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Resumen

El presente articulo examina el proceso de bioacumulacion de selenio y su metabolismo en las células
de levadura. Los microorganismos en general pueden incorporar permanentemente elementos
presentes en su entorno aun cuando no sean estos necesarios para su metabolismo. Las células de
levadura en particular pueden enlazar Se en su estructura celular tanto en forma inorganica como
organica.

La bioacumulacién ocurre en dos etapas: el enlace intracelular del selenio y su posterior transporte
al interior de la célula. Durante este proceso el selenio sufre diferentes procesos de oxidacién,
reduccién, metilacién y sintesis de seleno proteinas que permiten la supervivencia de la célula en un
entorno agresivo como es la acumulacion de Se en el medio. Este mecanismo puede ayudar en
reducir los efectos del estres oxidativo en las enfermedades neuro degenerativas como las
enfermedad de Huntington o mal de San Vito.

Palabras clave: antioxidante inorganico, selenoproteinas, enfermedad de Huntington, metabolismo
microbiano, absorcion de metales

Abstract

Present paper examines the process for bioaccumulation of selenium and its metabolism in yeast
cells. Microorganisms in general can permanently bind different elements present in their
environment even when they were not needed for their metabolism. Yeast cells in particular can
build up Se in their structure both inorganic and organic species.

Bioaccumulation occurs in two steps: intracellular binding of selenium and its subsequent transport
to citoplasm. During the process selenium undergoes different oxidation, reduction, methylation and
synthesis of selenium proteins which allow the survival of cells in an aggressive environment as the
Se accumulation produces. This mechanism ncan help to reduce the effects of oxidative stress in
neuro degenerative diseases as Huntington or San Vitu’s dance.
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absorption
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Introduccion

La enfermedad de Huntington (HD) es un raro desorden neurovegetativo del sistema nervioso central
caracterizado por movimientos espasmadicos, disturbios siquidtricos y de conducta y finalmente
demencia, el conocido mal de San Vito (Bruyn GW, 1968). Su prevalencia en la poblacién caucdsica
se estima entre 1/10,000 y 1/20,000 (Bates et al, 2002, Walker 2007, Warby et al 2011) y la edad
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promedio para su debut oscila entre 30 y 50 afios. En algunos casos los sintomas empiezan desde los
20 afios con disturbios de comportamiento y dificultades de aprendizaje (Huntington Juvenil; JHD).
El sintoma cldsico es que los movimientos involuntarios se difunden a todos los musculos y asi, todos
los procesos sicomotores se retardan severamente, manifestdndose sintomas siquiatricos vy
declinacién cognitiva.

HD es una enfermedad autosémica hereditaria causada por la repeticién elongada de la secuencia
CAG (hasta 36 veces o mas) en la rama corta del cromosoma 4p16.3 en el gen correspondiente (gen
Huntingtiniano) (Anon, 1993). Mientras mayor sea la repeticion de la secuencia, mas temprana la
apariciéon de la enfermedad. Para los mas jévenes, la repeticidon con frecuencia excede las 55 veces
(Trottier et al, 1994). La diagnosis se basa en los sintomas clinicos en individuos con progenitors con
HD probada y confirmada por analisis de DNA. No existe cura para la enfermedad, solo paliativos para
mejorar la calidad de vida.

A pesar de esta realidad, sin embargo, la extensidon y severidad del dafio oxidativo en HD son hechos
bien reconocidos pero tal vez no apreciados en toda su magnitud (Johri y Beal, 2012). El dafio
oxidativo ocurre en los lipidos, proteinas y DNA y se ha sugerido que este Ultimo puede contribuir a
la expansion del CAG durante la reparacién del DNA (Kovtun et al, 2007). Los antioxidants son
efectivos en la reduccion de la progresion de la enfermedad en modelos de ratones transgénicos y
se mostraron promisorios en ensayos clinicos en humanos. Los sintomas de la enfermedad son:
movimientos espasmaodicos o de contorsion involuntarios (corea), problemas musculares, como
rigidez o contracturas musculares (distonia), movimientos oculares lentos o anormales, marcha,
postura y equilibrio afectados y dificultad en la produccion fisica del habla o para tragar.

