen complejos con el Hg
también puede afectar el transporte al modificar la forma quimica en la que el metal
se encuentra en el lumen. Teniendo en cuenta estas posibilidades se han realizado
ensayos en modelos celulares de epitelio intestinal, empleando cationes divalentes
o aminoacidos como posibles competidores del transporte de ambas especies
mercuriales, asi como otros compuestos de origen alimentario que se ha puesto de
manifiesto pueden formar complejos con Hg o con cationes con caracteristicas

fisicoquimicas similares. Los resultados obtenidos muestran que la inhibicion del

198



Capitulo 4

transporte de la forma organica del Hg se consigue principalmente con compuestos
que presentan grupos tiol en su estructura (cisteina, homocisteina, GSH y
albumina), con reducciones de hasta un 89% para el GSH, y en presencia de acido
tanico (55%) y quercetina (25%). El espectro de compuestos que reducen la
absorcion de Hg(I) es mucho mayor; ademas de los compuestos con grupos tiol,
hay que destacar el importante efecto de las sales de Fe, del acido tanico, la
quercetina y la tiamina; siendo el GSH también el compuesto mas eficaz (97% de

reduccion).

Las reducciones de la permeabilidad de las formas mercuriales evidenciadas con
el acido tanico y la quercetina son probablemente debidas a la formacion de
complejos con baja solubilidad. La quercetina es un flavonoide alimentario
abundante en cebollas, té, tomates y manzanas (Aherne y O’Brien, 2002), que
presenta una baja solubilidad en agua y que por tanto presenta una baja absorcion
intestinal (Cai et al., 2013). Este flavonoide forma complejos con un gran nimero
de cationes divalentes a través de los grupos 5-OH y 4-carbonilo, cuya estabilidad
depende del ion metalico ensayado (Cu?* > Ni** > Co*" > Fe*" > Zn*") (Liu y Guo,
2015). Aunque se ha reportado que la interaccion con metales aumenta la
solubilidad de este flavonoide, ésta sigue siendo muy baja. Empleando
concentraciones similares a las consumidas por la poblacién se ha evidenciado en
este capitulo una reduccidon importante del transporte y la retencidn celular de Hg
en células intestinales. Su efecto sobre el Hg no ha sido estudiado previamente,
pero posiblemente la formacion de complejos de baja solubilidad sea el principal
mecanismo por el que la quercetina reduce el transporte de Hg a través de la
monocapa celular. Por otro lado, Lesjak er al. (2014) evidencian que la quercetina
reduce la absorcion intestinal de Fe(Il) por quelacién, pero que ademas actia
disminuyendo la expresion de la ferroportina, transportador de Fe no-hemo en el
domino basolateral de los enterocitos. Por tanto, ademas de su capacidad de union,

también existe un mecanismo molecular que afecta al propio transportador del
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Fe(Il). No hay que descartar que tenga lugar un efecto semejante para el Hg
inorganico ya que emplea transportadores del Fe no-hemo en su transporte en
células intestinales (Vazquez et al., 2015¢). En cuanto al efecto del 4cido tanico, la
reduccidon de la solubilidad de las formas mercuriales en presencia de este
compuesto ha sido puesta de manifiesto en el capitulo 2, donde se evidencian
importantes reducciones del Hg soluble tras la digestion en presencia de

concentraciones de acido tanico semejantes a las empleadas en este estudio.

Otro mecanismo de reduccion de la permeabilidad del Hg puede estar
relacionado con la formacion de complejos solubles pero cuyo transporte sea menor
que el de las formas salinas de las especies mercuriales. Este puede ser el caso de
compuestos con grupos tiol como la cisteina, homocisteina, albimina y GSH.
Varios estudios sugieren que las formas de Hg conjugadas con los grupos tiol son
las formas transportadas mayoritariamente por diversos tejidos (Zalups, 2000;
Bridges y Zalups, 2017), posiblemente porque se consideran las formas mas
abundantes en la circulacion sistémica; sin embargo, los datos sobre la magnitud
del transporte de los complejos con cisteina y las sales de Hg son contradictorios.
Vazquez et al. (2014a, 2015a) muestran que en presencia de derivados de cisteina
el transporte de HgCl y CH3HgCl se reduce significativamente. Endo et al. (1991)
llegan a la misma conclusion en ensayos in situ. La exposicion de ratones con HgCl
y cisteina supone una importante reduccion de la absorcion intestinal del Hg. Sin
embargo, Mori et al. (2012), en exposiciones orales de ratas con CH3;HgCl o
CHsHg-cisteina, no observan diferencias en las concentraciones plasmaticas de
Hg. Asimismo, Roos et al. (2010), en un estudio también in vivo, observan una
mayor acumulacion del metal en higado y cerebro en ratones dosificados con
CHs;Hg-cisteina y una mayor acumulacion renal en los grupos tratados con
CH:sHgCl. En el caso de la forma organica, la formacidon de complejos supone un
cambio en el grado de lipofilidad del CH3Hg, y por tanto un cambio en la via de

entrada, de difusion pasiva a transporte mediado por transportador, lo que sin duda
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conlleva un menor transporte debido a la existencia de un mecanismo de transporte

sujeto a posibles competencias y saturaciones.

La reduccion por parte de las sales férricas de la permeabilidad del Hg(Il) es
posiblemente consecuencia de la competencia por los mismos mecanismos de
transporte. El principal transportador de Fe no-hemo presente en el dominio apical
de enterocitos humanos es el DMT]1. Este transportador presenta afinidad por una
serie de cationes metalicos, entre los que se encuentra el Hg(Il) (Vazquez et al.,
2015c¢). Por tanto, la presencia de sales de Fe(II) en concentraciones muy superiores
a las de Hg(II) puede conllevar una reduccion del transporte del metal toxico por
competencia. Este efecto sobre la permeabilidad del Hg(II) también se ha puesto de
manifiesto en presencia de Mn(Il) (Vazquez et al., 2015a), otro sustrato que
presenta alta afinidad por DMT1 (Garrick et al., 2006). No se manifiesta sin
embargo cuando se adiciona Zn(Il) en el medio. Hay que destacar que el Zn también
puede ser sustrato del DMTI1, aunque este transportador presenta una menor
afinidad por Zn(Il) que por Fe(Il) o Mn(Il) (Garrick et al., 2006; Espinoza et al.,
2012); de hecho, el Zn se transporta a nivel intestinal principalmente por las zrt-,
irt-like proteins (ZIP) (Ford, 2004). Esta puede ser la causa de la falta de efecto del

Zn sobre el transporte intestinal de Hg(II) observado en el presente capitulo.

