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Resumen

El habitar en zonas cercanas al desarrollo actividades mineras carboniferas y la
exposicion al polvillo de carbén, han sido asociadas con impactos al ecosistema,
apariciéon de enfermedades créonicas y mortalidad. Este estudio se enfoco en
probar que la exposicién a contaminantes derivados del polvillo de carbén
genera modificaciones en la integridad del genoma, procesos transcripcionales y
alteraciones en el desarrollo embrionario. Para esto, fueron determinados los
efectos genotodxicos y transcripcionales asociados con la exposiciéon a
contaminantes derivados de la mineria de carb6n en ratones silvestres (mus
musculus), células HepG2 y embriones de zebrafish (Danio rerio).

Inicialmente fue examinado el contenido de metales (Empleando voltametria) y
el estado transcripcional (mediante RT-PCR) de biomarcadores génicos
asociados con estrés oxidativo, transporte de metales y dafio al DNA, en el higado
de ratones silvestres (mus musculus) colectados cerca de las minas de carb6n
en La Loma y la Jagua (Departamento del Cesar), y comparados con aquellos
obtenidos en sitios de referencia (Valledupar). Posteriormente, fue preparado un
extracto de carbdén para determinar los efectos generados en células HepG2 y
embriones de Zebrafish. Las células fueron expuestas a concentraciones entre 5
y 100 ppm del extracto por 12 horas, usando DMSO como control negativo. MTT
y el ensayo cometa fueron usados para evaluar citotoxicidad y genotoxicidad
respectivamente y RT-PCR fue ulizada para cuantificar la expresidn relativa de
genes biomarcadores de estrés oxidativo, metabolismo de xenobioticos y dafio al
DNA. Finalmente, alteraciones en el desarrollo y cambios transcripcionales
fueron evaluados en los embriones expuestos a concentraciones entre 5 y 5000
ppm del extracto de carbén, empleando analisis microscépico, hibridacién in situ
y RNA-Seq.

La expresién de mRNA de NQO1, MT1, SOD1, MTZ2, and DDIT3 fue mas alta en el
higado de ratones silvestres (mus musculus) capturados en zonas mineras de La
Jagua y la Loma, que en el tejido hepatico de animales recolectados en el sitio de
referencia (Valledupar). Estos resultados podrian estar vinculados, entre otros
aspectos, con las altas conconcentraciones hepaticas de Cd, Cuy Zn, encontradas
también en los animales expuestos a actividades mineras carboniferas. Por otra
parte, diferentes concentraciones de extracto de carbén, no inducen cambios
significativos en la viabilidad de células HepG2 después de 12 horas de
exposicion, sin embargo, concentraciones entre 50 y 100 ppm producen
incremento significativo del indice de dafio genémico, al comparar con controles
negativos. Células HepG2 expuestas al extracto de carbon mostraron
alteraciones transcripcionales mediadas por AhR, cambios en el estado oxidativo
celular y efectos genotdxicos. La expresion de mRNA de CYP1A1 (Hasta 163



veces), NQO1 (Hasta 4.7 veces), y GADD45B (Hasta 4.7 veces) resulté ser mayor
en HepG2 expuestas que en los controles.

Concentraciones de extracto de carbon entre 50 y 250 ppm, son relacionadas con
alta mortalidad y malformaciones en embriones de zebrafish. Exposiciones entre
500 y 5000 ppm registraron porcentajes de supervivencia maximos de 20% y
aparicién de malformaciones en el 100% de los embriones sobrevivientes. Las
principales aberraciones fenotipicas en los embriones expuestos incluyen
malformaciones en cabeza, cola, cuerpo y corazén. La mezcla de contaminantes
en el extrado de carbén indujo en embriones de zebrafish, alteraciones
transcriptémicas asociadas con procesos de oxido-reduccién, metabolismo de
xenobioticos, filamentos intermedios, unién a calcio, interacciones ECM-receptor
y adhesion focal. Presumiblemente los mecanismos de toxicidad implicados
incluyen vias AhR-independientes y AhR-dependientes.

En conjunto, los resultados indican que los contaminantes asociados con las
actividades mineras carboniferas alteran los procesos transcripcionales de la
biota expuesta y causan alteraciones en el desarrollo embrionario de organismos
vertebrados. Los resultados de este trabajo permiten una comprension global de
los efectos moleculares, celulares, organicos y sistémicos potencialmente
asociados con la explotacion y uso del carbdn. Seguir avanzando en la bisqueda
de mas conocimiento cientifico sobre los riesgos adversos de la mineria de
carbdn, es el camino para que de forma conciente y racional se encuentre un
balance entre las ganancias econémicas y la salud humana y medio ambiental,
tanto a corto como a largo plazo.






La mineria de carbon:
Generalidades

La explotacién de combustibles fosiles ha sido una actividad primordial para el
desarrollo de la sociedad humana y el avance tecnolégico. Sin embargo, la
extraccion, transporte y uso de estas fuentes de energia, implican riesgos
ambientales y en la salud humana (Smith et al., 2013;Wilkinson et al., 2007). El
carb6n no es la excepcion, mas ain cuando es la segunda fuente de energia fosil
en el mundo, al emplearse principalmente para la generacién de energia
eléctrica, produccién de acero, manufactura de cemento y fabricacién de papel
(Alpern Boris and Lemos de Sousa M.J., 2002) Sin embargo, también es el
combustible mas contaminante en todas las etapas de su proceso productivo
(Mamurekli, 2010).

1.1.1 carbén: definicién, origen y tipos

El carbon es un combustible fésil, tipo roca sedimentaria compuesto
mayoritariamente por carbono, hidrégeno y oxigeno; constituyentes que hacen
parte de una mezcla compleja y heterogénea de material organico e inorganico
(Alpern Boris and Lemos de Sousa M.]., 2002;Vassilev and Vassileva, 2009).

El carb6n se generd a partir de restos vegetales prehistdricos autdctonos o
aléctonos de los yacimientos, sometidos inicialmente a descomposicién
microbiana y luego a presiones y temperaturas altas (Craqueo geotérmico),
durante millones de afios en el periodo carbonifero. Lignina y celulosa son las
principales biomoléculas de origen vegetal involucradas con la formacién del
carbdn, en el proceso denominado carbonificacidn, que permite la generacién de
diversos tipos de este mineral segiin su contenido carbonifero y energético:
Turba, Lignito, Sub-bituminoso, Bituminoso y Antracita (Elard and Leén, 2006).
La Figura 1 muestra el proceso de carbonificacién y los distintos tipos de carbdn.

Internacionalmente existen diversos parametros utilizados para clasificar el
carbodn, entre los que se destacan los establecidos por la “American Society for
Testing and Materials - ASTM”, “National Coal Board - NCB” y “United Nations
Economic Commission for Europe - UNECE”. En Colombia, la norma técnica NTC
4196, utiliza como referente la clasificaciéon estandar del carbén por rango
establecida por ASTM (ASTM-D388-777). Los estandares de ASTM clasifican al
carbon de acuerdo con su grado de metamorfismo o alteracion progresiva en la
serie natural desde turba hasta antracita (Ministerio de Minas y Energia, 2005).
En la Tabla 1 se muestra la clasificacion establecida por ASTM.



Carbonificaciéon
Incremento de presion y temperatura

Turba Lignito Sub-bituminoso Bituminoso Antracita

Incremento de contenido carbonifero y energético

Fig. 1. Proceso de Carbonificacion. Se representan los tipos de
carboén y su formacién secuencial.

Tabla 1. Clasificacion del carb6n por rango

TIPO Carbono fijo (%) | Poder Calorifico (Kcal/Kg)
Antracita 86 -98 >7.780
Bituminoso 45 - 86 5.800 - 7.780
Sub-Bituminoso 35-45 4.300-7.780
Lignito y Turba 25-35 2.200 - 4.300
Fuente: American Society for Testing and Materials (ASTM-D388-777). (Kcal-Kilocalorias; Kg-
Kilogramo)

1.1.2 Distribucion de las reservas de carbon

El Instituto Federal de Geociencia y recursos naturales BGR (Bundesanstalt fiir
Geowissenschaften und Rohstoffe), en su ultimo estudio de energia 2012,
avalado por la Agencia Internacional de Energia (IEA - International Energy
Agency), report6 un total de reservas de carb6on de 1.038 Gt (Gigatoneladas o
billones de toneladas) en todo el mundo, de las cuales alrededor de 755 Gt
corresponden a carbones de alto rango energético (Antracita y bituminoso) y
283 Gt a carbones de bajo rango tales como el lignito y sub-bituminoso. Los cinco
paises con las mas grandes reservas de carbén de alto rango son en orden
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decreciente: Estados Unidos, China, India, Rusia, Autralia. Por otra parte, los
principales paises conlas reservas de carbdn de bajo rango son Rusia, Australia,
Alemania, Estados Unidos y China (Andruleit et al., 2012). La Distribucion de las
principales reservas de carb6n en el mundo es mostrada en las Figura 2 y 3.

Colombia ocupa el lugar nimero 11 entre los paises con las mas grandes
reservas de carbdn de alto rango energético, con 4.9 Gt que representan el 0.6%
del total mundial. Al afio 2011, la produccién de carbén Colombiano alcanzé la
cifra de 85.8 Millones de toneladas (Mt), correspondiente al 1.3% del total de la
producciéon mundial de carboén de alto rango, lo que le permiti6 al pais exportar
79.3 Mt del mineral y posicionarse en el puesto nimero 5 entre los mayores
exportadores de carb6on de este tipo con una participaciéon del 7.3% en el
mercado mundial (Andruleit et al, 2012). En la Costa Caribe se encuentra el 90%
del carbon térmico del pais, principalmente en los departamentos de La Guajira,
Cesar y Cérdoba (Ministerio de Minas y Energia de Colombia, 2013). El carbon
de esta region es de tipo bituminoso alto en volatiles, de buena calidad desde el
punto de vista de su poder calorifico, con bajos contenidos de humedad, cenizas
y azufre, caracteristicas que lo hace competitivo en el mercado internacional
para ser utilizados en la industria y en la generacién de calor, vapory electricidad
(Ministerio de Minas y Energia, 2009).

1.1.3 Estructura quimica del carbon: Modelos moleculares

La estructura de carbén es compleja y varia mucho en funcién del origen y el
rango del carbén en particular examinado. Sin embargo, han surgido modelos
moleculares para explicar su estructura y propiedades. Entre estos, los modelos
moleculares para el carb6n de Wiser (1975), Solomon (1981) y Shinn (1984),
son reconocidos como los mas apropiados debido a la estabilidad energética y
flexibilidad de la estructura propuesta (Jurkiewicz, 1986;Kabe et al., 2004). En
los tres modelos, el componente principal es una gran estructura policiclica,
constituida por la condensacién de numerosos anillos aromaticos, cicloalcanos,
cadenas laterales alquilo, sustituyentes carbonilo, entre otros. En la Figura 4 se
presenta el modelo molecular del carb6n actualmente aceptado y propuesto por
Shinn.

1.1.4 Carbén: Aspectos minero - ambientales

La industria minera es un sector de la economia basado en agregarle valor
econdémico a los recursos del subsuelo, mediante una serie de actividades que se
inician con la exploracién geoldgica y los procesos de extracciéon del material
mineralizado (cielo abierto o subterranea), contindan con los de beneficio del
mineral o su transformacién en un producto derivado y finalizan con su
transporte y comercializaciéon (World Coal Association - WCA, 2013).
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Colombia *
4.9 Gt (0.6%)

Total de reservas de carbon tipo Bituminoso y Antracita. 754.6 Gt

Porcentaje de reservas en principales paises ( Estados Unidos, China, India, 80.6%
Rusia y Australia)

Porcentaje Otros paises (*Participacion de Colombia) 19.4%

Fig. 2. Distribucion mundial de las reservas de Carbdn de alto rango energético
(Bituminoso y Antracita) en 2011: Principales paises. Fuente: Instituto Federal de
Geociencia y recursos naturales (BGR) — Energy Study 2012.
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Alemania ¥
40 Gt (14.3%)

Total de reservas de carbon tipo Sub-bituminoso y Lignito 282.9 Gt
Porcentaje de reservas en principales paises ( Rusia, Australia, Alemania, 76.9%
Estados Unidos y China)

Porcentaje Otros paises 23.1%

Fig. 3. Distribucion mundial de las reservas de Carbdn de bajo rango energético
(Sub-bituminoso y Lignito) en 2011: Principales paises. Fuente: Instituto Federal de
Geociencia y recursos naturales (BGR) — Energy Study 2012.

13



Figura 4. Estructura del
carbén: Modelo Molecular
de Shinn (1984).

El carbén constituye un importante recurso minero, que ha contribuido
continuamente en el desarrollo de gran variedad de tecnologias que trascienden
en la forma de vida de la humanidad. Aspectos tales como la comunicacidn, la
movilizacién y el acceso rapido a la informacién, han progresado gracias a la
energia proporcionada por el carbén, y aunque existen fuentes alternativas de
energia, tales como el gas natural, la energia e6lica, hidroeléctrica y la nuclear, el
bajo costo del carbdén ha sido un punto a favor en la seleccién de su uso. Pero
inevitablemente, existen efectos negativos y consecuencias econdmicas
derivadas de la exposicién a los contaminantes asociados con la mineria y que
afectan la salud de comunidades, la integridad ecolégica y el clima global
(Epstein et al., 2011;Morrice and Colagiuri, 2013).

Los principales contaminantes asociados con la actividad minera carbonifera
incluyen a los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH - Polycyclic aromatic
hydrocarbon), metales pesados y material particulado (PM) (Miller and
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Maccalman, 2010). Estos y otros compuestos organicos e inorganicos presentes
en el carb6n y formados durante su combustion pueden ser liberados al medio
ambiente, afectando diversos ecosistemas (Keating, 2001).

La presencia de PAH en el carbén se relaciona con su biogénesis y estructura
policiclica aromadtica caracteristica. Estudios realizados en paises como
Alemania, Canad3, Estados Unidos, Francia, Jap6n, China y Brasil han reportado
la presencia de PAHs en carbdn. De estas, un nimero limitado de publicaciones
reporta datos cuantitativos de concentraciones variables de PAH, entre 1 y 2500
mg/Kg (Achten and Hofmann, 2009;Pies et al., 2008;Stout and Graan, 2010;Yang
etal,2008). Entre los PAHs detectados en el carbén se incluyen los 16-EPA-PAH,
contaminantes prioritarios establecidos por US-EPA (Agencia de Proteccion
ambiental de los Estados Unidos).

Los PAH son un grupo de hidrocarburos conformados por dos o mas anillos
aromaticos unidos de forma de racimos, lineales o angulares, caracterizados por
su baja solubilidad en agua y alta solubilidad en disolventes organicos. El
naftaleno corresponde a la molécula mas pequefia perteneciente a este grupo, la
cual junto con otros 15 PAH, hacen parte del listado de los 126 contaminantes
prioritarios establecidos por la US-EPA. Benzo[a]antraceno y Benzo[a]pireno
son ejemplos de estos contaminantes asociados con patologias como el cancer
(Ming-Ho, 2005;Moldoveanu, 2010;Walker, 2001).

El carbén, como roca sedimentaria, también ha sido reportado como fuente
natural y antropogénica de metales pesados. El término “Metales pesados” es
empleado para agrupar de forma general elementos metalicos y metaloides con
densidad atémica alta (>4 g/cm3 o mas de 5 veces mayor que la del agua) y se
caracterizan porque a bajas concentraciones generan efectos tdxicos o de
envenenamiento. Metales tales como arsénico (As), plomo (Pb), mercurio (Hg),
niquel (Ni), vanadio (V), berilio (Be), cadmio, bario (Ba), cromo (Cr), cobre (Cu),
molibdeno (Mo), zinc y selenio (Se) son contaminantes asociados con el carbén,
asf como los is6topos radiactivos de origen natural radio (Ra), uranio (U) y torio
(Th).