El Selenio forma parte de un grupo de elementos traza necesarios para el adecuado funcionamiento
de un organismo. Es una parte importante de las selenoproteinas y varias enzimas que funcionan
como antioxidantes entre las que se encuentran la glutation peroxidasa (GPx), thioredoxin reductasa
(TRxR), y iodo thyronina deiodinasa (DIO), las que protegen la célula de los efectos dafiinos de los
radicales libres que se generan durante los procesos de oxidacion (Drutel et al 2013).

El Se inorganico en forma de selenito es asimilado de manera limitada por el organismo. La
incorporacion del Se en macromoléculas como proteinas o aminodcidos especificos , existentes en
pequefias cantidades en nuestro organismo, presentan mayores oportunidades de neutralizar los
radicales libres en los procesos oxidativos naturales (Lin, MT & Beal 2006).

Las levaduras son microorganismos eucariéticos que poseen un veloz metabolismo celulary por tanto
interactuan intensamente con el entorno extracelular. Una caracteristica intrinseca a las levaduras
producidas en un medio rico en nutrientes, es su corto tiempo de generaciéon —de 1.5 a 2.0 horas- lo
que se traduce en la duplicacion de la concentracién celular muy rapidamente.

Muchos elementos traza, entre ellos el Se son acumulados por las células de levaduras a partir del
medio (Kieliszek y Btazejak 2013; Schrauzer 2006). Las levaduras son ampliamente utilizadas tanto en
la produccién de alimentos como de forrajes y también en las industrias biotecnolégicas vy
farmacéuticas. Vale la pena mencionar que el mecanismo de acumulacién de Se y su conversion en
estructuras intracelulares no esta totalmente dilucidado.

Mecanismos de enlace externo de selenio

El enlace del Se extracelular se basa en la absorcidon quimica que involucra la formacion de enlaces
idnicos o el acomplejamiento de los iones de Se por algunos biopolimeros de la pared celular como
los grupos activos de proteinas, fosfolipidos y/o polisacéridos.

Hay que tener en cuenta que la pared celular de las levaduras representa entre 20 y 30% del su peso
secoy esta compuesta mayormente por polisacaridos (aprox 85 %) y proteinas (15 %) (Klis et al 2006,
Olas et al 2010, Levin & Moran 2011).

Los procesos fisico-quimicos juegan un papel fundamental en el enlace extracelular del Se. La
bioabsorcidn del selenio se debe a la presencia de grupos funcionales que exhiben carga negativa en
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la superficie de la pared celular como los grupos fosfodiéster (Klis et al 2002) entre otros. El alcance
de esta absorcién depende de la hidrofobicidad de las paredes celulares de la levadura que a su vez
depende de la proporcion entre sus componentes (Kordialik-Bogacka 2011).

La Fig 1 muestra el modo de transporte de Se a las células de levadura
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Fig 1 Transporte de selenio en forma de oxianion al interior celular (Rosen & Liu 2015)