Independientemente del mecanismo implicado en la modificaciéon de Ia
permeabilidad de las formas mercuriales se puede hablar de compuestos con una
posible capacidad de reducir la biodisponibilidad de Hg que ademads tiene la ventaja
de formar parte de alimentos, por tanto su uso como estrategias para reducir la
exposicion al toxico deberia ser seguro. Ademas, hay que destacar que los
suplementos ricos en algunos de estos compuestos que han sido probados en este
estudio y que estan autorizados en el mercado tienen también una elevada eficacia
(32-72%), hecho que hace mas viable este tipo de estrategia. Adicionalmente se ha
visto que son eficaces no s6lo en disoluciones acuosas sino también en presencia

de alimentos, matrices con una mayor complejidad en las que los nutrientes
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presentes podrian variar las interacciones metal/estrategia dietaria; de hecho, en
productos pesqueros se consiguen reducciones significativas con varios de estos

componentes, suplementos o extractos vegetales.

Adicionalmente, en este estudio se ha podido comprobar que algunos
microrganismos de grado alimentario, que previamente se habia demostrado en el
capitulo 3 eran capaces de captar Hg(Il) y CHsHg, pueden también reducir el
transporte de disoluciones patron a través de las células intestinales. No existen
estudios in vitro donde se determine el efecto de las bacterias lacticas y S. cerevisiae
sobre la captacion celular de metales; sin embargo, existen algunos estudios in vivo
donde se demuestra que existe una menor absorcion intestinal de metales en
presencia de cepas de bacterias lacticas (Tian ef al., 2012; Zhai et al., 2013, 2014).
No tenemos conocimiento de que se hayan hecho estudios empleando cepas de S.
cerevisiae.

Hay que destacar que también se ha evidenciado en el presente estudio un efecto
reductor de la permeabilidad del Hg presente en la fraccion de bioaccesible de pez
espada por parte de las bacterias y levaduras. Tal y como se ha demostrado en el
capitulo 3, estos microorganismos no son capaces de captar el Hg presente en el
pez espada. Por tanto, a diferencia de lo que ocurre en patrones acuosos, la
reduccién en la permeabilidad de Hg en pez espada no esta relacionada con la
captacion de las formas mercuriales por parte de los microorganismos. A lo largo
del estudio con bacterias y levaduras se ha visto un aumento de la RET y una
reduccion del paso paracelular del marcador LY. La modulacion de la
permeabilidad paracelular de las monocapas intestinales estd en gran medida
gobernada por las proteinas que conforman las uniones intercelulares (Anderson y
Van Itallie, 2009). Se ha puesto de manifiesto que las bacterias lacticas pueden
aumentar la expresion de estas proteinas e incrementar la funcion barrera en
ensayos in vitro ¢ in vivo (Ulluwishewa et al., 2011). También se ha puesto de

manifiesto que algunas cepas de S. cerevisiae, especialmente la variedad boulardii
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(cepa 5 de nuestro estudio), favorecen la restauracion de las uniones estrechas y la
permeabilidad de la barrera intestinal tras infecciones bacterianas (Moslehi-
Jenabian et al., 2010). La reduccién del paso paracelular generada por estos
microrganismos no deberia afectar en principio el transporte de las formas salinas
de Hg, cuya via paracelular es despreciable, pero puede afectar la permeabilidad de
la forma de Hg presente en el bioaccesible de pez espada, que tal y como se ha
comentado en el capitulo 3, podria ser algin tipo de complejo Hg/compuesto

tiolado.

Finalmente hay que destacar que la mayoria de los compuestos o probidticos
eficaces en la reduccion de la permeabilidad de Hg en las células intestinales son
compuestos con una elevada capacidad antioxidante, la cual podria contrarrestar el
estrés generado por el Hg. Estudios in vivo han evidenciado que la administracion
de quercetina (5-50 mg/kg pc/dia) disminuye el estrés generado por el CH3Hg (30
ug/kg pc/dia, durante 45 dias), con una recuperacion de los niveles de GSH y de la
actividad glutation peroxidasa en ratas expuestas (Barcelos et al., 2011). El efecto
antioxidante del acido tanico se ha puesto de manifiesto en estudios in vivo donde
los animales se exponen a Cd y Pb (Mishra ef al., 2015; Tlizmen et al., 2015),
metales cuyos mecanismos de toxicidad son similares a los descritos para las
formas mercuriales. Asimismo, se ha caracterizado la actividad antioxidante de
algunas cepas de bacterias lacticas que radica en su capacidad para quelar radicales
libres (Lin y Yen, 1999) y se ha comprobado que en animales expuestos a Cd y Pb

reduce la toxicidad asociada (Zhai ef al., 2015).

CONCLUSIONES

Los datos obtenidos en el presente trabajo muestran que el consumo dietario de
bacterias lacticas, Saccharomyces, compuestos con grupos tiol, flavonoides como

la quercetina, polifenoles como el acido tanico, extractos vegetales o suplementos
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ricos en los mismos puede ser una estrategia adecuada para reducir la
biodisponibilidad oral de Hg. Es necesario evaluar si este efecto observado in vitro

se confirma in vivo. Este va ser uno de los objetivos del capitulo 5.

Los compuestos ensayados no deberian ser perjudiciales, pues a las
concentraciones empleadas en el presente estudio forman parte de una dieta
habitual; sin embargo, es necesario constatar, antes de plantearse su uso como
estrategias dietarias para la reduccidn de la absorcion de Hg, que su aplicacion no
produce efectos adversos mediante ensayos en animales de laboratorio. Se ha visto
que algunos de estos productos también pueden interferir en la absorcion de
minerales. Lesjak et al. (2014) evidencian una reduccion de la absorcion de Fe(II)
en roedores tratados con quercetina y Afsana et al. (2004) una menor
biodisponibilidad de Fe en animales tratados con acido tanico. La reduccion de la
absorcion de elementos esenciales, tal y como hemos indicado previamente, no es
deseable si tenemos en cuenta que este tipo de estrategia podria ser empleada en

futuras intervenciones poblacionales.
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Los resultados obtenidos en los capitulos 2, 3 y 4 han mostrado que pueden existir
compuestos alimentarios o microorganismos de grado alimentario capaces de
disminuir la cantidad de Hg(Il) y CHsHg que llega a la circulacién sistémica tras la
ingesta, tanto en disoluciones acuosas como en alimentos. Estos compuestos o
microorganismos podrian ser por tanto, una alternativa viable para la reduccion de
la exposicion oral a Hg. Tal y como hemos indicado a lo largo de la tesis, las
interacciones in vitro de estas estrategias con las formas mercuriales pueden
experimentar importantes modificaciones in vivo debido a la composiciéon del
lumen y a toda una serie de factores propios del individuo. La mayoria de
estrategias exitosas in vitro tiene como base la formacién de complejos con las
formas mercuriales o la captacion de las mismas en el caso de las bacterias lacticas
y levaduras. Estos complejos o uniones pueden verse alterados por los distintos
procesos que ocurren en el tracto gastrointestinal, sin olvidar el metabolismo
presistémico mediado por la microbiota intestinal y las células epiteliales del
intestino. Por tanto, es necesario evaluar si estas reducciones de la

biodisponibilidad se producen in vivo.