Durante los proceso de explotaciéon minera carbonifera, se originan aguas de
drenaje con metales pesados a consecuencia de la remocién de grandes
cantidades carb6n y material mineral asociado. La eliminacién de estos
elementos es un desafio ambiental para el sector minero, que debe minimizar su
impacto en el ecosistema acuatico y el suelo (Baird et al, 2005;Cui et al,
2011;Wang et al, 2010). En el medio acuatico, los metales existen en equilibrio
entre su forma libre (iones disueltos, compuestos organicos e inorganicos,
incluyendo metil- metales, hidroximetil-metales, huminico-metales, asi como los
carbonatos, sulfatos, cloruros y bicarbonatos metéalicos) y unido a través de
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dominios O- a la superficie de organismos vivos tales como algas unicelulares y
particulas inertes como en el caso de la arcilla (Bjerregaard and Andersen, 2007).

Adicionalmente, la extraccion y transporte de mineral liberan particulas de todos
los tamafios, siendo la mayoria incorporadas al aire, formando particulas
suspendidas totales (PST). Entre las PST se encuentran diferentes tipos de
acuerdo a su tamafio: PM10 (<10 micrémetros), PM2.5 o particulas finas (< 2.5
micrémetros) y PMO0.1 o particulas ultrafinas (< 0.1 micrémetros) (Ghose and
Majee, 2002;Ghose, 2007;Ghose and Majee, 2007;0rem and Finkelman, 2004).

El material particulado es caracterizado por ser un fragmento sélido pequefio
constituido por una mezcla compleja de varios materiales tales como metales,
hollin, tierra, polvo, o una combinacién de estos. Por lo tanto, cuando se
consideran los posibles efectos téxicos del polvillo de carbén, se esta
considerando la toxicidad de los minerales y otros contaminantes ambientales
que pueden ser absorbidos y estan asociados en el polvillo de carbdn (Jones et
al., 2002). Los niveles de PM en la atmdsfera son reportados en microgramos de
particulas por metro cubico (pug/ms3) y organizaciones como EPA y La Union
Europea (EU), establecen los valores estandares permisibles de estos
contaminantes del aire, basandose en la evidencia sobre su impacto en la salud
tras su inhalacion (Ming-Ho, 2005).

El impacto de la mineria del carbén en el medio ambiente varia si la mina es
activa o abandonada, los métodos de extraccién utilizados y las condiciones
geoldgicas de su ubicacién, sin embargo, en todos los casos tendra efectos lesivos
en organismos vegetales, animales y en seres humanos, ya sea por destruccién
del habitat o por la liberacién de contaminantes al ambiente (Keating, 2001). En
general, el espectro de impactos medioambientales de la mineria carbonifera es
presentado en la Figura 5 e incluye accidentes en minas, subsidencia minera
(hundimiento y erosion del terreno), cambios en la hidrologia de aguas
subterraneas, contaminacién del agua y generacion de drenajes acidos y salinos,
alteraciones visuales en el ecosistema préximo a la mina, acumulacién de
escombros, contaminacién del aire, entre otros (Mamurekli, 2010).

En cuanto a los accidentes en minas de carbdn, sus principales causas son las
fugas de gas, derrumbes, incendios y explosiones. En el afio 2012, China reporto
1384 muertes por accidentes ocurridos en minas carboniferas (China Labour
Bulletin, 2013), cifras que sobrepasan a otros paises de importancia, tal como
Estados Unidos, con reportes de seguridad sefialan un promedio de 24 muertes
al afio en los udltimos cinco afios (Mine Safety and Health Administration, 2013).
En Colombia, la Agencia Nacional de Minerfa reporté en 2011 un total 127
personas fallecidas en emergencias mineras. En el afio 2012 los accidentes
generaron 101 muertos y en el primer trimestre de 2013 ya se han reportado 14
defunciones de mineros. De las anteriores cifras, el 90% de las pérdidas humanas
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fueron originadas por accidentes en minas de carbén (Agencia Nacional de
mineria, 2013).

—  CONTAMINACION AMBIENTAL ALTERACIONESEN EL PAISAJE  —
CONTAMINACION DEL Emisicn de gases Hundimiento de || ¢35 nENCIA MINERA —]
- — deinvernaderoy terrenos
AIRE ,
particulas
Construcciones
E Drenajes con mineras y traslado CAMBIOS
|| CONTAMINACION DEL [ | | .ioes pesados de poblaciones | URBANISTICOS —]
AGUA disueltos. nativas
4 Partl'culqs y Eliminacion de
|| CONTAMINACION DEL L dr.enajesd | vegetaciony || CAMBIOS EI}I TS
SUELD provenientes de [a disminucién VEGETACION
mina. agricola.
. - Produccidny p
Polvillo de Carbén scumulacionde —  ACUMULACION DE
escombros. RESIDUOS

-

AFECTACION DE LA BIOTA Y LA SALUD FiSICA, MENTAL Y SOCIAL DE LAS COMUNIDADES CERCANAS A LAS MINAS

Fig. 5. Efectos medio-ambientales de la mineria carbonifera.

El hundimiento de suelo sobre las minas de carbéon subterraneas (subsidencia)
es otro impacto ambiental que puede afectar la seguridad de organismos e
individuos de la zona, y alterar de multiples formas el terreno (Bian et al, 2010).
Recientemente ha sido reportado que la subsidencia en minas de carbén altera
la distribucién de los metales en el suelo, ya que concentraciones de metales
pesados como Cadmio (Cd) y Zinc (Zn) fueron encontradas mas altas en las zonas
de hundimiento, respecto a zonas no afectadas (Zhang et al., 2012).

Ademas de los hundimientos, han sido encontrados altos niveles de metales
pesados en muestras de suelo préximo a minas de carbén, generando un riesgo
potencial al ecosistema y a residentes locales (Liu et al,, 2013b;Shi et al., 2013).
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Elevadas concentraciones de As, Mn, Zn, Pb y Ti han sido reportadas en muestras
de suelo provenientes de regiones mineras carboniferas (Bhuiyan et al,
2010;Wang et al, 2010) y niveles séricos de cadmio considerados tdéxicos (>0.5
microgramos/dL), han sido encontrados en el 85% de los nifios que habitan en
poblaciones aledafias a minas de carbon, a consecuencia de la exposicion directa
o indirecta a suelos y ecosistemas acuaticos contaminados con los productos y/o
desechos de la mineria carbonifera (Yapici et al, 2006).

La mineria de carbdon produce descargas o drenajes acidos producto por la
reaccion de la pirita (FeS2), principal componente mineral presente en el carbon,
con el aire y el agua, formando acido sulftirico y hierro disuelto. Asociados a estos
drenajes, han sido reportados nuevos minerales de hierro amorfo e hidréxidos
que contienen elementos peligrosos, tales como As, Cr, Hg, Mo, Se, Pb, U, y otros
(Silva etal., 2013). Estos drenajes pueden tener como destino aguas superficiales
y/o subterraneas proximas al drea minera, convirtiéndose en una fuente
importante de contaminacion debido a su capacidad de disolver metales pesados
como cobre, plomo y mercurio en su recorrido por el terreno minero y
adyacente. Asi se generan cambios en la quimica del agua, reduciendo su calidad
y afectando el ecosistema acuatico (Bian et al., 2010).

Otro destacado impacto de la mineria carbonifera es la contaminacion del aire,
que se debe principalmente a emisiones particulas y gases (metano, diéxido de
azufre y 6xidos de nitrégeno) (Bian et al, 2010). Los diversos tipos de MP tienen
potenciales efectos adversos en la salud tras ser inhaladas, por lo que han sido
establecidos limites permisibles a fin de asegurar la calidad del aire respirable
(Ming-Ho, 2005). En Colombia, mediciones de PST realizadas en la regién minera
carbonifera de la costa norte del pais, han informado lecturas que exceden las
normas vigentes en poblaciones cercanas a la minas de carbén, por lo que los
individuos y la biota se encuentran expuestos a un aire contaminado con
particulas de alto potencial toxicolégico (Huertas et al, 2012a;Huertas et al,
2012b).

En resumen, la industria minera carbonifera es causante de accidentes que cobra
vidas humanas, es una reconocida fuente de contaminantes que afectan los
ecosistemas y genera fragmentaciones y cambios en el paisaje local debido a la
eliminacién de vegetacién autdctona, disminuciéon de territorios agricolas,
acumulacién de los residuos mineros y construccién de nuevos proyectos
urbanisticos (Bian et al,, 2010). Toda esta constelacién de efectos ambientales
generados por la mineria de carbdn, impacta en la biota y en la salud fisica,
mental y social de las comunidades que viven alrededor de las minas como se
tratard a continuacién (Morrice and Colagiuri, 2013).
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Mineria carbonifera:
Efectos sobre la salud
humana.

De acuerdo con lo revisado antes, existe una constelacion de efectos ambientales
asociados a la industria minera carbonifera, que finalmente trascienden en el
estado de salud de las personas y su calidad de vida. Existe evidencia de los
efectos a la salud de la mineria de carbén en trabajadores e individuos de
poblaciones cercanas a las minas. Incluso, paradéjicamente han sido observadas
desventajas socio-econdmicas en las poblaciones aledafias a la explotacién del
mineral (Zullig and Hendryx, 2011).

La Neumoconiosis es la principal y mas estudiada patologia en los mineros de
carboén, vinculada con la exposicion al material particular (Karkhanis and Joshi,
2013) y especificamente atribuida al contenido de hierro y silice del mineral
(McCunney et al., 2009;McCunney et al., 2011). Por otra parte, las enfermedades
cardiovasculares y el cancer son las patologias mayormente asociadas con la
extraccién de este mineral en poblaciones cercanas a las minas (Palmer et al,
2010). Finalmente, también existe evidencia de una probable asociacién entre
la produccién de carboén y la ocurrencia de defectos en el tubo neural en nifios
nacidos de madres expuestas (NTD- Neuronal tube Defects) (Liao et al., 2010).

1.2.1 Efectos pulmonares asociados con la exposiciéon al
polvillo de carbén

La exposicién material particular es una de las amenazas graves a la salud de
muchos trabajadores del sector industrial y minero. La toxicidad de estas
particulas depende de su tamafio y surge como consecuencia de varios factores,
entre estos, su propia naturaleza quimica, cuando contienen sustancias toxicas
tales como Pb, Cd, Ni, Hg, As o radionudcleos. También, las particulas pueden
absorber productos quimicos con diversos efectos téxicos e incrementar su
efecto lesivo, ya sea al aumentar su disponibilidad de ingreso por inhalacién o al
prolongar su tiempo de residencia en el sistema respiratorio. Por otra parte, si
existen altas concentraciones de particulas en el aire, se pueden generar
sobrecargas en el aparato mucociliar, lo que a su vez disminuye su remocién y
genera su retencion a nivel pulmonar desencadenando una respuesta
inflamatoria (Ghose, 2007;Ghose and Majee, 2007;Ming-Ho, 2005).
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La exposicion al polvo del carbén induce inflamacién alveolar que puede dar
origen a enfermedades pulmonares crénicas, tal como la neumoconiosis del
minero (Miller and Maccalman, 2010) y otras patologias relacionadas tales como
la enfermedad pulmonar obstructiva, enfisema, cancer y bronquitis crénica
(Cohen et al,, 2008;Cohn et al, 2010;Vallyathan et al, 2011). Incluso, algunos
investigadores han sugerido que existe progresién de la neumoconiosis en
trabajadores de las minas de carb6n atn después de su retiro (Kimura et al,
2010).

La neumoconiosis de minero, es una enfermedad causada por la inhalacién y
deposito pulmonar del polvillo de carbén, que usualmente contiene pequefias
cantidades de hierro y silice cristalina (cuarzo) y es caracterizada
principalmente por la degeneracién fibrosa (fibrosis) originada tras un proceso
inflamatorio (Borm et al, 2011). En el afio 2013, China reporta una prevalencia
de neumoconiosis del 6.02% entre los trabajadores de la industria carbonifera,
un alto indice comparado con paises desarrollados como el Reino Unido y
Estados Unidos que registran datos del 1% y 3.2% respectivamente (Mo et al.,
2013).

El desarrollo de esta patologia depende del tipo de carbén, siendo el tipo
antracita el de mayor citotoxicidad y patogenicidad. Ha sido estimado que se
requieren 10 afios para visualizar pequefias opacidades en el Rayos-X de torax,
en trabajadores de la mineria carbonifera (Farzaneh et al, 2010). La
neumoconiosis es incurable e incapacitante y su forma mas severa esta asociada
con alta mortalidad. Estas caracteristicas hacen que la regulacién y el control de
la exposicién al polvo de carbén sean indispensables para prevenir el desarrollo
de las enfermedades pulmonares (Santo Tomas, 2011). El progreso de esta
enfermedad en los mineros se asocia con complicaciones tales como la
enfermedad pulmonar obstructiva crénica, hemoptisis, neumotérax,
enfermedad pleural, tuberculosis, enfermedad autoinmune, neumonia
intersticial crénica y malignidad (cancer) (Jun et al, 2013).

En modelos de exposicién aguda y crénica, realizados en ratas expuestas al polvo
de carbdn se han observado efectos inflamatorios y dafo oxidativo en el tejido
parenquimatoso pulmonar, caracterizados por la activaciéon de la enzima
superoéxido dismutasa (SOD), aumento de marcadores de peroxidacion lipidica 'y
disminucidn de la defensa antioxidante (Pinho et al., 2004). Efectos similares han
sido vistos en humanos, en quienes la exposicién al polvo de carbén estimula la
respuesta inflamatoria mediante el incremento de la liberacién de citoquinas
tales como TNF-alpha, de forma que estas moléculas se han propuesto como
importantes biomarcadores de neumoconiosis (Ates et al, 2011).
Adicionalmente a las alteraciones en marcadores de inflamacién y estrés
oxidativo, al analizar la sangre total y suero de individuos expuestos
ocupacionalmente al polvo de carbén, se ha encontrado dafio celular y
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alteraciones metabdlicas, evidenciados por aumentos de creatinina, ferritina,
alanina aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST),
creatinquinasa (CK), g-glutamiltransferasa (g-GT), lactato deshidrogenasa
(LDH), glutatiéon reductasa (GR), triglicéridos, lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL), carbonil-proteinas y malondialdehido (Tuluce et al., 2011).

Se proponen a las especies reactivas de oxigeno (ROS) como las directamente
implicadas en el desarrollo de la neumoconiosis, carcinogénesis y demas
patologias pulmonares, causadas por la exposicion a polvo de carbén (Vallyathan
et al, 1998). La pirita (FeS:) es el principal componente del polvo de carbon que
se encuentra directamente relacionado con la capacidad de generaciéon de ROS.
Este mineral, especificamente el a&tomo de hierro, forma espontdneamente
peréxido de hidrogeno y radical hidroxilo en medio acuoso, a través de las
reacciones de Haber-Weiss y Fenton. Son diversos los efectos y blancos de estas
ROS, por ejemplo, alteraciones en el material genético celular tras oxidar
biomoléculas como adenina y guanina, que son transformadas en los aductos 8-
oxoadenina, 2-hidroxiadenina y 8-hidroxiguanina (Cohn et al, 2006a;Cohn et al.,
2006b;Cohnetal, 2010). Enla Figura 6 es mostrado un esquema de este proceso.
Polvillo de carbon

PIRITA (FeS:)

,_I
Fe(ll) + O, Fe(lll) + (O2e)-

Fe(ll) + (O,¢)- + 2H'——— Fe(n) + H,0,
Fe(ll) + H,0,

Fe(lll) + eOH + OH

Daiio oxidativo

Radical aducto C8-OH 8 — hidroxi Guanina
de Guanina (8-HdG)

Formacién mutagénica asociada
con varios canceres en humanos.