Acumulacidn de Se intracelular

El proceso de acumulacidn de Se intracelularmente se produce por transporte activo. Para superar la
barrera que supone la impermeabilidad de la membrana se require un mecanismo especifico (Rosen
& Liu 2009). La mayoria de los estudios se han realizado con levaduras y bacterias encontrandose que
en células de levaduras cultivadas en glucosa vy fructosa, alcanzaron niveles de Se de 14 y 11mg/g,
respectivamente. Estos resultados sugieren que un medio rico en sacarosa puede ser apropiado para
la acumulacion de Se a partir de que la presencia de invertasa en las levaduras hidroliza este
disacdrido en glucosa y fructosa a partes iguales. Las melazas de cafla por su alto contenido en
sacarosa son un candidato preferente. Se ha informado igualmente y resulta por demas un dato de
suma importancia que la presencia de iones sulfato y sulfito en el medio de cultivo no afecta la
bioabsorcién de Se por S. cerevisiae. Observaciones publicadas por otros autores (Golubev & Golubev
2002) confirman la tolerancia de las levaduras a la presencia de Se en el medio depende de la
composicion de este y la presencia de aminodcidos sulfurados. Segun Demirci & Pometto (1999), una
relacion Se/S estimada de 4:1 en el medio es dptima para una bioacumulacion eficiente de Se en
forma organica.
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Resultados informados por Marinescu et al (2011) demostraron que el proceso de bioacumulacién
de Se tiene lugar en la fase logaritmica de crecimiento. Asi, la levadura Saccharomyces uvarum, la
utilizada en la preparacion de cervezas, cuando se cultivd en un medio de melazas suplementado con
selenito de sodio en concentraciones desde 30 a 180 mg/L, acumulé cantidades importantes de Se
que variaron entre 0.62 y 2.22 mg/g.. Ponce de Ledn et al (2002) realizaron estudios en los que
variaron los métodos de dosificacion de Se en S. cerevisiae. Los estudios demostraron que la mejor
manera de obtener levaduras ricas en Se en una de las formas mas favorables para su absorcién (L-
selenomethionina) fue afiadir dosis bajas de selenito sddico (de 10 a 50 mg/L) en la fase logaritmica
temprana alcanzandose alrededor de 2.4 mg/L en la biomasa celular. La temperatura y el pH juegan
también un rol importante en la bioabsorcion de Se en S. cerevisiae (27-30°C, pH = 5.8-6) (Yin et al
2010). La Fig 2 muestra la ruta metabdlica de Se en las células.
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Fig 2 Reduccion de selenio inorganico en la célula

Toxicidad del selenio

El selenio es toxico cuando se ingiere en concentraciones superiores a 300 pg/dia (Fairweather-Tait
et al 2011). Sus efectos téxicos se conocen desde hace mucho tiempo y depende de factores como
la forma quimica, la concentracién y las posibles transformaciones que puedan sufrir en su
interaccién con el medio.

Las formas organicas de los elementos suelen considerarse mas téxicas que las especies inorganicas,
por su naturaleza lipofilica, y asi poseer mayor facilidad para difundir rapidamente a través de las
membranas celulares. Sin embargo, muchas especies organicas de selenio son esenciales y forman
parte de las proteinas (SeMet, SMC y SeCys2), por lo que su toxicidad potencial es nula. Dentro de
las formas inorganicas, el selenio elemental parece ser el menos téxico por ser el mas insoluble y por
tanto dificilmente asimilable por los organismos. Las especies selenito y seleniato presentan toxicidad
semejante, otorgandoseles propiedades mutagénicas.

El selenio puede ser transportado en la cadena alimenticia hacia niveles superiores. Por ejemplo en
los sistemas acuaticos, la biomagnificacion de selenio oscila entre 2 y 6 érdenes de magnitud desde
el productor primario (fitoplancton, algas) hasta llegar a los animales y vertebrados .

En el hombre se desconocen los niveles exactos para producir la intoxicacion crdnica, pero se ha
observado que cantidades del orden de 2-8 mg/ kg son capaces de producir graves lesiones. Se han
registrado varios casos de envenenamiento por selenio con un consumo dietetico de 5 a 27 mg/ kg,
0 por exposicion industrial a seleniuros, didxidos de selenio y oxicloruro de selenio. Los sintomas de
selenosis por inhalacidn son mareos e irritacion de las membranas mucosas.
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Cuando la exposicién es elevada produce acumulacién de liquido en los pulmones, bronquitis,
neumonia, fiebre, dolor de garganta, conjuntivitis, vomitos, dolores abdominales, diarrea y expansion
del higado. Cuando es ingerido puede producir pelo quebradizo y ufias deformadas, sarpullidos, calor,
hinchamiento de la piel, dolores agudos.