En este capitulo se ha abordado este objetivo empleando tres componentes de la
dieta (Cys, acido tanico y HPMC) y dos cepas de bacterias lacticas (BL23 y BL.17)
seleccionadas en base a los resultados de los capitulos anteriores. De los
componentes alimentarios finalmente seleccionados, el acido tanico y la HPMC
han producido reducciones importantes de la cantidad de Hg solubilizada durante
la digestion (capitulo 2), mientras que la Cys no reduce la bioaccesibilidad, pero
disminuye considerablemente el transporte y la acumulacion de Hg(Il) y CH3;Hg en
las células intestinales (capitulo 4). En el caso de las bacterias se ha evidenciado
que ambas cepas son capaces de retener una gran parte del Hg adicionado en forma
de patrones acuosos o del Hg presente en algunos alimentos (capitulo 3), influyendo

en el transporte a través de las células intestinales (capitulo 4).
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RESULTADOS

1. EVALUACION DE LA BIODISPONIBILIDAD DE DISOLUCIONES
PATRON DE MERCURIO

Los ensayos iniciales realizados empleando distintas concentraciones de las formas
mercuriales (0,1-1 mg/kg pc) tenian como objetivo seleccionar las concentraciones
mas bajas que permitieran la cuantificacidon del metal en un rango adecuado para
considerar los datos robustos y fiables. Las concentraciones de inicio se eligieron

teniendo en cuenta los estudios toxicoldgicos existentes en ratones.

La dosis letal 50 (LDso) reportada en ratones para el Hg(Il) oscila entre 33 y 52
mg/kg pc, dependiendo de la sal de Hg analizada. Nielsen ef al. (1991) muestran
que en una exposicion unica por sonda gastrica no existen efectos a nivel renal,
principal 6rgano diana del Hg(II), a concentraciones iguales o inferiores a 5 mg/kg
pc. Exposiciones mas prolongadas (26 semanas) a dosis entre 1,25 y 20 mg/kg
pc/dia por sonda muestran vacuolizacion citoplasmatica del epitelio del tubulo renal
en ratones expuestos a concentraciones iguales o superiores a 3,7 mg/kg pc/dia
(NTP, 1993). Se ha propuesto una NOAEL (dosis en la que no se ponen de
manifiesto efectos adversos) de 0,93 mg/kg pc/dia para efectos renales en roedores

expuestos por sonda a Hg(II) durante 14 dias (NTP, 1993).

La LDsodel CH3Hg reportada en ratones es de 57,6 mg/kg pc (Young, 1992), Se
han evidenciado efectos neurotdxicos en animales expuestos durante 60 dias a
concentraciones iguales o mayores a 1 mg/kg pc/dia via sonda géstrica (Young,
1992). Los estudios en ratones muestran LOAELs (dosis donde se observan efectos
adversos minimos) para efectos neurotoxicos de 4 mg/kg pc/dia para una

exposicion de 7 dias y 0,6 mg/kg pc/dia para una exposicion de 2 afios (NRC, 2000).
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Atendiendo a los datos bibliograficos expuestos podemos decir que el rango de
concentraciones de Hg seleccionado para este estudio no debe conllevar toxicidad,
al menos durante el periodo de tratamiento planteado (48-72 h). Las figuras 51 y
52 muestran la concentracion del Hg plasmatico a distintos tiempos tras la

administracién de una tnica dosis de Hg(Il) y CH3Hg respectivamente.
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Figura 51. Concentracion de Hg en plasma en funcion del tiempo en ratones expuestos a

Hg(II). Valores expresados como ng Hg/mL (media + SD, n=5).
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Figura 52. Concentracion de Hg en plasma en funcién del tiempo en ratones expuestos a

CH3Hg. Valores expresados como ng Hg/mL (media + SD, n=5).

Los resultados obtenidos muestran que la llegada a plasma del Hg es detectable
en todos los ensayos, exceptuando la concentracion mas baja de Hg(I) (0,1 mg/kg
pc). Para el Hg(ll) se observan diferencias importantes entre las dos
concentraciones mas elevadas. Para el CH3Hg, la cantidad de Hg en plasma es muy
inferior en los ratones dosificados con 0,1 mg/kg pc, mientras que en las otras dosis

no existen diferencias estadisticamente significativas.

En todas las condiciones ensayadas, la concentracion plasmatica de Hg(II) es
muy inferior a la obtenida para el CHs;Hg. Estos datos coinciden con los de otros

autores que evidencian que la biodisponibilidad de la forma organica es mucho
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mayor que la del Hg(Il) (Sasser et al., 1978; Walsh, 1982; Endo et al., 2003). El
area debajo de la curva (AUC) obtenida de las representaciones anteriores muestra
claramente las variaciones de la exposicidon plasmatica con la concentracion y la
mayor absorcion de la forma orgéanica de Hg [figura 53 para Hg(Il) y figura 54 para
CH;Hg].

Los resultados muestran que para el Hg(II) existen diferencias entre las AUC de
las dos concentraciones mas elevadas mientras que para el CH3;Hg las
concentraciones mas elevadas presentan AUC similares y muy diferentes a las de
los animales dosificados con 0,1 mg/kg pc. Atendiendo a estos resultados podemos
concluir que se puede trabajar en el rango 0,5-1 mg/kg pc para Hg(Il) y entre 0,1 y
1 mg/kg pc para CH3Hg, sin que existan problemas de toxicidad detectables y

obteniendo concentraciones de Hg en plasma cuantificables.
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Figura 53. Valores del area debajo de la curva (AUC) en funcion de la concentracion de

Hg(II). Valores expresados como pg Hg/mL/min (media + SD, n=5).
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Figura 54. Valores del area debajo de la curva (AUC) en funcién de la concentracion de

CH3Hg. Valores expresados como pg Hg/mL/min (media = SD, n=5).