Fig. 6. Formacién de ROS a partir de la pirita presente en el polvo
de carbdn y su potencial efecto oxidativo sobre el ADN.
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Como mecanismo de toxicidad del polvillo de carbdén, se propone que
inicialmente las particulas interaccionan con las células epiteliales y macréfagos
alveolares, estimulando en las células epiteliales la secreciéon componentes de la
matriz extracelular (ECM) para dar inicio a la fibrosis y la secrecion de
citoquinas por macréfagos alveolares que estimulan la migracidon de células
fagocitarias capaces de generar una amplificacién en la produccién local de
citoquinas y ROS. Adicionalmente, las particulas de carbén oxidan membranas
celulares y permiten la salida de enzimas intracelulares de tipo proteasas, que
lesionan los alveolos pulmonares. En este punto, la generaciéon de ROS supera
en numero a la defensa antioxidante, acrecentandose la peroxidacion lipidica y
el consecuente dafio pulmonar (Schins and Borm, 1999;Shi et al,
2001;Vallyathan et al,, 1998;van et al., 2012).

El incremento de ROS también puede alterar la proliferacién celular, tras la
activacion de factores de transcripcidon nucleares que favorecen la sintesis de
factores de crecimiento, la inducciéon de la expresion de oncogenes y la
generaciéon de mutaciones de genes supresores de tumores (Lim and Seow,
2012). Tal es el caso de las proteinas factor nuclear kappa-B y el activador de la
proteina 1, las cuales inducen transcripcién de RNA para producir quimoquinas
y citoquinas inflamatorias y factores de crecimiento asociados con la formacién
de lesiones pulmonares y fibrosis (McCunney et al.,, 2009).

Recientemente también se ha reportado que alteraciones en el metabolismo de
metaloproteinasas-9 de matriz (MMP-9) e inhibidores tisulares de
metaloproteinasas-9 (TIMP-9), que podrian estar implicadas en la patogénesis
de la neumoconiosis (Zou et al, 2010). Adicionalmente, el estado oxidativo
generado por la exposicion a polvillo de carbén favorece la sintesis de factores
de crecimiento, la induccién de la expresién de oncogenes y la generacién de
mutaciones de genes supresores de tumores (Lim and Seow, 2012).

En sintesis, las particulas de carbén con un didametro medio de 0,5-10
micrémetros (PM10) y otras mas pequeias, pueden penetrar en los alvéolos y
por medio de mecanismos tales como la generacién de estrés oxidativo,
disrupcion del metabolismo proteico, alteraciones en la proliferacion celular e
inflamacion, pueden provocar la fibrosis del tejido pulmonar y proporcionar
condiciones que favorecen la transformaciéon celular que origina cancer
(Karkhanis and Joshi, 2013).

En la Figura 7 se presenta de forma esquematica los efectos pulmonares del
polvillo de carbén.
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Fig. 7. Resumen de efectos pulmonares relacionados con la exposicion al
polvillo de carbén.

1.2.2 Efectos cardiovasculares asociados con la mineria de
carbon.

La contaminacion del aire por particulas también esta asociada con morbilidad y
mortalidad cardiovascular. En las poblaciones cercanas a las minas de carbodn,
las actividades mineras tiene impacto en la salud humana como consecuencia de
la contaminacién de los ecosistemas acuaticos, producida por drenajes
provenientes de las zonas de explotacién, asi como por la exposicion de los
individuos a un aire cargado con altas concentraciones de particulas que son
continuamente emitidas durante las diversas etapas del proceso minero (Palmer
etal, 2010). Ademas de las afecciones en la salud, los individuos que habitan en
areas mineras carboniferas tienen una reduccién en su calidad de vida,
porcentajes altos de pobreza y menor porcentaje de individuos universitarios,
aspectos atribuidos a la degradacién medioambiental y a las observables
desventajas socio-econémicas de estas poblaciones (Esch and Hendryx,
2011;Zullig and Hendryx, 2011).

Cada etapa en el ciclo de la mineria de carbdén (extraccién, procesamiento,
transporte, almacenamiento y disposicion de residuos) se asocia con enormes
problemas de salud, de acuerdo a lo reportado por Hendryx et al,, (2007-2012),
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quienes han encontrado una relacién directa entre la produccién de carbén y la
alta prevalencia e incremento de la mortalidad por enfermedades
cardiopulmonares, cancer y enfermedades renales, en habitantes de las
cercanias a las minas de carbén (Hendryx et al, 2007;Hendryx and Ahern,
2008;Hendryx and Zullig, 2009;Hendryx and Ahern, 2009;Hendryx,
2009;Hendryx et al, 2010b;Hendryx et al, 2010a;Hendryx and Fedorko,
2011;Hendryx et al., 2012b;Hendryx et al., 2012a;Hendryx and Luo, 2012).

Interesantemente, la mortalidad por enfermedades cardiovasculares crdonicas ha
resultado ser significativamente mayor en las zonas mineras al comparar con
zonas sin esta industria (Esch and Hendryx, 2011). Asi mismo ha sido observado
que el numero de hospitalizados por hipertensién incrementa de acuerdo con la
producciéon del mineral (Hendryx et al, 2007). De hecho, patologias con
consecuencias cardiovasculares como la diabetes tipo 2, ha sido
significativamente asociada con la presencia de minas de carbdn, tras encontrar
que individuos de poblaciones aledafias tienen un valor mas alto de hemoglobina
Alc (HbAlc) (Liuetal, 2013a).

A nivel endotelial, en individuos expuestos al material particular tal como el
generado por la industria minera, han sido reportadas alteraciones en la
permeabilidad celular y disrupcion en los mecanismos de sefializacion
intracelular que mantienen la homeostasis endotelial (Nadadur et al, 2009). La
exposicion a particulas de carbén provenientes de actividades mineras ha sido
relaciona también con disfuncién microvascular sistémica en distintos tejidos,
como consecuencia de la vasodilatacién mediada por éxido nitrico mediante la
disrupciéon de vias de sefializaciéon que aun no han sido completamente
identificadas (Knuckles et al., 2013).

1.2.3 Resumen de efectos toxicos generados por dos grupos de
contaminantes asociados con la mineria de carb6n: Metales y
PAH.

1.2.3.1 Efectos toxicos generados por metales. Los efectos de los metales
pesados sobre la salud han sido ampliamente estudiados e incluyen
principalmente la generacién de diversos tipos de cancer, neurodegeneracion,
afecciones reproductivas, diabetes y enfermedades cronicas renales,
pulmonares y hepaticas, entre otras (Farina et al, 2013;Jarup, 2003). La
toxicidad de los metales depende de varios factores, incluyendo la dosis, la via de
exposicion y forma quimica, asi como la edad, el sexo, la genética y el estado
nutricional de los individuos expuestos. Debido a su alto grado de toxicidad,
arsénico, cadmio, cromo, plomo, niquel y mercurio son catalogados como los
metales prioritarios en salud publica. Estos elementos metalicos se consideran
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toxicos sistémicos que inducen dafio multiple de érganos, incluso en los niveles
mas bajos de exposiciéon (Tchounwou et al., 2012).

Iones metalicos téxicos con propiedades similares a metales esenciales (por
ejemplo, carga y tamafio), pueden competir por sitios de unién en sus blancos
celulares, generando perturbaciones en la estructura y funcién de las
biomoléculas, asi como desequilibrios en la homeostasis de los metales
esenciales para el metabolismo celular (Koedrith and Seo, 2011). Un ejemplo de
ello es el bloqueo en el transporte de Fe, generado por el Ni al unirse a la proteina
DMT1 (Divalent metal trasporter 1 — Transportador de metales divalentes 1) y
la alteracion en el metabolismo del Ca2+y el Zn+2 ocasionada por el Cd+2 (Chen
etal, 2005;Moulis, 2010).

Enfoques toxicogenémicos han permitido dilucidar que la asociacién entre la
exposiciéon a metales pesados y carcinogénesis, se fundamenta en multiples
alteraciones en la expresion de genes implicados en equilibrio oxidativo,
epigenética, inmunidad, inflamacidn, apoptosis, crecimiento y metabolismo
celular, que finalmente conducen ala iniciacidn e instalacién del tumor (Koedrith
and Seo, 2011). La Figura 8 presenta una representacion de estos efectos.

El estrés oxidativo generado por la exposicion a metales toxicos es consecuencia
de la induccién directa o indirecta de ROS y especies reactivas de nitrégeno
(RNS) en los biosistemas (Koedrith and Seo, 2011;Moulis, 2010). Una importante
ROS es el anién radical superéxido (02*), el cual puede ser convertido en
perdxido de hidrégeno (Hz02) y este a su vez en el radical hidroxilo (¢OH), en
presencia de iones metalicos (Chen and Shi, 2002). Los radicales generados y
otros derivados a través de las rutas en cascada propia de estas especies, pueden
inducir directamente dafio celular o estimular quimoquinas, enzimas y sefiales
celulares generadoras de inflamacién. A su vez, estas especies quimicas
altamente reactivas pueden dafiar una o dos hebras del DNA, modificar bases,
azuicares o proteinas de unién al DNA, originar mutaciones, errores de
replicacion e inestabilidad genémica (Kalyanaraman, 2013). La formaci6n de 8-
hidroxi-deoxi-guanosina (8-OHdG) por accién de ROS (Figura 9), es una lesion
al DNA implicada en varios canceres humanos (Aseervatham et al.,, 2013).

La reaccién de Fenton, las reacciones de Haber-Weiss, la generacién de especies
reactivas por unién directa con biomoléculas celulares y la induccién de vias de
sefializacion celulares relacionadas con estrés oxidativa, son los mecanismos
propuestos para explicar la generaciéon de especies reactivas por metales
(Leonard et al., 2004) Cromo (III), Cobalto (II), Niquel (II) y Vanadio (V), son los
metales que mayormente utilizan la reacciéon de Fenton para generar ROS. En
esta reaccion los metales reaccionan con H202 para generar el radical hidroxilo y
el metal en su estado oxidado (Valko et al,, 2006). La reacciéon de Haber-Weiss
es también importante en la generaciéon de especies reactivas inducidas por

25



metales tales como Cromo (1II, IV, V, VI), Vanadio (V) y Cobalto (I). En esta
reaccion, un metal oxidado es reducido por el ion radical superéxido, luego el
metal reducido se oxida nuevamente por acciéon del H202, dando origen a i6n
hidroxilo y radical hidroxilo (Leonard et al, 2004). La Figura 10 muestra las
ecuaciones que representan las reacciones de Fenton y de Haber-Weiss, asi como
una ecuacién global de la formacién de ROS generadas por metales, a través de
estos dos mecanismos.

Adicional a los mecanismos de Fenton y Haber-Weiss, se ha reportado que varios
metales pueden reaccionar directamente con moléculas y generar estrés
oxidativo. Por ejemplo el Cromo y el Cadmio originan peroxidacion de lipidos,
niveles elevados de carbonil-proteinas y disrupcién proteica tras la formacion de
radicales tiolicos derivados de aminoacidos como la cisteina. También estan
implicados en la disminucién intracelular de grupos sulfihidrilos y la
consecuente interrupcién de la accién antioxidante del glutation
(Mattagajasingh et al., 2008;Nemmiche et al., 2012). Los metales pueden ademas
modular la expresion y transduccion de sefiales que reducen la actividad de
enzimas involucradas en la defensa antioxidante e inducen la formacion de ROS
(Mates et al, 2010;Mates et al., 2012).

APOPTOSIS

Resistencia a la apoptosis
Promocion de la inmortalidad y
proliferacion celular.

EFECTOS EPIGENETICOS

Disrupcién en la regulacion
epigenética: Modificacion de la
cromatina e histonasy
alteraciones en la expresion de

microRNA.
INFLAMACION
Inflamacién promotora de tumores.
Evasion del sistema inmune.
DEFENSAY ESTRES
Desbalance en la homeostasis de
metales.
Induccion de estrés oxidativo. cﬂcin
Desbalance en el sistema redox inducticn dalansiondnesis
celular. CRECIMIENTOY METABOLISMO " iR nos T
) ., ) N ., Promocion de la migracion celular.
Alteraciones en la reparacion del Disrupciones en la transduccion de R
= Aumento de la metastasis.
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Alteraciones de enzimas Alteraciones de via de proliferacion
antioxidantes. celular.
Inestabilidad genética. Desequilibrio metabdlico.

Figura 8. Conjunto de efectos celulares relacionados con la
asociacién carcinogénesis — exposicién por metales.
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Figura 10. Mecanismos de induccién de ROS por metales

Algunos metales pesados han mostrado un efecto reductor en la capacidad de
reparacion del DNA al disminuir la expresiéon de genes reparadores por la
inhibicion directa de las enzimas involucradas en el proceso (Beyersmann and
Hartwig, 2008). Frecuentemente, la inhibicién enzimatica inducida por metales
se deriva de dafio fisico en la estructura proteica. Por ejemplo, Cd, Ni, Co y Pb
pueden desplazar al Zn en los motivos proteicos “Dedos de Zn”, comunes en las
interacciones proteinas-DNA y esenciales para actividad enzimatica reparadora
de las enzimas XPA (Enzyme xeroderma pigmentosum, complementation group
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A - Enzima del grupo de complementacién A de xeroderma pigmentoso ) y PARP-
1 (poly (ADP-ribose) polymerase 1 - Poli-ADP-ribosa polimerasa-1) (Piatek et al,
2008;Witkiewicz-Kucharczyk and Bal, 2006). Por otro lado, ha sido reportado
efecto inhibitorio de los metales, en la actividad quinasa y fosfatasa de la enzima
reparadora de dafio al DNA, Polinucleotido kinasa (PNK) (Whiteside et al., 2010).

Concerniente a las interferencias con el ciclo celular, algunos metales
carcinogénicos inactivan moléculas tales como la proteina supresora de tumores
p53 y disminuyen la expresion de genes supresores de tumores tales como Fhit
(fragile histidine triad gene - en de la triada fragil-histidina) y p16; ademas, otros
metales inactivan los procesos apoptdtico (Filipic, 2012). Ha sido reportado que
metales como Ni, As y Cr inducen carcinogénesis a través de mecanismos
epigenéticos; por ejemplo el As, altera los patrones de metilacién del DNA en
células sanguineas, generando disminucién de la expresion de la proteina p53
por hipermetilacién de su gen (Chanda et al, 2006;Salnikow and Zhitkovich,
2008) y el Cr produce metilaciéon y disminucién de la expresion de la proteina
supresora de tumores p16 en células pulmonares (Ceryak et al., 2004;Nickens et
al, 2010).

1.2.3.2 Efectos toxicos de los PAH. Entre los PAH encontrados en el carbén se
encuentran los 16-EPA-PAH, contaminantes prioritarios establecidos por US-
EPA, cuya exposicion se asocia principalmente con un riesgo elevado de cancer,
enfermedades pulmonares y cardiovasculares (Achten and Hofmann, 2009;Lee
et al, 2011). La intensidad del dafio para los organismos expuestos a PAH
depende de numerosos factores, incluyendo el grado y el tipo de exposicién,
naturaleza del ambiente contaminado (es decir, terrestre o acuatico), el tipo y la
sensibilidad del organismo frente a las fracciones de hidrocarburos especificos y
su capacidad para metabolizar diferentes fracciones de PAH (Ball and
Truskewycz, 2013).