El hecho de que el selenio pueda comportarse como elemento téxico o esencial en la bioquimica de
los seres vivos, dependiendo de su concentracion y sobre todo de su forma quimica, hace que sea
muy importante su estudio y control, con el fin de evitar desdrdenes biolégicos procedentes de la
administracion de un exceso o deficiencia en este elemento. En primer lugar, debido a que el selenio
se presenta en muestras biolégicas y medioambientales a niveles traza, es necesario el empleo de
técnicas de andlisis de elevada sensibilidad.

Por ello se ha estudiado su determinacién por espectrometria de masas con plasma de acoplamiento
inductivo (ICP-MS), a través de diferentes sistemas de introduccion de muestra: nebulizacion
neumatica convencional (CN) y generacién de hidruros (HG), en ambos casos, se ha estudiado la
introduccién de muestra en continuo y por inyeccion en flujo.

Meétodos de propagacion de microorganismos
La produccion de selenio levaduras puede ser llevada a cabo por medio de diferentes arreglos
tecnoldgicos y de operacién de los biorreactores.

Batch

La fermentacion por lotes (Batch) es ampliamente usada en las industrias bioldgicas incluyendo la
propagacion microbiana, metabolismo celular y la produccién de numerosos productos. En general
puede usarse para construir los modelos cinéticos de diferentes microorganismos y estudiar las
condiciones de produccién éptimas y de control de proceso (Fengxue & Min 2019). Si el producto
en estudio esta directamente asociado al crecimiento como es el caso de la produccién de biomasa
microbiana, proteinas unicelulares etc, se debe elongar la fase de crecimiento logaritmica lo mas
posible para incrementar la concentracion del producto de interés, de tratarse de un metabolito
secundario lo contrario es lo aconsejable.

En el caso de la acumulacién de Se en las células, no se trata de ninguno de éstos y el modelo resulta
util para el estudio de la cinética de incorporacion del Se y el andlisis de la influencia de las diferentes
condiciones de de fermentacion sobre la inhibicién del crecimiento entre otros aspectos. Para su
empleo como tecnologia de produccion, no parece aconsejable especialmente cuando de un
producto toxico se trata pues el modelo se basa en preparacién del medio de cultivo con la totalidad
de los nutrientes necesarios para el desarrollo del proceso completo: propagacion del cultivo y
acumulacion del producto de interés.

La Fig 3 muestra el modelo de crecimiento de un proceso batch tipico
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Fig 3 Cinética tipica del modelo de fermentacién por lotes. A Candida utilis; B Saccharomyces
cerevisiae (Kieliszek et al 2019)

Fed-Batch

El modo de propagacién fed-batch es operado generalmente con la adicién de nutrientes en dosis
pequefias lo que provoca un incremento constante en el volumen de cultivo. El cultivo por lote
conserva un volumen constante y se ha empleado para simular el crecimiento de microorganismos.
En este ultimo, la totalidad de los nutrientes han de ser cargados en el medio de cultivo desde el
inicio y asi la posible inhibicion por sustrato esta siempre latente.

En el caso de la incorporacién de Se en levaduras, el proceso de propagacion fed-batch parece ser el
mas apropiado (Nisamedtinov 2007) pues permite la dosificacion controlada del Se inorganico por
debajo del umbral de toxicidad para las células. Este modelo permite el control de todas las variables
del proceso, a saber: tasa de crecimento (u) y adicion de medio, pH, temperatura y control Redox,
dentro de los limites permisibles sin comprometer la propagacion celular (Yoshinaga et al 2018, Wang
et al 2018). La Fig 4 muestra una comparacion tipica entre los sistemas batch y batch incrementado
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Fig 4 Sistemas batch y batch incrementado de fermentacién

Cultivo continuo

Tanto el cultivo batch como el fed batch son cultivos cerrados; el cultivo abierto por antonomasia es
el quimiostato. Este es un cultivo en el que:

e el medio fresco es introducido continuamente a un flujo constante
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e el volumen de medio se mantiene constante a través de la extraccion del medio fermentado al
mismo flujo

e en este el suministro de un nutriente simple controla la tasa de crecimiento

Los cultivos en estado estacionario permiten un control preciso del crecimiento y el entorno celular.
Estos cultivos pueden extenderse por semanas e incluso meses dentro de estos entornos controlados
lo que lo hacen un sistema ideal para la obtencion de numerosos productos de interés industrial.