2. EFECTO DE LOS COMPONENTES ALIMENTARIOS SOBRE LA
TOXICOCINETICA DE LAS DISOLUCIONES PATRON DE MERCURIO

2.1. Efecto de los componentes alimentarios sobre la biodisponibilidad

Los resultados de la dosificacion de los animales con Hg(II) (1 mg/kg pc) o CHsHg
(0,1 mg/kg pc) combinado con los tres componentes alimentarios seleccionados se
muestran en las figuras 55 y 56 respectivamente. Los datos del AUC indican que
los animales tratados con Cys (4 mmol/kg pc) presentan concentraciones menores
de Hg en sangre para ambas formas mercuriales. Los tratamientos con acido tanico
y HPMC no suponen reducciones estadisticamente significativas de los niveles

plasmaticos.
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Figura 55. Valores del area debajo de la curva (AUC) de ratones tratados con Hg(Il) y
componentes alimentarios. Datos obtenidos tras una tinica dosis de Hg(II) (1 mg/kg pc) por
sonda géstrica en ausencia o presencia de componentes alimentarios. Valores expresados
como pg Hg/mL/min (media + SD, n=5). Los asteriscos muestran reducciones significativas

con respecto a los animales expuestos solo con Hg(II) (p < 0,05).
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Figura 56. Valores del area debajo de la curva (AUC) de ratones tratados con CH3;Hg y
componentes alimentarios. Datos obtenidos tras una dosis unica de CH3Hg (0,1 mg/kg pc)
por sonda gastrica en ausencia o presencia de componentes alimentarios. Valores
expresados como pg Hg/mL/min (media + SD, n=5). Los asteriscos muestran reducciones

significativas con respecto a los animales expuestos s6lo con CH3Hg (p < 0,05).

Las biodisponibilidades relativas calculadas al comparar las areas de las co-
exposiciones con las de los controles tratados s6lo con Hg se muestran en la tabla
23. Los tratamientos con Cys producen reducciones significativas de Ia
biodisponibilidad tanto en los animales tratados con Hg(Il) (mediana: 52%) como
en los expuestos a CH3Hg (mediana: 22%). El resto de tratamientos a las
concentraciones y tiempos ensayados no son eficaces en la reduccion de la

biodisponibilidad.
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F% [Hg(ID)] F% (CH:Hg)
Componentes alimentarios
Acido tanico 71+25 121 + 34
Cisteina 51+ 10%* 68 + 19%*
HPMC 129 +30 128 £18

Tabla 23. Biodisponibilidad relativa (F) del Hg(II) y CH3Hg en animales co-expuestos a
las formas mercuriales y componentes alimentarios. Valores expresados como porcentajes
respecto a los animales tratados Unicamente con las formas mercuriales y obtenidos
mediante la aplicacion de la ecuacion 4 (media = SD, n=5). Los asteriscos muestran

reducciones significativas con respecto a los animales expuestos s6lo con Hg (p < 0,05).

2.2. Efecto de los componentes alimentarios sobre la excrecion fecal

La tabla 24 muestra la excrecion fecal de ratones expuestos a Hg(II) y CH3Hg en
presencia o ausencia de los componentes alimentarios. Para el Hg(I) no se
recogieron las heces 5 h tras la dosificacion, por tanto, sélo se ha analizado la
excrecion 24 h tras la primera dosificacion. Los resultados muestran un aumento
estadisticamente significativo de los contenidos de Hg en las heces de los animales
co-expuestos con HPMC. En los tratamientos con Cys y tanico se observan
medianas superiores a los controles tratados s6lo con Hg(II); sin embargo, debido
a la variabilidad entre individuos no se obtiene diferencias estadisticamente

significativas.

El efecto de los tratamientos con los componentes alimentarios sobre la
excrecion de CH3;Hg es mas evidente, especialmente 5 h después de la dosificacion.

La magnitud de los incrementos de Hg en heces es especialmente notable con el
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acido tanico que aumenta la excrecion hasta un 500%

tratados solo con CH3Hg.

respecto a los animales

Tratamiento Excrecion fecal Excrecion fecal
(5 h, ng/g) (24 h, ng/g)
Sin componentes n.a 1623-2159
i ’ (1735)
Acido tani 1366-6310
Acido tanico n.a (2389)
Hg(1l
o Cisteina na 1385-4017
' (2935)
11901-29603*
e e (20752)
Sin componente 26,2-68,1 79,5-167,1
P (37,7) (107,6)
Aoida tAn; 160,2-261,6* 9,6-91,5
Acido tanico (202.4) (5.9
CH}Hg
Cisteina 37,6-71,7 70,8-163,0
(57.4) (79,7)
62,1-317,2* 81,5-93,1
feme (90,4) (83.5)

Tabla 24. Excrecion fecal en ratones expuestos a Hg y componentes alimentarios.
Concentracion de Hg en heces de animales tratados con Hg(II) (1 mg/kg pc) o CH3;Hg (0,1
mg/kg pc) por sonda géastrica en ausencia o presencia de componentes alimentarios tras 5y
24 horas de la primera dosificacion. Valores expresados como ng Hg/g de heces (rangos y
medianas en paréntesis, n=3-5). Los asteriscos muestran reducciones significativas con

respecto a los animales expuestos s6lo con Hg (p < 0,05); n.a, no analizado.

Los aumentos de la eliminacion fecal observados para algunos tratamientos no
se correlacionan con reducciones de la biodisponibilidad relativa (seccion 2.1 del
presente capitulo) y de la acumulacion tisular (seccién 2.3). Posiblemente este

hecho sea debido a la elevada variabilidad interindividual que impide que se
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obtengan datos concluyentes. Este hecho nos indica que es necesario emplear un

mayor numero de animales por condicion.

2.3. Efecto de los componentes alimentarios sobre la acumulacion tisular

La figura 57 (A, B y C) muestra la acumulacion tisular en ratones tras 3 dias de
exposicion a Hg(Il) y CHs;Hg, en presencia o ausencia de los componentes
alimentarios testados. Los animales tratados con Hg(II) han sido expuestos a dosis
superiores (1 mg/kg pc) que los animales tratados con CHszHg (0,1 mg/kg pc), sin
embargo esto no se evidencia en la acumulacion en higado (figura 57A) y cerebro
(figura 57C). Unicamente se observa una mayor concentracion de Hg en el rifién
de los animales tratados con Hg(II) respecto a los tratados con CH3Hg (13 veces)
(figura 57B). En general, los animales tratados con la forma organica presentan una
menor variabilidad interindividual, hecho que puede ser debido a que a una menor

dosificacion no se producen fendmenos de saturacion y/o toxicidad.