Los PAH son frecuentemente absorbidos via oral, inhalacién y contacto dérmico,
para ser luego principalmente metabolizados por el sistema enzimatico CYP450
(Citocromo P-450) en el higado, rifién, glandulas adrenales, intestino delgado,
glandulas sebaceas, pulmoén y piel. Los PAH son transformados inicialmente en
derivados electrofilicos reactivos, tal como epéxidos que posteriormente son
convertidos en derivados de dihidrodiol y fenoles. A través de la fase II de
conjugacion, estas especies reactivas se destoxifican y hacen solubles en agua
tras su union con acido glucurénico, glutatién y sulfatos. Los conjugados con
glutation son luego metabolizados a acido mercapturico y junto con los
metabolitos hidroxilados y conjugados con el acido glucorénico son eliminados
posteriormente en la orina (Bekki et al,, 2013).

Las propiedades carcinogénicas de los PAH estdn asociadas con su habilidad para
lesionar el DNA e inducir mutaciones, para esto, los PAH requieren la activacion
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a metabolitos electréfilos para ejercer sus efectos mutagénicos o cancerigenos.
Actualmente, existen tres principales vias propuestas para la activaciéon
metabdlica de la PAH: La via dihidrodiol- epéxido, principal via de activacion
catalizada por accidn de las enzimas del sistema CYP450, y los dos mecanismos
menores, la via catién radical por oxidacién de un electrén y participacion del
mismo sistema enzimatico, y la via de orto-quinona por accién de la enzima
Dihidrodiol deshidrogenasa (DD).

La via dihidrodiol- ep6xido ha sido ampliamente estudiada y el Benzo[a]pireno
(BP) ha sido seleccionado como modelo, a fin de comprender los mecanismos
intracelulares de la genotoxicidad, carcinogénesis y mutagénesis de los PAH. Dos
importantes reacciones de oxidacion del BP (Figura 11) son la formacién de 7,8-
oxido-Benzol[a]pireno y 4,5 oxido-Benzo[a]pireno. El 4,5 oxido-Benzo[a] pireno
es inestable en las condiciones celulares, pasando rapidamente a la forma
fenodlica para ser biotransformado a trans-dihydrodiol o se conjuga con el
glutation. Por otro lado, el 7,8-oxido es convertido en 7,8-trans-dihidrodiol por
accion de la epéxido hidrolasa. El 7,8-trans-dihidrodiol es un sustrato e inductor
de CYP1A1(Citocromo P450, familia 1, subfamilia A, polipéptido 1) y
consecuentemente tras la accion de esta enzima se forma un metabolito oxidado
altamente mutagénico, el 7,8-diol-9,10-oxido, que en las condiciones celulares
interactda con residuos de guanina del DNA (Xue and Warshawsky, 2005).
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Figura 11. Mecanismo genotdxico del Benzo[a]pireno: Via dihidrodiol-
epoxido.
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Con base en este metabolismo celular, la induccién de CYP1A1, es usada como
biomarcador de los efectos téxicos de los PAHs. La induccién de CYP1A1 esta
mediada por el receptor de hidrocarburos aromaticos (AhR). Los PAH al ser
ligandos del AhR, se unen a este receptor, formando un producto de unién (PAH-
AhR) que se transportan hacia el nicleo. En el nucleo, AhR dimeriza con la
proteina nuclear traslocadora del receptor de hidrocarburos (Arnt), formandose
asf el complejo encargado del reconocimiento de los elementos de respuesta a
xenobidticos (XRE), que ubicados en los promotores de genes tales como el
CYP1A1 y otras enzimas otras enzimas involucradas en la activacién metabdlica
de PAH, inducen su transcripcién (Baird et al., 2005). Actualmente es reconocido
que Arnt es requerido para la iniciaciéon de tumores inducidos por BP (Shi et al.,
2009).

El AhR también media procesos de induccién de estrés oxidativo, otro
importante efecto involucrado en la accién patogénica de los PAHs (Costa et al,,
2010). Ha sido reportado que la uniéon PAH-AhR media dafio oxidativo del DNA
(formacion de 8-oxo-7,8-dihydro-2'-desoxiguanosina) por la traslocacién de este
ligando al ntcleo (Park et al, 2009). Existe también evidencia sobre las
alteraciones de la composicion de la membrana plasmatica de microestructuras
ocasionadas por el BP través del AhR. Se ha reportado que este proceso es
mediado por H202, e induce eventos apoptoéticos tempranos tales como la
remodelacién de la membrana que origina alcalinizacién intracelular (Tekpli et
al, 2010). La supresiéon inmune, otro efecto toxico de los PAH, también es
mediada por la unién de estas téxicos con el AhR; GCNT3 (Glucosaminyl (N-
acetyl) transferase 3 - Glucosaminil (N-acetil) transferasa 3) y DGAT2
(Diacylglycerol O-acyltransferase homolog 2 - Diacilglicerol O-aciltransferasa
homologa 2) se han propuesto como los blancos moleculares, cuya disrupcidn,
via AhR, explica la inmunotoxicidad asociada a los PAH (Iwano et al., 2010).
Todos los anteriore procesos celulares mediados por el AhR contribuyen a la
procarcinogénesis relacionada con la exposicién a PAH.
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: Valoracion de los efectos
biolédgicos asociados con la
exposicion a contaminantes
derivados de la mineria de
carbon.

Con el fin de estudiar los mecanismos patogénicos que vinculan la mineria del
carbodn con la prevalencia de enfermedades crénicas, varios estudios han hecho
posible establecer el efecto genotéxico de este mineral y sus contaminantes
asociados, mediante pruebas estandares como el ensayo cometa y la
determinacién de micronucleos (Jose et al., 2010;Leon-Mejia et al., 2011;Leon et
al, 2007). Por otra parte, son pocos los estudios orientados hacia la evaluacion
de los efectos intracelulares generados por los contaminantes asociados a la
mineria carbonifera, sin embargo, algunos que han utilizado técnicas
toxicogendmicas reportan efectos inflamatorios y disrupciones intracelulares
asociadas con la exposicién a este mineral (Ghanem et al, 2004;Huang and
Zhang, 2003). De acuerdo con lo anterior, y como sucede generalmente para los
toxicos, los efectos sobre los organismos pueden ser medidos bajo distintas
perspectivas o escalas. Un esquema resumido de los efectos bioldgicos de los
contaminantes asociados a la mineria del carbén desde el nivel molecular hasta
el sistémico es mostrado en la Figura 12.

Asi, estudio de los efectos adversos generados por la exposiciéon crénica a
contaminantes implica una multiplicidad de aristas alrededor del problema
(Jayapal et al, 2010). A continuacién es descrito un planteamiento general para
la evaluacidon de los efectos generados por los toéxicos ambientales, aplicable a los
contaminantes asociados a la mineria del carbén, desde un enfoque toxicolégico
que integra metodologias y herramientas aplicadas a diversas escalas: sistémica,
organica, tisular, celular y molecular. Esta perspectiva de evaluacién toxicologica
considera que cuando el organismo es expuesto a un toxico, inicialmente son
generadas alteraciones en los patrones de expresion y en la transduccién de
sefiales a nivel intracelular, los cuales a su vez producen modificaciones
estructurales y funcionales de forma secuencial en células, tejidos y érganos.
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Finalmente, a nivel sistémico aparecen cambios clinicamente relacionados con
diversas patologias (Figura 13).

Efectos de la exposicion a
contaminantes asociados con
la mineria de carbon
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Figura 12. Resumen de efectos bioldgicos de los contaminantes asociados a la mineria
del carbén.

1.3.1 Valoracion de efectos moleculares

Aunque son pocos los estudios sobre los efectos de la mineria del carbén en la
estructura, expresion y funciéon de las biomoléculas, existe un conocimiento
preliminar que propone a este mineral como un contaminante que puede alterar
vias de transduccién de sefiales relacionadas con el equilibrio oxidativo, los
mecanismos de proliferacion celular, inflamacién y ciclo celular, promoviendo la
induccién y silenciamiento de multiples proteinas y factores transcripcionales
(Albrecht et al., 2002). Para continuar avanzando en la comprension de los
efectos moleculares de este contaminante deben considerarse los posibles
mecanismos mediadores de toxicidad.

Existe un enorme nimero de posibles mecanismos asociados a la gran diversidad
de contaminantes, estructuras biolégicas y procesos celulares. Sin embargo, una
ruta de toxicidad general ha sido claramente establecida para explicar los efectos
causadas por la exposiciéon a diversos compuestos toxicos (Ashauer et al,
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2011;Escher et al, 2011). Un esquema de este mecanismo general que inicia con
la exposicién al contaminante y finaliza en la generacién de los efectos toxicos y
patoldgicos, es presentado en la Figura 14.
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Figura 13. Enfoque de evaluacién a escala para determinar los efectos toxicos
asociados con la exposicidon a contaminantes: caso carbén.

La fase inicial comienza desde la exposicidn al toxico hasta su llegada al blanco
biolégico, por lo que estan involucrados los procesos de absorcidn, distribucion,
metabolismo y eliminacién del contaminante. Una vez culminada esta fase, el
compuesto inalterado, su(s) derivado metabdlico o especies reactivas de oxigeno
y de nitrégeno generadas durante el proceso, interactian con su diana molecular.
La interaccion subsecuente, desencadena una serie de eventos bioquimicos que
incluyen modificaciones estructurales de proteinas (p.e. carbonilacién), lipidos
(p.e peroxidacién) y DNA (p.e. Oxidacién de bases y azicares, rompimiento de
cadenas), dando origen a disfuncién y destruccién molecular. Si bien, algunos
contaminantes no interactiian directamente con dianas moleculares, si lo hacen
con el ambiente bioldgico generando las mismas consecuencias toxicologicas
(Escheretal., 2011).

Posteriormente, en la tercera etapa, la disrupcién molecular ocasiona
alteraciones en la regulacion y funcionamiento celular, tras modificaciones en el
sistema de transduccién de sefiales y alteraciones de la expresidon génica. La
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cuarta y ultima fase esta constituida por la inapropiada reparaciéon y adaptaciéon
del sistema biolégico. En el origen de esta fase final, los trastornos impulsados
por los toxicos exceden la capacidad de respuesta adaptativa, o un
malfuncionamiento de los mecanismos de reparacion es inducido. Finalmente, a
nivel organico y sistémico se produce toxicidad o alteraciones patoldgicas tales
como necrosis tisular, fibrosis y cancer (Ma, 2010).

Viecanismos de toxicidad : etapas

1 2 3 4
| Interaccion | |
con ambiente
biolégico Inapropiados
Exposicion N— Alteraciones en procesos de Fibrosis
al toxico Int e la ’egu,adén y ’eparadén y Necrosis
= nteraccion Hap funcion celular |7 adaptacion Cdncer
1: conladiana J
- molecular -
.. Disfuncion y * Modificaciones
*Absorcion - .
Distribucid destruccion molecular: en el sistema de Ausencia de
*Distribucion A .
. * Carbonilacion de transduccion de respuesta
R proteinas sefiales. daptatil
i . adaptativa
*Metabolismo S . P
* Peroxidacion lipidica * Alteraciones de la
*Aductos de ADN expresion génica.

Figura 14. Mecanismo general de toxicidad y sus etapas

Con base en el conocimiento de las etapas generales del mecanismo general de
toxicidad y gracias a los avances biotecnolégicos que han dado inicio a las nuevas
tecnologias dmicas (transcriptémica, protedmica, metabolémica, epigenémica)
los efectos moleculares implicados con la exposicién a los contaminantes
ambientales pueden ser estudiados a nivel molecular con gran detalle. Asi, la
toxicogendmica es una rama emergente de la toxicologia que permite identificar
y caracterizar los mecanismos y efectos celulares de compuestos toxicos y
contaminantes ambientales, mediante el uso de tecnologias émicas, con el fin de
comprender y valorar su riesgo e impacto en humanos y los ecosistemas (Singh
etal,2010;Wilson et al.,, 2013).

Para comprender los mecanismo moleculares de toxicidad, elucidar la relacién
gen-ambiente-enfermedad y descubrir nuevos biomarcadores de exposicién a
sustancias tdéxicas ha surgido la toxicogendmica. Respecto a los hallazgo de
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nuevos biomarcadores, el andlisis toxicogendémico permite determinar la
naturaleza y magnitud de la exposicién humana a téxicos, medir el grado de

exposicion y generar indicadores tempranos de efectos patologicos
(Decristofaro and Daniels, 2008).

Especificamente en el campo ambiental, la toxicogenémica se orienta hacia la
elucidacién de los mecanismos de toxicidad en diversos modelos y ala valoracion
de riesgos y efectos, con el fin de traducir estos hallazgos en biomarcadores que
puedan ser aplicados en estudios de exposicion humana a contaminantes.
Adicionalmente, también son estudiados biomarcadores conocidos, con el fin de
valorar efectos patoldgicos tempranos o susceptibilidad de exposicién. En la
figura 15 es presentado un esquema del potencial uso de datos toxicogendmicos
para el entendimiento de los mecanismos de accién y valoraciéon de efectos y
riesgos derivados de la exposicidn a contaminantes ambientales.
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Figure 15. Potencial uso y generacién de datos toxicogendmicos en diferentes etapas
del proceso de interaccidon contaminante-sistema bioldgico. La aplicacién de esta
informacién permite comprender los mecanismos de accidn, efectos y valorar de riesgo
de conftaminantes ambientales en la Biota. TG, Informacién toxicogendémica; ADME,
absorcién, distribucién, metabolismo y excrecién.

En este esquema, el proceso inicia desde que el contaminante entra al organismo
hasta que el efecto o respuesta es observable, y la informacién toxicogenémica
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generada en etapas especificas, podria proveer informacién principalmente
sobre: la expresion de genes y proteinas, evaluaciéon funcional de proteinas y
otras biomoléculas; determinacién de transportadores y enzimas claves en el
proceso de absorcién, distribucidon, metabolismo y excrecion (ADME) de un
organismo o tejido; niveles y consumo de pequefias biomoléculas involucradas
en el metabolismo celular; diferenciacién entre el estado molecular la pre y post
exposicion; extrapolacion de efectos in vitro a modelos in vivo; identificacion de
similitudes y diferencias entre mecanismos y efectos téxicos en diversas especies
y entre los tipos celulares de la misma especie; caracterizacion de diferencias
inter-individuales (variabilidad genética entre una poblacién) que podrian
alterar la respuesta a xenobidticos (McHale et al,, 2010;Wilson et al., 2013).

La toxicogendmica incluye el andlisis transcriptémico, encargado de la
cuantificacién de todo el RNA celular en un momento celular especifico, a fin de
determinar los genes que estan siendo activados o silenciados durante el proceso
de transcripcion, bajo ciertas condiciones naturales o experimentales. Al analizar
simultineamente el conjunto de RNA transcritos, se hace posible valorar el
transcriptoma celular. El transcriptoma es dinamico, responde continuamente a
los cambios de las condiciones fisiol6gicas y ambientales en una célula, tejido u
organismo, y su andlisis permite comprender la relacién entre la expresion
génica y el fenotipo expresado (Chen et al, 2012).