En este sistema, una vez alcanzado por cultivo batch una concentracién de células elevada, se
comienza a alimentar el sistema con los nutrientes necesarios para mantener constante el cultivo y
la composicién del producto. La ventaja de este sistema es la alta productividad horaria que presenta,
sin embargo cuando se trata de la incorporacién de un elemento ajeno al metabolismo celular como
es el caso del selenio, no parece ser el sistema idoneo. La inhibicién del crecimiento por la
alimentacién de compuestos selenados en el medio tiene un impacto negativo sobre la propagacién
celular al ser éste un elemento toxico. Como por definicion el cultivo continuo es un proceso abierto
en el que se presupone una tasa de crecimiento (1) determinada para un flujo de alimentacién de
nutrientes dado, se corre el peligro que la concentracién celular decrezca continuadamente en el
tiempo y el sistema entre en el proceso de wash out (concentracién celular = 0).
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Fig 5 Cultivo Continuo en Quimiostato (Moore D, Robson DG, Trinci AP. 21° Century Guidebook to
Fungi, 2" Ed. 2018 )

De acuerdo con las caracteristicas de los sistemas de fermentacion disponibles, el batch
incrementado (fed batch) parece ser el modelo idoneo para la obtencion de levaduras enriquecidas
en Se.

Determinacion de selenio

Se han empleado diversas técnicas de deteccidn para la determinacion del contenido total de selenio.

Entre ellas se pueden citar:

e HGAAS (Espectroscopia de Absorcion Atdmica por Generacion de Hidruros) este es un tipo de
espectroscopia de fluorescencia atomica para metales como As, Sby Se en el que estos elementos
se vaporizan en hidruros volatiles. Este método ha sido empleado para la determinacién de Se en
formulas infantiles y leche con buenos resultados (Pistén et al 2009)

e ElICP-MS (Espectrometria de Masa acoplada Inductivamente) es un tipo de espectrometria de
masa capaz de detectar metales y varios no metales en concentraciones tan bajas como
1/10% (parte por cuadrillon, ppq). Se alcanza esta sensibilidad ionizando la muestra por medio de
plasma acoplado inductivamente y usando después un espectrometro de masas para separar los
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iones y cuantificarlos. Es mas rapida, sensible y precisa que la AAS clasica pero introduce muchas
especies que interfieren como el argdn del plasma, componentes gaseosos del aire etc.
Aun asi, es la técnica de deteccion mas empleada para el analisis de elementos inorganicos en
alimentos por su elevada sensibilidady selectividad (Amman AA 2007).
La produccidon de levadura enriquecida en selenio puede llevarse a cabo a partir de numerosos
sustratos azucarados entre ellos el lactosuero producido durante la fabricacién de quesos por lo que
este sustrato puede ser un elemento de importancia en la lucha contra esta enfermedad.

Conclusiones

El metabolismo del selenio en las células de levadura es un proceso extremadamente complejo. Es
preciso un analisis mas exhaustivo de las formas y las transformaciones de los compuestos selenados
para una mejor comprensién de su acumulacién. El camino de éstos en la célula transita por la
reduccién continuada hasta llegar a selenuro que es el punto de partida para su incorporacion en las
proteinas en forma de selenometionina y selenocisteina. La formacion de éstos dependera de la
demanda para ser empleado o de lo contrario existe la posibilidad que parte se elimine por medio de
formas metiladas.

No obstante, la obtencidén de levaduras enrigquecidas en selenio para usarlas tal cual o en la
produccion de materiales proteinicos y minerales para ser suplementados en la dieta y superar
deficiencias metabdlicas de éste elemento esencial.
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