La variabilidad existente en los animales tratados con Hg(Il) dificulta el analisis
estadistico, no observandose diferencias entre tratamientos en la mayoria de los
casos. Asi, la mediana de acumulacion hepatica del tratamiento con Hg(II) (3,1
ng/g) es muy superior a la de las co-exposiciones con acido tanico (1,4 ng/g) y Cys
(1,4 ng/g), si bien las diferencias no son significativas (figura 57A). Del mismo
modo, la acumulacion renal de los animales tratados so6lo con Hg(II) (34,6 pg/g) es
mas elevada que los tratamientos en presencia de los componentes alimentarios
(4cido tanico: 26,5 ng/g; Cys: 20,5 ug/g; HPMC: 16,8 ng/g), no existiendo tampoco
diferencias estadisticamente significativas (figura 57B). So6lo se evidencia una
reduccion estadisticamente significativa en el cerebro de ratones tratados con Cys

(66-75%, mediana: 67%) (figura 57C).
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Figura 57. Acumulacién tisular en ratones expuestos a Hg(Il) o CH3sHg y componentes
alimentarios. Concentracion de Hg en higado (57A), rifiones (57B) y cerebro (57C) de
animales tratados con Hg(II) (1,0 mg/kg pc) o CH3Hg (0,1 mg/kg pc) por sonda gastrica en
ausencia o presencia de componentes alimentarios. Valores expresados como ng Hg/g
(media + SD, n=5). Los asteriscos muestran reducciones significativas con respecto a los

animales expuestos s6lo con Hg (p < 0,05).
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Figura 57. Continuacion.
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Para los animales tratados con CHsHg, las diferencias entre las medianas de
acumulacion en 6rganos de los distintos tratamientos son menores; sin embargo, si
se evidencian diferencias estadisticamente significativas para algunos tratamientos.
Hay una reduccion del contenido de Hg en higado (21-54%, mediana: 34%) en
animales tratados con tanico/CHsHg (mediana: 0,76 pg/g) con respecto a los
expuestos unicamente con CH3Hg (mediana: 1,20 pg/g) (figura 57A). También se
observa una disminucion significativa de la acumulacion renal (18-36%; mediana:
30%) en los tratamientos con Cys (mediana Cys/CHs3Hg: 1,55 pg/g; mediana
CHsHg: 2,17 pg/g) (figura 57B). Asimismo, hay que indicar que el tratamiento con
Cys supone un aumento de la concentracion de Hg en el cerebro (mediana: 175
ng/g) respecto a los animales tratados solo con la forma organica de Hg (mediana:

115 ng/g) (figura 57C).

3. EFECTO DE LAS BACTERIAS LACTICAS SOBRE LA
TOXICOCINETICA DE DISOLUCIONES PATRON DE MERCURIO

3.1. Efecto de las bacterias licticas sobre la biodisponibilidad

Teniendo en cuenta la alta variabilidad interindividual de los parametros evaluados
en los estudios con componentes alimentarios, los ensayos con bacterias lacticas se
llevaron a cabo aumentando el nimero de animales por condicidon (n=7). Las AUC
de los animales tratados con Hg(Il) y CHs;Hg en presencia o ausencia de las
bacterias lacticas se muestran en las figuras 58 y 59 respectivamente. Los
tratamientos con bacterias lacticas no afectan la llegada de Hg(Il) a plasma, pero

reducen significativamente la llegada de CH3;Hg.
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Figura 58. Valores del area debajo de la curva (AUC) de ratones tratados con Hg(Il) y
bacterias lacticas. Datos obtenidos tras una dosis unica de Hg(II) (0,5 mg/kg pc) por sonda
gastrica en ausencia o presencia de bacterias lacticas. Valores expresados como pg
Hg/mL/min (media + SD, n=7).
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Figura 59. Valores del area debajo de la curva (AUC) de ratones tratados con CH3;Hg y
bacterias lacticas. Datos obtenidos tras una dosis unica de CH3Hg (0,5 mg/kg pc) por sonda
gastrica en ausencia o presencia de bacterias lacticas. Valores expresados como ug
Hg/mL/min (media + SD, n=7). Los asteriscos muestran reducciones significativas con

respecto a los animales expuestos s6lo con CHzHg (p < 0,05).

Las biodisponibilidades relativas de la forma organica (tabla 25) oscilan entre
36-75% para BL23 y entre 41-81% para BL17. En las condiciones ensayadas, las
bacterias son mas eficaces reduciendo la biodisponibilidad de CH3;Hg que los
componentes alimentarios; sin embargo, la Cys es mas eficaz disminuyendo la

biodisponibilidad del Hg(II) que las dos cepas de bacterias lacticas.
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F% [Hg(ID)] F% (CH:sHg)
Componentes alimentarios
BL23 89+ 11 61 £14%
BL17 108 £ 11 58 £ 17*

Tabla 25. Biodisponibilidad relativa (F) del Hg(II) y CH3Hg en animales co-expuestos a
las formas mercuriales y bacterias lacticas. Valores expresados como porcentajes respecto
a los animales tratados unicamente con las formas mercuriales y obtenidos mediante la
aplicacion de la ecuacion 4 (media + SD, n=7). Los asteriscos muestran reducciones

significativas con respecto a los animales expuestos s6lo con Hg (p < 0,05).

3.2. Efecto de las bacterias lacticas sobre la excrecion fecal

Las figuras 60 y 61 muestran la excrecion fecal de los ratones expuestos a Hg(Il) y
CH;3Hg respectivamente. Los datos evidencian que el pretratamiento con bacterias
lacticas y la posterior co-exposicion de los animales con Hg(Il) y bacterias no
influye sobre la excrecion de Hg inorgénico, a excepcion del tratamiento con BL17
el primer dia de exposicion, donde se observa un aumento de la excrecion fecal (16-
270%) respecto a la excrecion observada en los animales tratados s6lo con Hg(II).
Este aumento, sin embargo, no se refleja en la concentracién plasmatica de los
animales, que no presenta diferencias entre el grupo tratado con esta cepa y el

tratado unicamente con Hg(II) (tabla 25).