En los dltimos afios, el nimero y variedad de moléculas de RNA (transcriptoma)
conocidas ha crecido dramaticamente y adicional alos RNA mensajeros (mRNA),
el catdlogo de elementos transcritos ahora incluye a miles de RNA no codificantes
(ncRNA) que desempefian multiples roles estructurales y regulatorios en la
célula. Asi, la tradicional definicion de gen (Una secuencia de DNA que es
transcrita para producir una proteina funcional), ha sido expandido para incluir
no sélo a los aproximadamente 22.000 genes codificadores de proteinas
presenten el genoma humano, sino también a las miles de secuencias no
codificadoras de proteinas, sumando entre 30.000 a 40.000 genes totales
estimados (Pertea, 2012).

ElncRNA es categorizado de acuerdo a su tamafio en sncRNA (<200pb) y IncRNA
(>200 pb). Cada tipo de ncRNA tiene distinta maquinaria de biogénesis, funcion
y al ser mas pequefios que los mRNA, la mayor parte de los transcritos humanos
son de este tipo. Ha sido cuantificado que 28.191 de los transcritos corresponden
a IncRNA, 10.473 a sncRNA y 8.490 a mRNA. Todos los ncRNA involucran
complejos patrones de expresion, regulacion y juegan un papel importante en
control transcripcional y post-transcripcional de genes, modificacién de
cromatina, median las uniones de los factores de transcripcion y participan en el
splicing o empalme alternativo de los transcritos primarios de mRNA. Los
sncRNA incluyen al RNA ribosomal (rRNA), RNA de transferencia (tRNA), micro
RNA (miRNA), RNA pequeiios de interferencia (siRNA), RNA nucleolar pequefio
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(snoRNA), RNA asociados a piwi (piRNA) y RNA nucleares pequeiios (snRNA).
miRNA y siRNA son moduladores post-transcripcionales de la expresion génica
que se unen a mRNA especificos; snoRNA participa en la modificacién quimica
de otros tipos de RNA; piRNA forma complejos de RNA-proteinas a través de
dominios proteicos tipo Piwi para luego ser mediador epigenético y de
silenciamiento post-transcripcional de genes; y snRNA funciona como un
procesador de mRNA. La desregulacion de ncRNA esta involucrada con cancer y
otras patologias cardiovasculares y neuroldgicas (McHale et al., 2013).

Las mediciones de la expresiéon de genes han evolucionado a partir de las
medidas individuales de RNA, principalmente mRNA, en estado estacionario
utilizando andlisis de transferencia de Northern hasta los andlisis mas globales
que involucran a miles de genes, gracias a la utilizacién de microarrays de ADN
y mas recientes a tecnologias de analisis de expresion por secuenciaciéon del RNA
(RNA-Seq) (Chen et al, 2012). A continuacién es presentada una breve revision
de las metodologias de expresién génica empleadas en la valoraciéon de los
efectos moleculares asociados con los contaminantes derivados de la mineria de
carbo6n: RT-PCR (Real time polymerase chain reaction/ Reaccién en cadena de la
polimerasa en tiempo real), Hibridacién In Situ y RNA-Seq.

1.3.1.1 RT-PCR (Real time polymerase chain reaction/ Reaccion en cadena de
la polimerasa en tiempo real). La tecnologia RT-PCR es frecuentemente
utilizada para estudiar la expresién de 10 o mas genes. Esta metodologia robusta
y ampliamente utilizada fue reportada por primera vez por el investigador
Higuchi en el aflo 1992, como una modificacién de la PCR desarrollada por Kary
Mullis dos afios antes (Higuchi et al.,, 1992;Higuchi et al,, 1993).

La PCR es un procedimiento en el cual una fracciéon de DNA es copiado y
amplificado, empleando enzimas DNA polimerasas que amplifican sitios
particulares del DNA (amplicones), utilizando oligonucledtidos especificos
(cebadores o primer) que actian como moléculas de reconocimiento e
iniciadores del proceso. La enzima mas comun es la Taq-DNA polimerasa
(proveniente de la bacteria Thermus aquaticus) que se caracteriza por ser
termo-resistente, un aspecto necesario para permanecer activa a las altas
temperaturas requeridas para la generacion de cadenas sencillas de DNA y
garantizar el progreso de la amplificacién. La PCR estd conformada por las
siguientes etapas repetitivas: Desnaturalizacion (separacién de la doble cadena
de DNA), alineacidén (unién de las cadenas sencillas de DNA con los cebadores) y
extension (formacion de una nueva cadena)(Valasek and Repa, 2005).

La metodologia RT-PCR se diferencia de la PCR convencional, por su capacidad
para detectar y medir el producto generado (amplicén) durante cada ciclo del
proceso, los cuales son directamente proporcionales a la cantidad de plantilla
(template) que se incorporé al inicio de la PCR (Arya et al., 2005). En los ensayos
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de expresion usando RT-PCR, el mRNA debe ser primero aislado de la muestra
en estudio y posteriormente gracias a la actividad enzimatica de la transcriptasa
reversa, el mRNA es convertido en cDNA (complementary DNA), el cual es usado
como template en RT-PCR (Godfrey and Kelly, 2005). De esta forma RT-PCR se
ha posicionado como una herramienta esencial y popular para cuantificar los
niveles de RNAm, con alta sensibilidad y precisién en la deteccién de pequefios
cambios de la expresion génica. Ademas, RT-PCR es una técnica ampliamente
utilizada para confirmar y validar la expresiéon de cDNA obtenida con el uso de
Microarrays (Arya et al, 2005;Valasek and Repa, 2005). Un esquema
metodolégico general de la determinacion de la expresion génica utilizando RT-
PCR se muestra en la Figura 16a.

La deteccién del amplicon en RT-PCR emplea dos planteamentos: el uso de
agentes intercalantes de cadenas dobles de DNA y la utilizaciéon de sondas
fluorescentes (Figura 16b y 16c) . El primer enfoque es el mas simple y costo
efectivo, e implica el uso de SYBR® Green I, un fluorégeno no especifico que sélo
se une solo a DNA de cadena doble (dDNA) y no a DNA de cadena sencilla (sDNA),
emitiendo fuerte fluorescencia cuando se encuentra intercalado dentro del
dDNA (Ponchel et al,, 2003). El SYBR® Green I libre (No unido a DNA) emite un
poco de fluorescencia, sin embargo la fuerte intensidad de la sefal fluorescente
es proporcional a la cantidad de dDNA en el tubo o pozo de reaccién. Por esto, la
medicion del amplicén se realiza al final de la fase de extensién de cada ciclo de
la PCR, a fin de monitorear el incremento de la cantidad de DNA amplificado
(Aryaetal, 2005).

La principal desventaja de este enfoque es la inespecificidad del SYBR® Green |,
el cual puede unirse a cualquier cadena doble de DNA formada durante la PCR
(Ej: Productos de PCR no especificos y dimeros de primer). Para revertir la
inespecificidad de este fluoréforo, es realizada una validacién de los resultados
al final de la amplificacion mediante la curva de disociaciéon del producto
amplificado a fin de verificar igualdad en el tamafio (Figura 16e). Este proceso
consiste en someter el producto de amplificacidon a incrementos de temperatura
para determinar la temperatura a la cual el 50% del producto se encuentra
desnaturalizado (Tm). El valor de Tm es especifico para cada tamafio y secuencia
de bases de un amplicon, por esto, un unico tipo de producto amplificado
corresponde a un Unico valor de Tm para todas las muestras. De esta forma se
confirma también la especificidad de los cebadores, una condicién requerida
para en los ensayos de expresiéon génica (Wilhelm and Pingoud, 2003).

El otro enfoque de deteccion de los productos de amplificacion esta basado en el
uso de sondas fluorescentes, tal como el sistema Tagman® que ha sido
generalmente empleado (Figura 16c¢). Con esta metodologia son empleados dos
primer y una sonda unida covalentemente a un marcador fluorescente
(reportero) y a un apagador (quencher) en los extremos 5" y 3'respectivamente.
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El uso de la sonda fluorescente estd fundamentado en que no emite fluorescencia
cuando el complejo sonda-reportero-quencher estid formado, sin embargo una
vez ha comenzado la amplificacidn, la sonda alineada es rota por la accion
exonucleasa 5” de la Taq polimerasa, incrementandose de esta forma la emision
de fluorescencia, por liberacion del marcador fluorescente. Asi, el aumento en la
intensidad de la fluorescencia es directamente proporcional a la cantidad de
amplicén generado durante la PCR (Arya et al.,, 2005).

5
Extraccion del RNA de las muestras - 32 5 5 2000000

(Determinacion de SYBR® GREEN I - ADN Primer n Muestra
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Figura 16. Fundamentos metodoldgicos de RT-PCR. Esquema general de la
determinacién de expresidon génica usando RT-PCR (A). Métodos usados para la
deteccién de productos de amplificacion: SYBR® Green | (B) y Sondas con fluorégenos
- Sondas TagMan (C). Curva de Amplificacién (D) y grdfica de disociacion del
producto amplificado (E).

La fluorescencia emitida por cualquiera de los métodos expuestos, es detectada
por un termociclador en tiempo real, cuyo software genera graficos de
amplificacién con los valores de fluorescencia Vs el nimero de ciclos como se
muestra en la Figura 16d. El principio basico de cuantificacién por RT-PCR,
consiste en emplear el valor correspondiente al nimero de ciclos en el cual la
fluorescencia del reportero es tan grande que supera el nivel limite de deteccién
(threshold). Este valor es conocido como CT, y es inversamente proporcional a la
cantidad de DNA correspondiente a una secuencia especifica de la muestra
original, por lo tanto esta medida permite determinar la expresién génica
relativa de un gen de interés comparandolo con la expresiéon de genes
constitutivos (genes de expresiéon constante) tales como [@-actina, GAPDH
(Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) y RPS29 (Proteina ribosomal S29),
entre otros (Valasek and Repa, 2005).
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Finalmente, dos métodos son utilizados para realizar los calculos de expresién
génica a partir de los valores de CT, cuantificaciéon absoluta (curva estandar) y
cuantificacion relativa. De estos, la cuantificacion relativa también conocida
como método comparativo CT ( 2-*4CT) es ampliamente utilizado y permite que
la cantidad del gen de interés en la muestra sea normalizado por un gen
constitutivo y el grupo control experimental de acuerdo con las siguientes
férmulas matematicas (Livak and Schmittgen, 2001):

1) Expresion génica=2-24CT
2) AACT= ACT (Muestra) - ACT (Control)
3) ACT = CT (Gen blanco) - CT (Gen constitutivo)

RT-PCR se ha consolidado como un método altamente eficaz para la
determinacion de la expresion génica, gracias a su alta sensibilidad y bajo costo.
Otras ventajas de esta metodologia incluyen la posibilidad de visualizar el
progreso de la amplicacién, la ausencia de procesamientos de muestra
posteriores al analisis por RT-PCR, el rango dinamico de deteccién y la creciente
la lista de biomarcadores génicos disponibles para ser medidos por RT-PCR
(Jensen, 2012). Una muestra de estos biomarcadores que permiten continuar
avanzando en la elucidacién de mecanismos y valoracién de efectos asociados
con la exposicidn a contaminantes ambientales es presentada en la Tabla 2.

1.3.1.2 Hibridacién In Situ. La hibridaciéon In Situ emplea sondas de RNA
complementarias para localizar secuencias especificas de mRNA en un tejido. Al
emplear organismos completos tales como embriones o larvas de Danio rerio
(zebrafish), la hibridacidn In Situ es el primer paso para analizar y caracterizar
los patrones de expresidon temporal y espacial de genes durante el desarrollo
embrionario, y determinar relaciones de co-expresion de grupos de genes que
podrian estar o no controlados por la misma via de sefalizacién (Thisse and
Thisse, 2008).

Generalmente, este método emplea sondas de RNA marcadas con digoxigenina
uridina-5’-trifosfato (UTP). Posterior a la hibridacién de las sondas, la
localizacion del transcripto especifico es visualizada por inmunohistoquimica
usando un anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina, que
luego hidroliza el sustrato 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP - 5-bromo-
4-chloro-3-indolyl phosphate) a 5-bromo-4-cloro-3-indol y fosfato inorganico.
El compuesto 5-Bromo-4-cloro-3-indol puede también ser oxidado a azul nitro
tetrazolio (NBT- nitro blue tetrazolium), el cual forma un precipitado azul oscuro
insoluble después de su reduccion (Thisse et al., 2004). El uso combinado de
NBT/BCIP ha sido reportado como sustrato de mayor sensibilidad, por lo que
actualmente es el mas empleado (Jowett, 2001;Thisse and Thisse, 2014).
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Tabla 2. Ejemplos de Biomarcadores génicos para la evaluacion de efectos

transcripcionales.

Simbolo del gen

Via de sefializacion

Nombre del gen

AKT

intracellular

Apoptosis

V-AKT murino timoma oncogén viral
homologo 1
[ V-akt murine thymoma viral oncogene
homolog 1]

BAX

Porteina X asociada a BCL2 [ BCL2-associated }

protein]

BCL-2

CLL/Linfoma 2 Células B [B-cell CLL/lymphom

2]

CASP1

Caspasa 1, cisteinil peptidasa relacionada con

apoptosis

TNF

Caspase 1, apoptosis-related cysteine peptidasg
Factor de necrosis tumoral [Tumor necrosis
factor -TNF superfamily, member 2]

BMF

Necrosis

Factor modificante de Bcl2 [Bcl2 modifying

factor]

CDMT

Cilindromatosis [Cylindromatosis -turban
tumor syndrome]

GMA

Glicoproteina asociada a mielina [Myelin
associated glycoprotein]

ADPRT2

Polimerasa 2 poly (ADP-ribosa ) [Poly (ADP-
ribose) polymerase 2]

P21

Dafio y reparacién

del ADN

Inhibidor kinasa ciclin dependiente [Cyclin-

DDIT3/CHOP/GADD153

dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cip1)]
Transcripto 3 inducible por dafio al ADN
[DNA-damage-inducible transcript 3]

ERCC2

Grupo de complementacién 2 reparador de
rupturas transversal que complementa la
deficiencia de la reparacion de roedores
[Excision repair cross-complementing
rodent repair deficiency, complementation

group 2]

XP1

Grupo A de complementacién del xeroderma
pigmentoso [Xeroderma pigmentosum,
complementation group A]

XP3

Grupo C de complementacién del xeroderma
pigmentoso [Xeroderma pigmentosum,
complementation group C]

ACO1
CYC1

Aconitasa soluble 1 [Aconitase 1, soluble]

Citocromo c-1 [Cytochrome c-1]

MDH1

Malato deshidrogenasa NAD soluble [Malate

SUCLA1

Metabolismo
energético
mitocondrial

dehydrogenase 1, NAD (soluble)]
Succinato- CoA ligasa - subunidad

UPC1

[Succinate-CoA ligase, alpha subunit]
Proteina 1 desacopladora mitocondrial
transportadora de protones [Uncoupling
protein 1 (mitochondrial, proton carrier)]
ACAA