En el caso de CH3;Hg la situacion es diferente ya que para ambas bacterias se
observa un aumento estadisticamente significativo de la eliminacion fecal el tercer
dia de exposiciéon. La cepa BL17 genera un aumento respecto a los animales s6lo
tratados con Hg que oscila entre 38 y 106% (mediana: 72%), similar al resultante

del tratamiento con la cepa BL23 (rango: 13-124%, mediana: 68%).
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Figura 60. Excrecion fecal en ratones expuestos a Hg y bacterias lacticas. Concentracion
de Hg en heces de animales tratados con Hg(II) (0,5 mg/kg pc) (60A) o CH3Hg (0,5 mg/kg
pc) (60B) por sonda gastrica en ausencia o presencia de bacterias lacticas. Valores
expresados como ng Hg/g de heces (media + SD, n=7). Los asteriscos muestran reducciones

significativas con respecto a los animales expuestos s6lo con Hg (p < 0,05).
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Figura 60. Continuacion.

3.3. Efecto de las bacterias lacticas sobre la acumulacion tisular

La figura 61 muestra la acumulacion tisular en higado (61A), rifién (61B), intestino
(61C) y cerebro (61D) de los ratones expuestos durante 2 dias consecutivos a una
dosis diaria de Hg(IT) o CH3Hg (0,5 mg/kg pc) en ausencia o presencia de bacterias
lacticas. En este segundo ensayo es posible comparar las acumulaciones tisulares
de los animales tratados con las dos especies de Hg, ya que, a diferencia del ensayo
con componentes alimentarios, la dosis de exposicion ha sido la misma para ambas
formas quimicas. Teniendo en cuenta la diferencia en los niveles plasmaticos y en
la excrecion fecal entre las dos formas de Hg, es de esperar que la acumulacion

tisular sea mucho mayor para el CH3Hg. Esto es asi para el higado, intestino y
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cerebro; sin embargo, en rifién, la acumulacion de ambas formas no presenta
diferencias estadisticamente significativas. Tras 3 dias de dosificacion con CH3;Hg
la mediana de la acumulacioén tisular sigue la siguiente gradacion: rindn (3895
ng/g), higado (2534 ng/g), intestino (663 ng/g) y cerebro (271 ng/g). En los
animales expuestos a Hg(Il), la acumulacién sigue el mismo orden: rifion (2364

ng/g), higado (250 ng/g), intestino (108 ng/g) y cerebro (8 ng/g).
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Figura 61. Acumulacion tisular en ratones expuestos a Hg(II) o CH3Hg y bacterias lacticas.
Concentracion de Hg en higado (61A), rifiones (61B), intestino (61C) y cerebro (61D) de
animales tratados con Hg(I) (0,5 mg/kg pc) o CH3Hg (0,5 mg/kg pc) por sonda géstrica en
ausencia o presencia de bacterias lacticas. Valores expresados como ng Hg/g (media = SD,

n=7). Los asteriscos muestran reducciones significativas con respecto a los animales

expuestos s6lo con Hg (p < 0,05).
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Figura 61. Continuacion.
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Figura 61. Continuacion.

La comparacion de las medias de acumulacion en érganos de los animales
tratados con las especies mercuriales con respecto a los pretratados con bacterias
lacticas y posteriormente co-expuestos a bacterias lacticas/formas mercuriales no
arroja diferencias estadisticamente significativas. A diferencia de lo que ocurria en
el ensayo con componentes alimentarios, en este caso no existen diferencias tan
notables entre las medianas de los animales expuestos so6lo a las formas mercuriales

y los tratados con las bacterias lacticas.
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DISCUSION

La finalidad de la busqueda de estrategias dietarias es su aplicacion especialmente
en poblaciones donde existe una exposicion continuada a Hg. Tal y como se indica
en la introduccién (seccidon 6), los estudios sobre biomarcadores de exposicion
muestran que en determinadas zonas del planeta existen poblaciones altamente
expuestas debido a la actividad minera que contamina agua y alimentos o por un
consumo elevado de productos pesqueros. Por ello, los resultados favorables
obtenidos in vitro tienen que confirmarse in vivo constituyendo una etapa
obligatoria en el desarrollo de estrategias viables. El empleo de roedores en los
estudios de biodisponibilidad y acumulacion es una practica muy habitual cuando
se evaliian nutrientes y toxicos alimentarios. Existen estudios, sin embargo, que
indican que los roedores pueden no ser el modelo mas idoneo para la evaluacion de
la toxicocinética de metales. Weis y Lavelle (1991) apuntan como uno de los
principales problemas los habitos alimentarios de los roedores, tales como la
coprofagia, su forma continuada de comer que evita el vaciado estomacal y la
presencia de una microflora estomacal que digiere celulosa y otro tipo de materiales
no digeribles por el hombre. Este modelo animal, sin embargo, ha sido el mas
empleado en los estudios con Hg, los cuales muestran en numerosas ocasiones una
buena correlacion con lo que ocurre en humanos. Asi, los estudios en roedores
revelan que la forma inorganica se absorbe con una menor eficacia que la forma
organica (Sasser et al., 1978; Piotrowski et al., 1992) y esta misma tendencia se
observa en humanos (Smith y Farris, 1996). Los resultados obtenidos en el presente
capitulo en los animales expuestos unicamente a Hg(Il) y CH3Hg coinciden con los
descritos previamente en bibliografia. La forma orgénica se absorbe en mayor
medida que la inorganica, la cual se elimina mayoritariamente por heces, siendo los

6rganos con mayor acumulacion el higado y los rifiones.
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Los ensayos de bioaccesibilidad y biodisponibilidad de los capitulos 2 y 3
respectivamente han evidenciado que los compuestos y bacterias seleccionadas
para el ensayo con roedores producen una importante reduccion del Hg que podria
llegar a la circulacion sistémica, independientemente de la forma mercurial
analizada. Era por tanto esperable observar en los animales tratados con estas
estrategias una reduccion de la biodisponibilidad de Hg, acompaiiada de un
aumento de la excrecion fecal y una concentracién menor de Hg en los 6rganos
diana (higado, rifién e intestino). Sin embargo, esta situacion no se evidencia para

la mayoria de tratamientos ensayados.

Los resultados obtenidos tras la co-exposicion con los componentes
alimentarios muestran a la Cys y el acido tanico como las estrategias mas
prometedoras. La Cys produce una elevada reduccion de la biodisponibilidad de
ambas formas mercuriales y un aumento de su excrecion fecal. Se observa también,
una reduccion de la acumulacion renal en animales tratados con CH3;Hg y un
descenso del contenido de Hg en el cerebro de roedores dosificados con Hg(Il).
Ademas, los contenidos medios de Hg en el resto de tejidos son inferiores a los de
los animales tratados con Hg, si bien no existen diferencias estadisticamente
significativas. Se produce sin embargo, un aumento del contenido de Hg en cerebro
de animales co-expuestos a Cys y CHszHg que hace dudar sobre la posible
aplicacion de esta estrategia. Roos et al. (2010) muestran un efecto similar en
ratones co-expuestos durante 60 dias a CH3Hg y Cys mediante una administracion
intraperitoneal. Los autores evidencian un incremento en la acumulacién de Hg en
cerebro e higado y una disminucién en el contenido renal. Estos autores justifican
este efecto indicando que el transporte del complejo formado por CH3Hg-Cys
puede verse favorecido en determinados érganos. Este hecho debe comprobarse
previamente a cualquier otra modificacion del protocolo de dosificacion,

empleando un mayor nimero de animales por condicion. Aunque el aumento
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observado esta en el orden de ng/g, no deja de ser relevante, mas si tenemos en

cuenta que el sistema nervioso es el principal 6rgano diana para el metilmercurio.

El acido tanico, aunque no reduce significativamente la biodisponibilidad,
incrementa la excrecion fecal y reduce la acumulacion hepatica y cerebral de
animales tratados con CH3;Hg. Ademads, al igual que ocurre con la Cys, los
contenidos medios de la mayoria de tejidos son menores que los de los animales
tratados inicamente con Hg, si bien el andlisis estadistico no muestra variaciones
significativas. Ademas, el tratamiento con acido tanico no muestra un incremento
del contenido del metal en ningin tejido. La eficacia del acido tanico en la
reduccion de la acumulacion tisular en roedores se ha puesto de manifiesto para
otros metales, aunque en la mayoria de casos se emplean concentraciones de acido
tanico superiores a las testadas en este capitulo y tiempos de exposicion mas
prolongados. Asi, Winiarska-Mieczan et al. (2013) muestran un menor contenido
de Cd y Pb en pulmones y corazon de ratas tratadas diariamente con 2% de acido
tanico conjuntamente con Cd (0,5 mg/kg pc) o Pb (3 mg/kg pc) durante un periodo
de 6 a 12 semanas a través del agua de bebida. Tomaszewska et al. (2017)
evidencian que la eficacia de este polifenol en la reduccion de la acumulacion 6sea
de Cd depende de la dosis administrada, de hecho, no se observa a concentraciones
inferiores al 1,5%. La dosis empleada en el presente capitulo es de 0,39%, inferior
a las dosis empleadas en otros estudios. Estos datos apuntan a que posiblemente se
requieran mayores concentraciones de este tanino para observar efectos
significativos sobre la biodisponibilidad, excrecion y acumulacion de Hg(Il) y

CH;Hg.

El tratamiento con bacterias lacticas también evidencia resultados positivos, al
disminuir la biodisponibilidad y aumentar la excrecién fecal de CH3Hg. Aunque
las reducciones de la biodisponibilidad son importantes, este hecho no se refleja en
los contenidos de Hg en los 6rganos evaluados. Por otro lado, a la concentracion de

bacterias empleada en el presente capitulo (1 x 10° UFC/mL) no existen efectos
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significativos sobre la toxicocinética del Hg(Il). Recientemente Majlesi et al.
(2017) han mostrado que la dosificacién de Hg(Il) con Lactobacillus plantarum y
esporas de Bacillus coagulans (1 x 10° UFC/mL) reduce significativamente la
acumulacion de esta forma mercurial en higado y rifién tras 24 o 48 dias de
tratamiento. Esta diferencia con nuestros resultados puede deberse a la cepa
bacteriana, en nuestro estudio se emplean cepas de L. casei y L. acidophilus, o al
periodo de tratamiento, mucho mas elevado que el ensayado en el presente capitulo.
Respecto al tiempo de exposicidn, no existen ensayos que evalien la modulacidon
de la toxicocinética de Hg por parte de las bacterias lacticas en exposiciones agudas;
sin embargo, si se ha evidenciado la eficacia de L. plantarum en exposiciones
agudas a Cd (2 dias, 1.8 mg) (Zhai et al., 2013). Estos autores demuestran que la
pre-exposicion de los animales con las bacterias (1 x 10° UFC/mL durante 7 dias),
reduce significativamente la acumulacion hepatica y renal y aumenta la eliminacion
fecal de Cd administrado en disolucion salina. En cuanto a las cepas bacterianas
empleadas para reducir la absorcion y acumulacion de metales se ha constatado la
eficacia de L. plantarum (Zhai et al., 2013, 2015; Majlesi et al., 2017), Leuconsotoc
mesenteroides (Yi et al., 2017) y B. coagulans (Majlesi et al., 2017). No existen,
sin embargo, estudios donde se empleen las cepas ensayadas en este capitulo. Por
otro lado, Zhai et al. (2013) muestran que cepas que han sido eficaces reduciendo
la solubilidad de Cd in vitro no son finalmente capaces de modificar la
toxicocinética del metal cuando se trabaja con animales de experimentacidn.
Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, es necesario llevar a cabo mas
ensayos donde se modifique la forma de exposicion y posiblemente donde se evalte
la eficacia de otras cepas bacterianas, aquellas que en el capitulo 3 habian producido
una importante reduccion de la bioaccesibilidad de Hg desde patrones acuosos.
Asimismo, deben ensayarse in vivo cepas de levaduras, dado que también han

mostrado esta eficacia in vitro.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio evidencian las posibilidades que
presentan la Cys, el &cido tdnico y las cepas bacterianas como estrategias para la
disminucidn de la exposicion a Hg. Sin embargo, este estudio no es concluyente y
se necesitan mas ensayos donde se modifiquen variables tales como Ia
concentracion y el tiempo de exposicion, para poder afirmar que estamos ante
estrategias dietarias eficaces. Ademas, se requieren nuevos ensayos con otros
componentes como el GSH, otras cepas bacterianas y levaduras cuya capacidad
para quelar el Hg durante la digestion o evitar su transporte celular han sido
confirmados en los capitulos anteriores. Incluso se puede plantear el uso de
combinaciones de estrategias para que aumente la eficacia del tratamiento. Esto
permitira tener finalmente un mayor abanico de posibilidades para poder proponer

vias de reduccion de la exposicion oral a Hg.