Acetil-Coenzima A aciltransferasa 1 [Acetyl-

Coenzyme A acyltransferase 1]
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Metabolismo de Acetil - Coenzima A acetiltransferasa 1 ACAT
acidos grasos (B- [Acetyl-Coenzyme A acetyltransferase 1]
oxidacion) Acil-CoA tioesterasa 1 [Acyl-CoA ACH2
thioesterase 1]
Palmitoil acil-coenzima A oxidasa 1 [Acyl- ACOX
Coenzyme A oxidase 1, palmitoyl]
Glutaril - Coenzima A deshidrogenasa ACAD5
[Glutaryl-Coenzyme A dehydrogenase]
Catalasa [Catalase] CAT
Glutation peroxidasa 1 [Glutathione GPX1
Estrés oxidativo y peroxidase 1]
respuesta NAD(P)H deshidrogenasa quinona 1 NQO1
antioxidante [NAP(P)H dehydrogenase, quinone 1]
Nudix - Nucleosido difosfatasa ligada a X MTH1
[Nudix (nucleoside diphosphate linked X)-
type motif 1]
Superoéxido dismutasa 1 soluble [Superoxide SOD
dismutase 1, soluble]
Metalotioneina 1 [metallothionein 1] MT1
Metalotioneina 2[metallothionein 2] MT?2
Citocromo P450, familia 1, subfamilia A, CYP1
polipéptido 1
Metabolismo de [Cytochrome P450, family 1, subfamily A,
xenobioticos polypeptide 1]
/Citocromo P450 Citocromo P450, familia 1, subfamilia A, CYP2B
polipéptido 2
[Cytochrome P450, family 1, subfamily A,
polypeptide 2]
Citocromo P450, familia 2, subfamilia C, CYP2C
polipéptido 19
[Cytochrome P450, family 2, subfamily C,
polypeptide 19]
Esterasa D/Formilglutation hidrolasa FGH
[Esterase D/formylglutathione hydrolase]
Monooxiganasa de flavina 2 - No funcional FMO1B1
[Flavin containing monooxygenase 2 (non-
functional)]
Apolipoproteina A-V [Apolipoprotein A-V] APOA-V
Interleukina 10 [Interleukin 10] IL-10
Interleukina 6 (Interferon beta 2) IL-6
Inmunotoxicidad [Interleukin 6 (interferon, beta 2)]
Antigeno identificado por el anticuerpo KIA
monoclonal ki-67 [Antigen identified by
monoclonal antibody Ki-67]
Paraoxonasa 1 [Paraoxonase 1] PON

Un esquema general de la metodologia de hibridaciéon In Situ empleando
zebrafish es mostrado en la figura 17. Inicia con la fijacién de los embriones, esta
etapa implica tratar a los embriones provistos de su envoltura externa (corion)
con solucién de formaldehido por aproximadamente 4 horas. Posteriormente,
los coriones son eliminados con un par de pinzas finas y los embriones desnudos
preparados para su almacenamiento mediante tratamiento con soluciones
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crecientes de alcohol hasta alcanzar metanol al 100%. Previamente a la etapa de
hibridacién, los embriones son rehidratados y tratados con la enzima proteinasa
K con el fin de incrementar la permeabilidad de su membrana. A continuacién,
los embriones desnudos son sumergidos en la mezcla de hibridacién con las
sondas a una concentracién no mayor a 1 pg/mL e incubados toda la noche a 60-
70 °C (Jowett, 2001).

Una vez se ha cumplido el tiempo de la etapa de hibridacién los embriones son
sometidos a lavados sucesivos con soluciones salinas, a fin de eliminar todo el
exceso de la mezcla de hibridacién. Después de la hibridacién In Situ, los
embriones son incubados con el anticuerpo anti-digoxigenina por
aproximadamente 2 horas y luego sometidos a soluciones de bloqueo de
reaccion y lavado. Finalmente, los embriones son tratados con la solucién de
coloracion (NBT/BCIP) por un intervalo de tiempo entre 15 y 30 minutos, para
luego ser lavados y mantenidos en formaldehido por 12 horas a 4°C, con el fin
de fijar la coloracién y garantizar la integridad de los resultados para la posterior
etapa de visualizacién y analisis microscépico de los embriones empleando
glicerol (Jowett, 2001).

A
Fijacion de los embriones y

p ) 5 | \
deshidratacion para su almacenamiento 60 H O 1 (C >
() =

Rehidratacién - Hibridacion

® @ ___, Producto de la reaccion-

Lavados Coloracion

——> Anti-digoxigenina — Fosfatasa
alcalina

Incubacién con anti-digoxigenina
—> Sonda marcada -Digoxigenina

““ ———> mRNA Blanco

Bloqueo de la reaccion

Reaccion de coloracién (NBT/BCIP)

Terminacion de la reaccion.
Fijacién de la coloracion.

Visualizacion y andlisis microscépico con >
glicerol — Registro fotogrdfico.

Figura 17. Esquema general de la hibridacion In Situ aplicada en embriones de
Zebrafish.



1.3.1.3 RNA-Seq (RNA sequencing /secuenciacion del RNA). Las tecnologias de
alto rendimiento con enfoques globales y capacidad de analizar el
comportamiento de decenas, cientos o miles de moléculas bioldgicas en un tinico
ensayo, aventajan a las metodologias tal como Northern o RT-PCR que limitan
su analisis a un numero reducido de genes. El analisis de microarrays fue pionero
en estas tecnologias de andlisis transcriptémico globales, basado en el concepto
de hibridacién, se convirtié en la tecnologia mas ampliamente utilizada para el
estudio de transcriptomas conocidos, debido a su bajo costo, facilidad de uso y
procesos de control de calidad (Ozsolak and Milos, 2011).

Actualmente, y gracias a los avances en las técnicas de secuenciacion del ADN, a
través de tecnologias de nueva generacidn, NGS (del inglés Next Generation
Sequencing), se han revolucionado los campos de la gendémica y la
transcriptémica. La secuenciaciéon de RNA (RNA-Seq), que mide directamente la
totalidad del transcriptoma, se integra a este nuevo grupo de tecnologias,
ampliando la comprensién actual sobre el complejo y dindmico conjunto de RNA
celulares y las diversas vias por las cuales puede ser alterado al exponerse a
xenobioticos (Marguerat and Bahler, 2010).

RNA-Seq ha sido una herramienta transcriptémica revolucionaria, por ser la
primera metodologia basada en secuenciacién que permite el analisis
cuantitativo y de alto rendimiento de todo el transcriptoma, y que a diferencia
de los métodos basados en hibridacién, limitados por la deteccion de transcritos
conocidos, analiza la expresién de una amplia gama de moléculas nuevas. Asi,
RNA-Seq permite una mejor y mas profunda comprensién de los mecanismos
intracelulares, generados tras la exposicion a compuestos quimicos y ofrece
nuevas oportunidades para identificar y descubrir biomarcadores tempranos de
toxicidad y de enfermedad (Ozsolak and Milos, 2011).

Enlatecnologia de RNA-Seq, se captura el RNA total o RNAm, el cual se fragmenta
y convierte en una libreria de cDNA. La obtencién de RNA de buena calidad y que
represente todos los transcritos que se producen en la condicion y tejido de
estudio es un paso fundamental en RNA-Seq. Para el aislamiento del RNA con
frecuencia son empleados Kits de extracciéon que realizan la captura a partir de
la cola poly(A). Previo al proceso de fragmentaciéon del RNA, es usualmente
realizada la sintesis de cDNA mediante la actividad de la enzima transcriptasa
reversa y la incorporacién de adaptadores a los extremos 3’y 5" de la cadena. La
etapa de fragmentacidn es realizada ya sea por nebulizacién, por digestiéon con
enzimas de restriccion o a través del uso de cationes divalentes bajo condiciones
de presiones elevadas. De esta forma se obtiene la libreria de cDNA para ser
analizada de acuerdo con la plataforma RNA-Seq disponible (Wang et al., 2009).

Las plataformas y estrategias de secuenciacién para RNA-Seq actualmente
disponibles y mayormente aplicadas son el sistema de pirosecuenciacién FLX de
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la compafifa 454 Life Science (Roche), el Genome Analyzer de Illumina (Solexa)
y el sistema AB SOLID (Life Technologies). En todas las tres plataformas, los
fragmentos de DNA son secuenciados en paralelo, produciendo un gran nimero
de lecturas de secuencias relativamente cortas, que van desde las cientos de
bases en el sistema FLX, hasta millones de bases cuando se emplean los sistema
[llumina y AB SOLID (Marguerat and Bahler, 2010). A continuacién sera descrita
la plataforma Illumina, por ser la utilizada en los estudios transcripcionales
utilizados.

El Genome Analyzer desarrollado por Sodexa (Illumina) es utilizado tanto para
la secuenciacion de DNA convencional, como para analisis transcriptémicos. Este
metddos estd basado en un mecanismo de dos pasos y la combina la tecnologia
de amplificacién de moléculas de cadena sencilla con la secuenciacién por
sintesis basada en la unién a un terminador reversible. Primero, el cDNA
fragmentado es unido a adaptadores en ambos lados de la cadena. Luego el cDNA
es fijado a la superficie interna de una celda que contiene una capa densa de
cebadores que son complementarios a los adaptadores. Los fragmentos de DNA
hibridados con los cebadores en forma de puente constituyen el complejo
iniciador para la subsiguiente e inmediata amplificacién en fase sélida para dar
origen a fragmentos de doble cadena en forma de puente. Mediante etapas
adicionales que incluyen desnaturalizacidn, renaturalizacién y sintesis, se genera
una alta densidad de fragmentos iguales de DNA en una pequefia area de la celda.
Aproximadamente un millén de copias de DNA de doble cadena son producidos
como un conjunto (Cluster), que representa a un fragmento inicial de cDNA. La
sintesis de cluster, previa a la etapa de secuenciacion, garantiza la formacién de
una sefial de intensidad dptima para ser detectada (Mutz et al.,, 2013).

La secuenciacion propiamente dicha, es el segundo paso en la metodologia del
Genome Analyzer. Los dNTPs marcados con fluoréforos base-especificos, son
afiadidos por una DNA polimerasa de forma gradual al fragmento de DNA de
cadena sencilla, la incorporaciéon de cada base es detectada por medio de
excitacion con laser y luego el fluor6foro es eliminado para asi dejar el grupo OH
del extremo 3" libre parala incorporacién de otro dNTP a la cadena en formacidn.
De esta forma, se obtiene como resultado el conjunto de lecturas de las
secuencias de los fragmentos de la libreria inicialmente preparada a partir de la
muestra de RNAm (Mutz et al., 2013).

Finalmente, el andlisis de expresién transcripcional a partir de los datos de
lecturas de las secuencias obtenidas, se compone fundamentalmente de tres
etapas que utilizan una gran variedad de herramientas bioinformaticas: a)
Alineaciéon de las secuencias leidas con el genoma de referencia; b)
Cuantificacién de la expresiéon de cada gen por inferencia a partir de los
alineamientos realizados; ¢) Determinacién de la expresion génica diferencial
(Fonseca et al, 2014).
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Existe un considerable niimero de herramientas bioinformaticas usadas en RNA-
Seq para alinear las secuencias obtenidas, algunos ejemplos son: TopHatl
(Trapnell et al., 2012;Trapnell et al., 2009), TopHat2 (Kim et al, 2013), Osa (Hu
et al, 2012), Star (Dobin et al, 2013), GSNAP(Wu and Nacu, 2010), Bowtie2
(Langmead and Salzberg, 2012), Bowtiel (Langmead et al., 2009), BWA2 (Li and
Durbin, 2010), BWA1 (Li and Durbin, 2009), Smalt
(http://www.sanger.ac.uk/resources/software/smalt/), y Novoaling
(http://www.novocraft.com/main/page.php?s=novoalign). Por otra parte, las
herramientas bioinformaticas para la cuantificacion de los niveles de expresion
génica incluyen a: HT-Seq (Anders et al, 2014),Flux-capacitor (Montgomery et
al, 2010), Cufflinks1 (Trapnell et al, 2010), Cufflinks2 (Trapnell etal, 2012). Un
esquema general de la metodologia RNA-Seq es presentado en la Figura 18.
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1.3.2 Valoracion de efectos celulares

Alteraciones en la funcién y estructura celular son consecuencias de las
disrupciones moleculares originadas por la exposicién a contaminantes. Por
esto, lo estudios de toxicidad a nivel celular, conocidos como estudios de
genotoxicidad, son muy frecuentes en la evaluacion de los efectos generados por
contaminantes ambientales, en especial aquellos que se relacionan con los
inicios de cancer (Kang et al., 2013).

Los ensayos de genotoxicidad pueden ser definidos como pruebas in vitro e in
vivo, utilizadas para detectar compuestos que inducen dafio genético en las
células. Estos ensayos son capaces de identificar dafio al DNA y la fijacién del
mismo (mutaciones, dafios cromosomales a gran escala o recombinaciones). Asi,
un compuesto genotdxico (mutdgeno o genotoxina) es un agente quimicos que
puede causar dafio cromosomal o al DNA. Estos dafios en una célula somatica
pueden resultar en una mutacién de que podria estar asociada a cancer y en las
células germinales, este mismo dafio implicaria alteraciones del DNA heredables
(Phillips and Arlt, 2009). Han sido desarrollados muchos test in vitro e in vivo de
genotoxicidad (Zeiger, 2010), en este documento serd descrito el Ensayo Cometa
que constituye una importante herramienta para el estudio los efectos celulares
de los contaminantes asociados a la mineria de carboén.

1.3.2.1 El ensayo Cometa en la evaluacion de los efectos celulares causados
por la exposicion a contaminantes asociados a la mineria de carbén. Dentro
de las aplicaciones del ensayo cometa, una de las mdas importantes y
documentadas es la valoraciéon de genotoxicidad ambiental y ocupacional. El
ensayo cometa en estas areas permite monitorear la exposicion humana a
potenciales mutagenos y carcinégenos ambientales tales como gases y material
particulado presente en aire contaminado, metales, pesticidas, radiacién y otros
xenobiéticos (Valverde and Rojas, 2009).

Entre los reportes mas reciente de evaluacién de efectos de la mineria de carbén,
se sefialan incrementos significativos en el indice de dafo al ADN en linfocitos
aislados de muestras de sangre periférica de trabajadores de la mina de carbon
del Cerrejon en Colombia (Leon-Mejia et al, 2011). Estos mismos autores
reportaron resultados similares en al afio 2007 al analizar muestras de sangre
total de ratones provenientes de zonas mineras (Leon et al., 2007). Otros dos
estudios realizados en el afio 2010, evaluaron los efectos contaminantes de la
mineria del carbén en dos tipos animales, caracol comun (Helix aspersa) y
murciélagos (Molossus molossus, Tadarida brasiliensis and Eptesicus diminutus).
En el primer estudio, tras analizar la hemolinfa de los caracoles, se encontro6 que
los animales expuestos al carbon y sus contaminantes asociados, presentaron
mas altos niveles de dafio al DNA al compararlos con el grupo control. Similares
resultados fueron encontrados también en la especie de murciélago, T. basiliensis
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(Joseetal, 2010;Leffa et al,, 2010). Estos antecedentes demuestran que el ensayo
Cometa es una valiosa herramienta para la evaluacién del potencial genotéxico
del polvillo de carb6n y sus contaminantes asociados sobre la biota expuesta. A
continuacion seran precisados los aspectos metodoldgicos relevantes de este
ensayo.

El ensayo cometa también referido como electroforesis en gel de células aisladas
(del Inglés: single cell gel electrophoresis assay - SGCE), es una técnica
electroforética desarrollada por Ostling y Johanson en al afio 1984, que permite
visualizar el dafio o fragmentacién al DNA en células eucaridticas individuales
utilizando microscopia (Ostling and Johanson, 1984). Este ensayo se ha
convertido en esencial para la evaluacion de los efectos genotdxicos de nuevos
farmacos u otros compuestos quimicos, ademas de ser util también como
biosensor de contaminacién ambiental por genotoxinas en los estudios de
monitoreo ambiental. El ensayo cometa también ha sido incluido en estudios de
evaluacién nutricional, por ejemplo, para determinar el efecto de nutrientes en
los niveles de dafo al DNA o los beneficios protectores de alimentos ricos en
componentes antioxidantes (Collins, 2004).

Tras la técnica inicial del ensayo cometa creada por Ostling y Johanson, a partir
de 1988 han surgido varias versiones que implican el uso de condiciones
alcalinas (pH>13) y neutras, con el fin de aumentar la sensibilidad y ampliar la
deteccién de un amplio espectro de lesiones en el DNA (Hartley et al., 2011;0live,
2002;Tice et al, 2000). Hoy en dia el ensayo Cometa en medio alcalino es
ampliamente utilizado por un nimero creciente de estudios que evaltian el dafio
al ADN, haciendo uso de sus principales ventajas: sensibilidad, flexibilidad, bajo
costo, facil y rapida aplicacion, ademas de requerir poca cantidad de células por
muestra (Liao et al, 2009;Tice et al., 2000). Dentro de las alteraciones al DNA, el
ensayo cometa permite detectar fragmentaciones en una sélo cadena del DNA
(SSB), roturas de doble cadena (DSB), sitios labiles alcalinos (ALS), dafio a bases
nitrogenadas (usando tratamiento previo con enzimas especificas de acuerdo
con la lesion), entrecruzamientos (DNA-DNA, DNA-proteinas) y fragmentos
apoptoéticos. Adicionalmente, el uso de anticuerpos para detectar aductos del
DNA y la utilizacién de sondas especificas de hibridizacién in situ con
fluorescencia (FISH) estan comenzando a investigarse a fin de desarrollar
sistemas automatizados que acoplen estas metodologias con el ensayo cometa
(Dhawan et al.,, 2009;Hovhannisyan et al, 2004).

El ensayo cometa, se fundamenta en la realizacién de una suspensién celular, a
partir de lineas celulares cultivadas, linfocitos de sangre periférica o células
aisladas de varios tejidos, en un gel de agarosa sobre un portaobjetos. Una vez
embebidas, las células son lisadas en condiciones alcalinas suaves a fin de
remover las proteinas celulares. Las placas son luego expuestas a condiciones
alcalinas a fin de relajar el DNA y prepararlo para la electroforesis. Durante la
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electroforesis con buffer alcalino, el DNA superenrrollado migra lentamente
hacia el 4nodo, mientras los fragmentos de DNA rotos migran rapidamente
generandose la apariencia de un cometa, conformado por una cabeza
correspondiente al DNA integro y una cola con los fragmentos de DNA. La
coloracién del DNA con compuestos fluorescentes permite cuantificar el dafio
por microscopia de fluorescencia, de forma que a mayor tamafio de la cola de
cometa, mayor es el dafio del DNA en la célula (Azqueta and Collins, 2013).
Algunos tipos de dafio al DNA detectados por diversas variantes del ensayo
cometa, el procedimiento del ensayo cometa alcalino y su variante neutra y un
patron de clasificacion de los cometas de acuerdo el grado de dafio del DNA son
esquematizados en la Figura 19.
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Figura 19. El ensayo cometa. A.Tipos de dano al DNA detectados en el ensayo cometa
(Olive, 2002) . B. Esquema general metodolégico del ensayo cometa alcalino y su
variante neutra (Azqueta and Collins, 2013). C. Patrén de clasificacién de los cometas
de acuerdo el grado de dafio del DNA en células HepG2, que muestra 5 niveles desde
el nivel 0, sin dano al DNA hasta el nivel 4 de méximo dafo (Azqueta and Collins, 2013).

1.3.3 Valoracion de efectos tisulares organicos y sistémicos

Las herramientas clinicas de andlisis radiografico y cuantificacién de marcadores
séricos han sido utilizadas para el diagnéstico y valoracién de los efectos
tisulares, orgéanicos y sistémicos generados por la exposiciéon a xenobioticos.
Respecto a la valoracion de los efectos generados por el polvillo de carbén, han
sido utilizados algunos marcadores séricos del estado oxidante/antioxidante de
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mineros expuestos. Asi, los niveles séricos de 6xido nitrico, malondialdehido,
superédxido dismutasa, catalasa, glutation reductasa, glutatiéon S-transferasa,
carbonil proteinas y antioxidantes como B-carotenos, retinol, ascorbato y a-
tocoferol, confirman la existencia de un desbalance oxidativo relacionado con la
actividad minera (Tuluce et al, 2011). Otros estudios han sido dirigidos a
cuantificar marcadores séricos de inflamacién tales como TNF-o y IL-6 (Borm et
al, 1988;Zay et al., 1999) y de apoptosis tales como Fas, FasL, Fas/APO-1
(Hoffmeyer et al.,, 2010;Yuan et al., 2006).

Por otro lado, las alteraciones morfolégicas macro y microscopicas en tejidos y
organos, pueden ser determinadas mediante andlisis histopatolégico. La
histopatologia es una herramienta ampliamente utilizada para la evaluacién de
los efectos de contaminantes ambiental en la biota (Wu et al,, 2009). Relacionado
con la exposiciéon a particulas de carbdén, ha sido reportado que el tejido
pulmonar de ratas expuestas a polvillo de este mineral, presenta marcada
infiltracién inflamatoria, observacién que se relaciona con la génesis de
enfermedades pulmonares crénicas (Pinho et al.,, 2004).

En este sentido, las biomoléculas cuantificadas en muestras de fluidos bioldgicos
y el examen histopatolégico, constituyen un conjunto valioso de biomarcadores
para la determinacién de los efectos tisulares, organicos y sistémicos de
exposicion a los contaminantes asociados a la mineria de carbén, aplicables tanto
en individuos habitantes en las cercanias a las minas, como en aquellos estudios
experimentales en animales o que emplean especies de biota silvestre expuesta.

1.3.4 Modelos bioldgicos utilizados en este estudio
1.3.4.1 Especies animales usadas como centinelas ambientales.

El término “centinela” fue aplicado por primera vez en los afios 1950s, a especies
animales usadas para detectar radioactividad en diversas areas. Actualmente,
para el monitoreo de peligros o riesgos ambientales existen tres conceptos
diferenciados que han sido establecidos, de acuerdo con el propésito de uso. Asi,
el término “Especie monitor” es usado cuando se mide la reduccién de
rendimiento o funciones propias del organismo; las “Especies indicadoras”
permiten determinar una escala de contaminacién ambiental de acuerdo a su
ausencia o abundancia en un area, y finalmente las “Especies centinela”,
permiten evaluar la fraccién biodisponible de contaminantes en un ecosistema,
al realizar mediciones de su retencion y efectos relacionados en diversos tejidos
(Beeby, 2001).

Una especie centinela, no humana (ya sea silvestre o doméstica) se caracteriza
por estar expuesta a contaminantes quimicos, fisicos o a un agente infeccioso en
su habitat, el cual es compartido por humanos o son comparables en
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concentracion. Estas especies deberian ser capaces de responder a los
compuestos quimicos contaminantes o agentes patdgenos, a través de un
espectro que incluyera disfunciones reproductivas y de supervivencia,
perturbaciones inmunoldgicas, bioquimicas, cambios anatdémicos y/o otros
defectos incluyendo cancer. En la evaluacién de los riesgos ambientales, el uso
de especies centinelas es el adecuado para monitorear de manera conjunta el
riesgo alos humanos y valorar el delicado balance de un ecosistema (Reif, 2011).
En la literatura existen estudios que usan animales centinela tanto para
valoracién de riesgos infecciosos como para exposiciéon a xenobioticos, sin
embargo en este documento sera realizado énfasis en este ultimo grupo. Tres
aspectos que favorecen el uso de este modelo animal de investigacion del riesgo
ambiental son descritos a continuacion.

En primer lugar, muchos animales comparten ambiente con los humanos,
frecuentemente consumen los mismos alimentos y agua de las mismas fuentes,
respirante el mismo aire y experimentan similares condiciones de estrés
asociadas a conflictos humanos y a los avances tecnolégicos y urbanisticos de un
territorio. En segundo lugar, los animales y humanos responden a muchos
agentes toxicos a través de vias de sefalizacién celular andlogas y
frecuentemente desarrollando similares enfermedades inducidas por
mecanismos patolégicos comunes. Finalmente, el uso de especies centinela a
menudo permite predecir los efectos a largo plazo generados por la exposicion a
contaminantes en los humanos, debido a que la esperanza de vida més corta de
las especies animales hace que muchas de las condiciones patolégicas vinculadas
con la contaminacién ambiental sean desarrolladas por estos organismos mas
rapido (Rabinowitz et al., 2008).

En la actualidad los estudios realizados con especies centinela revelan que en su
mayoria los animales utilizados son de vida silvestre, respecto a los estudios
realizados con mascotas o ganado de diversos tipos. Dentro de los vertebrados,
el uso de mamiferos como centinelas de riesgos quimicos ambientales ocupa el
tercer lugar después de aves y peces, que son las especies mayormente utilizadas
(Beeby, 2001). El ratén casero clasificado en la especie Mus musculus, de interés
en el presente trabajo, ha sido frecuentemente empleados en estudios para la
valoracién de los efectos de contaminantes ambientales, algunos ejemplos
incluyen investigaciones relacionadas con el efecto material particular volcanico
(Camarinho et al, 2013), asbesto (Ben-Shlomo and Shanas, 2011) y metales
(Sanchez-Chardi et al.,, 2009).

De acuerdo con lo anterior, existen oportunidades interesantes para estudiar
especies centinelas de mamiferos, habitantes de ecosistemas afectados por
contaminantes ambientales tales como los generados por la industria minera
carbonifera. La posibilidad de contar con estos modelos animales de valoracién
de riesgo ambiental ofrece la oportunidad de generar resultados de investigacién
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relevantes para la salud humana y como soporte para conducir intervenciones
en los temas de salud publica y politicas del medio ambiente.

1.3.4.2 Modelo in vivo vertebrado: Embriones de Danio rerio (Zebrafish).
Zebrafish (Pez cebra) se producen naturalmente en el sur de Asia y se describi
por primera vez por el médico britanico Francis Hamilton (1762-1829) en 1822,
quien le dio el nombre cientifico Brachydanio rerio. La literatura mas antigua se
refiere a zebrafish como Brachydanio rerio, sin embargo desde el afio 1993 desde
la publicaciéon de Meyer y col., relacionada con la posicién filogenética de esta
especie y por voto consenso en la Reunion de Zebrafish de este mismo afio, fue
establecido que a partir de esta fecha el nombre cientifico Danio rerio deberia ser
utilizado (Meyer et al., 1993).

Desde su descripcion, este pez de origen tropical se convirtié en un habitante
popular de acuarios privados. En el siglo XX, ademas de la popularidad de los
acuarios y eventos de exhibicién de diversas especies de peces tropicales, un
amplio nimero de especies acudticas fueron sometidas a investigaciones
cientificas en el area de la embriologia, debido a caracteristicas tales como la
reproduccién ovipara y la generacién de grandes cantidades de huevos
disponibles para los ensayos in vivo (Meunier, 2012).

El primer articulo registrado en la base de datos pubmed sobre investigaciones
con este organismo es registrado en el afio 1955, sin embargo sé6lo hasta la
década de los ochenta zebrafish gener6 interés cientifico, luego que George
Streisinger (1927 - 1984), de la Universidad de Oregon, identificara y
desarrollara zebrafish como un modelo biolégico para el andlisis genético del
desarrollo en vertebrados, publicando junto con otros autores, el primer articulo
con resultados de investigacién empleando este modelo y titulado “Production
of clones of homozygous diploid zebrafish (Brachydanio rerio)” (Halstead et al,
1955;Streisinger et al., 1981). Desde los primeros trabajos de Streisinger hasta
la fecha, el nimero de publicaciones que registran el término “zefrafish” ha sido
creciente. Si bien, Streisinger es reconocido como el pionero de este modelo por
la comunidad cientifica (Grunwald and Eisen, 2002), en el afio 1967, las
investigaciones de Anderson y Battle constituyen un antecedente importante de
la utilidad de zebrafish en el 4rea de la toxicologia y la farmacologfa al publicar
el articulo titulado “Effects of chloramphenicol on the development of the
zebrafish, Brachydanio rerio” (Anderson and Battle, 1967).

George Streisinger, era uno de un puiado de cientificos defensores del estudio
de la neurobiologia con un enfoque genético utilizando este modelo. En la
Universidad de Oregon, este investigador desarroll6 técnicas para la produccion
de clones y métodos para la introduccién de mutaciones en la linea germinal. Sus
estudios, condujeron a la identificaciéon de varias mutaciones que afectaban el
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desarrollo embrionario (Felsenfeld et al., 1990;Grunwald et al., 1988;Grunwald
and Streisinger, 1992).

Histéricamente, los cientificos de la Universidad de Oregon han desempeifiado y
siguen desempeflando un papel importante en el desarrollo del modelo
zebrafish, apoyando ademds a la comunidad cientifica, con el suministro de
informacion, procedimientos, reactivos y peces (Linney et al.,, 2004). De hecho, la
Universidad de Oregon ha creado en su sitio web, la base de datos
http://www.zfin.org, que proporciona informacién y enlaces sobre todos los
aspectos de la investigacion en zebrafish, el cual puede ser visitado y utilizado
por cualquiera interesado en este modelo. Esta Institucidon, ademas cuenta con el
Centro internacional de Recursos de Zebrafish ZIRC (Zebrafish International
Resource Center- http://zebrafish.org/zirc/home/guide.php) que ofrece peces
de las ocho cepas wild type de Danio rerio disponibles para investigacion: AB,
AB/Tuebingen (AB/TU), Sanger AB Tuebingen (SAT), Tuebingen (TU), SJD, SJA,
WLK y TL. De estas, la cepa TU ha sido objeto de investigacion en el proyecto de
secuenciacion del genoma de zebrafish iniciado en el afio 2001 por el Instituto
Sanger y disponible a través del sitio web http://www.sanger.ac.uk/Projects/D
rerio/.

Actualmente, el genoma de Danio rerio (cepa Tuegingen), se encuentra
secuenciado y disponible en la base de datos del NCBI (The National Center for
Biotechnology Information), donde se registra la secuencia de 25 cromosomas y
el genoma mitocondrial de este organismo. El nimero de acceso CABZ01000000,
corresponde al genoma completo de zebrafish e incluye las secuencias
comprendidas entre los cédigos genbank CABZ01000001 y CABZ011191109.

Respecto a la morfologia de esta especie, zebrafish es un pequefio pez de aguas
dulces tropicales, nativo de la India, con longitud entre 1 y 2 pulgadas. Los
estados de desarrollo de zebrafish estan bien caracterizados e incluyen la etapa
de formacién de la blastula que se completa a las 5.35 horas después de la
fertilizacion (hpf); el proceso de gastrulacion que se completa a las 10.33 hpf,
seguido de inmediato por la etapa de segmentacién en la cual se forman los
somitas tras 24 hpf. El periodo comprendido entre las 48 y 72 hpf, implica la
eclosion de los embriones. La etapa entre 72 hpf'y hasta los 29 dpf es el estado
larvario de zebrafish, en el cual el organismo comienza a alimentarse lo que
sugiere que la mayoria de los 6rganos han llegado a un estado funcional a partir
de los 5dpf. Finalmente se encuentran las etapas de juvenil (30 - 90 dpf) y adulto
(90 - 130 dpf) (Eisen, 1996). La Figura 20 muestra las diferentes etapas del
desarrollo de zebrafish.