Por otro lado, no hay que olvidar que los estudios in vivo sélo se han llevado a
cabo dosificando patrones acuosos, pero los principales contribuidores dietarios a
Hg son los alimentos y, por tanto, hay que encontrar también aquellas estrategias
eficaces reduciendo la absorcidon y acumulacion del Hg ingerido con los alimentos.
Los datos procedentes de los capitulos anteriores han puesto de manifiesto que es
necesario investigar esta forma de dosificacion, ya que no siempre se pueden

extrapolar los datos obtenidos con disoluciones acuosas.

Finalmente hay que indicar que el uso de los componentes de la dieta o de los
microorganismos ensayados en este capitulo se considera una estrategia viable, ya
que en la mayoria de los casos existen suplementos dietéticos o extractos vegetales
en el mercado con un elevado contenido de los mismos (capitulo 4) o existen
preparados lacteos que contienen los microrganismos ensayados, los cuales pueden
tomarse de forma continuada sin que esto suponga un problema para el consumidor.

Este es, sin duda, el objetivo final, la aplicacion de estos productos presentes en el
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mercado cuya seguridad esté testada. La eficacia de estos suplementos o extractos
también debe ser comprobado, ya que presentan una composiciéon muy diferente a
la de los compuestos puros, hecho que posiblemente podrian afectar a su interacion

con las formas mercuriales.
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Conclusiones generales

Los resultados obtenidos en la presente tesis han dado lugar a las siguientes

conclusiones para cada uno de los objetivos parciales planteados
1. Caracterizacion de la fraccion bioaccesible de alimentos

- La estimacién del riesgo asociado a la ingesta de Hg a través de los alimentos
varia al considerar la bioaccesibilidad en lugar de los contenidos en el producto y
también al incluir el aporte de Se en la evaluacion. Considerando estos pardmetros
se ha evidenciado que algunas de las muestras que superan los limites legislados y
cuyo consumo excede la IST podrian presentar un riesgo asociado menor, ya que
la fraccion bioaccesible de Hg es reducida y el ratio molar Se/Hg es mayor a la

unidad.

- La bioaccesibilidad de Hg se reduce a pHs mayores a 2, hecho que puede indicar
que determinados grupos poblacionales, en concreto nifios pequefios y mujeres
embarazadas, vean reducida la entrada de este elemento toxico al torrente
sanguineo. Son necesarios estudios in vivo para confirmar esta hipotesis, de gran
relevancia si se tiene en cuenta que estos son los grupos mas vulnerables al efecto

toxico del Hg.

- La digestion gastrointestinal no modifica la forma quimica del Hg.

2. Bisqueda de componentes alimentarios o cepas de Lactobacillus o S.

cerevisiae que reduzcan la bioaccesibilidad de Hg

- La integracién de derivados de celulosa, acido tanico, lignina o pectina en la dieta,
bien en forma de suplementos o bien adicionados a los alimentos, pueden ser
soluciones para reducir la entrada de Hg a la circulacion sistémica. La accion de
estos compuestos se debe posiblemente a la formacion de complejos de reducida

solubilidad con el Hg.

- Estos componentes de la dieta no modifican la forma quimica del Hg durante el

proceso digestivo, sin embargo, reducen la bioaccesibilidad de algunos elementos
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esenciales. Es necesario evaluar in vivo si este hecho supone una reduccion de los
niveles sistémicos de estos minerales, hecho que descartaria el uso de estos

compuestos como posibles estrategias para reducir la exposicion oral a Hg.

- Determinadas cepas de bacterias lacticas y levaduras S. cerevisiae son capaces de
captar Hg(Il) y CHsHg en las condiciones existentes en una digestion
gastrointestinal, posibilitando su utilizacion como estrategias para evitar la
absorcidn de este metal cuando se ingiera con agua y alimentos. La captacion del

Hg se debe principalmente a mecanismos de adsorcion superficial.

- Estos microorganismos de grado alimentario no son eficaces en la reduccion de
la bioaccesibilidad del Hg presente en productos pesqueros. Este hecho puede
deberse principalmente a la aparicion de complejos de Hg-Cys o Hg-polipéptidos

en el digerido que no sean facilmente captados por las bacterias y levaduras.

- Las bacterias y levaduras empleadas, a diferencia de lo que ocurre con los
componentes alimentarios, no afectan de forma destacable la bioaccesibilidad de

los elementos esenciales evaluados. Tampoco modifican la forma quimica del Hg.

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

intestinal

- Compuestos con grupos tiol (cisteina o GSH), flavonoides como la quercetina,
polifenoles como el acido tanico o extractos vegetales y suplementos ricos en los
mismos puede ser una estrategia adecuada para reducir la biodisponibilidad oral de
Hg, ya que todos estos compuestos reducen de forma significativa el transporte in
vitro de Hg en disolucion acuosa o del Hg presente en la fraccion bioaccesible de

productos pesqueros.

- Este efecto posiblemente es debido a la formacion de complejos con el Hg cuyo

transporte sea menor que el de las formas salinas del metal o a que estos compuestos
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compitan por los mismos mecanismos de internalizacion celular que las formas

mercuriales.

- Las bacterias lacticas y las cepas de S. cerevisiae ensayadas también reducen el
transporte de las especies quimicas de Hg en disolucioén acuosa, posiblemente por

su capacidad de captacién de las mismas.

- Las bacterias y levaduras también son capaces de reducir el transporte del Hg
presente en la fraccion bioaccesible de pez espada. El efecto puede deberse a una
modulacion de las uniones intercelulares que conlleve una reduccién de la
permeabilidad del Hg, ya que en presencia de estos microorganismos se evidencia

un aumento de la resistencia eléctrica transepitelial de la monocapa celular.

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

- Los resultados obtenidos en roedores evidencian las posibilidades que presentan
la cisteina y el 4cido tanico como agentes reductores de la exposicion a Hg. Sin
embargo, este estudio no es concluyente, ya que se requiere un mayor niimero de
individuos para que las variaciones observadas muestren una significacion
estadistica. Ademas, debe confirmarse que la cisteina no aumente la acumulacion
de CH3;Hg en el cerebro, hecho que impediria su aplicacion en poblaciones

expuestas.

- Las dos cepas de bacterias lacticas ensayadas reducen la biodisponibilidad y
aumentan la excrecion fecal de CH3;Hg; sin embargo, no afectan la toxicocinética
del Hg(II). Es necesario evaluar la eficacia de otras cepas de Lactobacillus e iniciar
los estudios con cepas de S. cerevisiae para obtener estrategias en base a estos

microorganimos utiles para la reduccion de ambas especies mercuriales.

- Adicionalmente son necesarios estudios donde se evaluen in vivo la eficacia de

estas estrategias cuando el Hg se ingiere con un alimento.
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