Algunas de las ventajas de utilizar este organismo como modelo, es que sus
embriones son transparentes, por lo tanto, anomalias morfolégicas pueden ser
facilmente detectadas a través del examen visual microscopico. Una hembra
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puede producir de 100 a 200 huevos en cada nidada, lo que permite generar un
gran nimero de progenie para la realizacion los ensayos en el laboratorio. Los
huevos son lo suficientemente grandes para ser facilmente manipulados y
pueden ser fertilizado naturalmente o in vitro. El rapido desarrollo extrauterino
de zebrafish permite obtener larvas que nadan libremente y con las
caracteristicas morfoldgicas y de comportamiento de los adultos en 4-7 dias
posterior a la fertilizacion (dpf) (Eisen, 1996).

La facil visualizacion de la organogénesis de los embriones es otra de las ventajas
de este modelo; por ejemplo, las contracciones cardiacas comienzan durante el
segundo dia después de la fertilizacidn y todos los 6rganos importantes pueden
ser reconocidos al quinto dia. Adicionalmente, el tamafio de esta especie adulta
permite aislar cantidades significativas de tejidos especificos para diversos
ensayos. Finalmente, cantidad de recursos necesarios para mantener un gran
numero de peces es modesta (Gerhard, 2007; Gerhard, 2003).

Aunque zebrafish es filogenéticamente distante de los humanos, su desarrollo,
utiliza una caja de herramientas genética que es esencialmente conservada entre
todos los vertebrados (Canestro et al, 2007). En términos de genoma la
arquitectura y la regulaciéon de genes, en zebrafish, lo constituyen como un
modelo muy bueno para investigaciones sobre el desarrollo de los diversos
sistemas del organismo, asi como para otros enfocados a comprender los
mecanismos moleculares implicados en la homeostasis, ya que gran parte de la
anatomia y la fisiologia de los peces es altamente homoéloga a los seres humanos
(Vande Peer et al., 2009). Asi, larespuesta molecular en zebrafish es comparable
a la especie humana porque los procesos metabdlicos fundamentales y los
mecanismos de sefializacién son marcadamente conservados en ambas especies
(Gerhard and Cheng, 2002).

En esta era de las ciencias 6micas, el modelo de zebrafish es un sistema biolégico
atractivo y clave para el desarrollo de la ciencia, debido a la disponibilidad de
recursos genoémicos, tras la secuenciaciéon de su genoma. Ademas, la capacidad
de generar zabrafish transgénicos, permite el desarrollo de estudios de
sobreexpresion asi como la elucidacién de genes candidatos (Meng et al,, 1999).
Hoy en dia, diversas investigaciones utilizan especies knockout y knockdown de
zebrafish como herramientas genéticas dirigidas al estudio de nuevos
medicamentos para el tratamiento de enfermedades genéticas y la elucidacion
de funciones génicas en el desarrollo de los vertebrados (Amacher, 2008; Koudijs
et al, 2008). En la Tabla 3 se resumen las ventajas de zebrafish como modelo
biolégico de investigacion.
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Periodo Blastula Periodo Gastrula
(0 - 5.35hpf) (5.35 - 10.33 hpf)

Periodo Segmentacion (10.33- 24 hpf)

Periodo de eclosion (48 — 72 hpf)

Figura 20. Zebrafish: Etapas de desarrollo. Imdgenes tomadas de www .zfin.org.

1.3.4.3 Modelo in vitro: Células HepG2. L.a ATCC (American Type Culture
Collection) es la principal fuente mundial de cientos de lineas celulares que en su
gran mayoria han sido derivadas desde un cultivo primario, ya sea por
subcultivos sucesivos o por transfeccidon con oncogenes, adquiriendo Ia
capacidad de proliferar indefinidamente. La principal ventaja de utilizar cultivos
celulares en investigaciones toxicoldgicas, es la posibilidad de elucidar
mecanismos intracelulares mediante la aplicacién de herramientas gendmicas,
proteomicas y metabolémicas. Por esto, la toxicologia in vitro es un area de
acelerado desarrollo y dia tras dia sigue tomando fuerza como la mejor
alternativa para evaluar la seguridad de multiples compuestos quimicos en
humanos (Jennings, 2014).

Dentro de las células hepaticas, las Células de Hepatocarcinoma humano
(HepG2) han sido ampliamente empleadas como modelo in vitro de ensayos
toxicologicos. Esta linea celular, patentada en 1980 por investigadores del
institulo Wistar en Filadelfia, fue aislada desde el hepatoblastoma primario de
un hombre de 15 afos, y posteriormente incluida en el listado ATCC con el
nombre HB 8065 (Knasmuller et al, 2004;Majer et al., 2004). La morfologia de
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estas células es similar a las del parénquima hepatico, sintetizan y secretan
varias proteinas al igual que las células humanas normales y expresan a un nivel
comparativo mas bajo multiples enzimas del metabolismo de xenobiéticos,
incluyendo a la familia de Citocromos P450 y diversos trasportadores nucleares
(Wilkening et al., 2003).

Tabla 3. Ventajas de zebrafish (Danio rerio) como un modelo de
vertebrados.

e Tiempo de generacion rapida (2-3 meses después de la fertilizacion)

e Bajo costo y alta densidad de poblacién

e Desarrollo extrauterino (Larvas pueden nadar libremente a los 4 dpf).

e Transparencia de los embriones

e Ideal parala microscopia de pequefio tamafio.

e Eticamente la mayoria de los experimentos son de facil justificacién
tanto en la forma embrionaria como larvaria.

e Mas de 12.000 patrones de expresion génica registrados (incluidos
los miRNAs)

e Latransgénesis con vectores retrovirales y de transposones (miles de
lineas generadas)

e Rapida mutagénesis

e Gran coleccién de mutantes

e Permite ensayos de screnning farmacolégico y toxicoldgico a gran
escala Conservacion de las dianas farmacolégicas

e C(Conservacion de neurotransmisores (glicina, GABA, glutamato,
dopamina, norepinefrina, epinefrina, serotonina, la melatonina)

e Conservacion de la mayoria de los neuropéptidos

e Conservacion de los genes de desarrollo embrionario

En el campo toxicolégico, la linea celular HepG2 ha sido y continda siendo
empleada para la realizacién de ensayos de genotoxicidad de una amplia
variedad de compuestos incluyendo pesticidas (Ej: Endosulfan, p,p’-
Diclorodifeniltricoloroetano), micotoxinas (Ej: Aflatoxina B1, Ocratoxina A), PAH
(Ej: Benzopireno, Antraceno), Nitrosaminas y otras sustancias tales como el
metanol, etanol y cloruro de cadmio (Knasmuller et al, 2004). En este sentido,
las células HepG2 representan una excelente herramienta para la elucidacién de
los efectos biolégicos asociados con la exposicion a la mezcla de contaminantes
derivados del polvillo de carbén.
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Vision general del sistema
de respuesta celular frente
a estresores y xenobioticos.

El Consejo Nacional de Investigaciones - USA (National Research Council - NRC)
en su reporte titulado “Toxicity Testing in the 21st Century: A Vision and a
Strategy”, define el concepto de vias intracelulares de toxicidad como aquellas
que activadas por estresores, tales como contaminantes u otros compuestos
quimicos, conllevan a cambios en los procesos intracelulares, generando
cambios suficientes para acarrear injuria celular y los subsecuentes efectos
adversos en la salud (NRC, 2014). Bajo esta perspectiva, el origen de los efectos
toxicos de cualquier sustancia quimica, es el conjunto de alteraciones en vias
intracelulares transductoras de sefales, las cuales producen modificaciones
estructurales y funcionales de forma secuencial en células, tejidos y drganos,
apareciendo finalmente a nivel sistémico, cambios clinicamente relacionados
con diversas patologias.

Si bien la valoraciéon de los efectos téxicos generados por la exposicién crénica a
contaminantes implica un enfoque integrado de analisis a diversas escalas,
incluyendo la sistémica, organica, tisular, celular y molecular, el estudio
toxicoldgico a esta ultima es actualmente un area de investigacion crucial y fértil.
Gracias a los avances biotecnolégicos, los estudios moleculares han permitido la
elucidacion de diversos mecanismos intracelulares de toxicidad y el
descubrimiento de nuevos biomarcadores de exposicion, efectos y
susceptibilidad a contaminantes. Asi, nuevas disciplinas en el campo
toxicolégico, tales como la toxico-gendmica y la téxico-protedmica, entre otras,
apoyan la generacidn del conocimiento en investigaciones orientadas hacia el
monitoreo y control de la exposicion humana y medio-ambiental a téxicos
individuales o mezclas complejas de contaminantes (Decristofaro and Daniels,
2008;]Jayapal et al,, 2010;Silins and Hogberg, 2011).

La multiplicidad de vias intracelulares que pueden estar afectadasy el desafio
de analizar los efectos bioldgicos de diversos estresores celulares, especialmente
cuando son mezclas complejas de contaminantes, como en el caso de industria
minera carbonifera, hacen necesario que los estudios toxicolégicos moleculares
se circunscriban a rutas toxicolégicas activadas en respuesta a la exposicién a un
amplio espectro de contaminantes. En este sentido, sistemas de sefializacion
intracelular, tal como la respuesta al estrés celular, constituyen un punto de
partida para el estudio de los efectos causados por diversos contaminantes y su
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influencia en la génesis de multiples enfermedades crénicas (Simmons et al,
2009).

Los humanos y la biota en general estidn expuestos a un amplio espectro de
agentes potencialmente toxicos a lo largo de la vida, de procedencia enddgena en
algunos casos y en su mayoria provenientes de fuentes exdgenas, tal como los
contaminantes ambientales presentes en el aire, agua, suelo y alimentos.
Chirstopher Wild defini6 como “exposoma” a la totalidad de exposiciones
ocurridas desde el momento de la concepcién del organismo, como un concepto
clave para continuar avanzando en el estudio de muchas enfermedades croénicas,
que en el 70 2 90% de los casos estan asociadas con factores de origen ambiental
(Rappaport and Smith, 2010;Rappaport, 2011;Wild, 2005).

A pesar de la complejidad y alto grado de organizacién estructural y funcional,
los organismos reaccionan a cambios ambientales a nivel celular. En condiciones
normales, las células responden a sefales end6genas, tales como las activadas
por factores de crecimiento y otras moléculas que regulan sus condiciones
metabolicas, promueven el crecimiento y el adecuado funcionamiento del
organismo. De forma similar, las células responden a estresores exdgenos tales
como sustancias quimicas, xenobidticos, calor y radiacién i6nica, a través de
numerosas vias de sefializaciéon que integran el sistema de respuesta adaptativa
al estrés, con el fin de mitigar el dafio y mantener o restablecer la homeostasis
celular. Asi, el sistema de respuesta al estrés celular es integrado por numerosas
vias de sefalizacién o vias de transduccién de sefiales que resultan en la
activacion transcripcional de genes citoprotectores, también reconocidos como
genes de respuesta rapida o temprana al estrés y que pueden ser clasificadas de
acuerdo con el tipo de agresion celular en el cual son activadas (Mahadevan et
al, 2011;Simmons et al., 2009).

Los diversos tipos de vias adaptativas en respuesta al estrés celular, actian como
un sistema de defensa, con acciéon temprana frente a la toxicidad generada por
quimicos, radiacién y otros estresores fisicos. Estas vias de sefializacién pueden
ser agrupadas de acuerdo a su participacion en respuesta a: estrés oxidativo,
dafio al DNA, choque térmico, inflamacién, estrés osmético, estrés del reticulo
endoplasmatico (RE), estrés por metales e hipoxia. Al ser vias de sefializacion
ubicuas, presentes en todos los tipos celulares y que ademas son
desencadenadas por un amplio grupo de agentes contaminantes, este sistema es
esencial para la supervivencia, desarrollo y mantenimiento de las funciones de
los organismos. El estudio de estas vias de adaptacién ha sido de interés en el
campo de la toxicologia para la elucidacién de efectos, mecanismos de toxicidad,
asi como para la biisqueda de dianas farmacolégicas que permitan controlar de
la incidencia y prevalencia de multiples patologias crénicas y enfermedades
genéticas relacionadas con la exposicién a contaminantes ambientales y demas
estresores celulares (Simmons et al., 2009).
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Aunque son numerosas las vias intracelulares implicadas en este sistema, un
aspecto o disefio comun y basico en todas estas rutas de sefalizacidn, es la
existencia de tres componentes que actian en la respuesta celular en cascada,
Factor de transcripcion (FT), sensor y transductor. El FT es una proteina de
unién a DNA que se acopla a regiones denominadas elementos de control o
respuesta, para activar el promotor de un gen e iniciar su expresion. El sensor es
una proteina que en condiciones basales inactiva el factor de transcripcion
interactuando fisicamente con él para secuestrarlo o degradarlo. Finalmente, el
transductor, por lo general, es una enzima de tipo quinasa, que transmite la sefial
bioquimica (Ej. Fosforilacion) que modifica la estructura del FT o del sensor,
generando la forma activa del FT capaz de translocarse al nucleo y activar la
transcripcién de genes citoprotectores. La respuesta al estrés celular, no esta
mediada por un Unico transductor, en realidad, un grupo de transductores activa
simultaneamente diversas vias intracelulares adaptativas, en respuesta a la
accion de un mismo estresor, produciendo respuestas simultaneas (Simmons et
al, 2009).Un esquema del sistema de respuesta al estrés celular y ejemplos de
los componentes basicos de las vias de sefializacién mas importantes de cada
grupo, es representado en la Fig. 21.

Entre el sistema de vias intracelulares activadas frente a estresores, la respuesta
al estrés oxidativo constituye la adaptaciéon mas importante frente a los efectos
oxidativos generados por diversos agentes toxicos tales como los metales
pesados, dioxinas, hidrocarburos aromaticos polinucleares y material particular,
entre otros (Jomova et al., 2010;Jomova and Valko, 2011;Simmons et al., 2009).

Algunos de estos estresores celulares, integran por ejemplo, la mezcla compleja
de contaminantes derivada de la industria minera carbonifera, haciendo que el
interés del biomonitoreo de los efectos de esta actividad, se oriente hacia la
determinacién de biomarcadores implicados en rutas de sefializacién mediadas
por desequilibrio oxidativo. De hecho, existe evidencia de efectos téxicos de la
particula de carbon, tras encontrarse aumento de marcadores de peroxidacion
lipidica y disminucién de la defensa antioxidante en tejido pulmonar de ratas
crénicamente expuestas a este mineral, confirmandose de esta manera que el
estrés oxidativo es uno de sus efectos toxicos (Pinho et al, 2004).

Precisando aiin mas los conceptos descritos en parrafos anteriores, el estrés
oxidativo involucra el desbalance entre especies oxidantes y componentes
antioxidantes a nivel intracelular, debido al incremento de la produccién de
sustancias oxidantes, o a la reduccién de los niveles de antioxidantes.
Modificaciones de proteinas celulares, lipidos y DNA son los efectos de este
desequilibrio  asociado con enfermedades crénicas tales como
neurodegeneracion, inflamacién, ateroesclerosis y varios tipos de cancer
(Klaunig et al., 2010;Ma, 2010;Roberts et al, 2009;Roberts et al., 2010).
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Fig. 21. Principales vias de respuesta al estrés celular y ejemplo de algunos de sus
componentes bdsicos.

Hemos sefialado que las sustancias oxidantes incluyen a especies reactivas de
oxigeno y especies reactivas de nitrégeno, tales como Anion superéxido (Oze-),
Radical hidroxilo (¢OH), Radical Peroxilo (ROOe), Radicales organicos (ROe,Re,R-
Se), Acido hipocloroso (HOCI), Ozono (03), Oxigeno singlete (102), Peréxido de
hidrégeno (Hz02), Anién peroxinitrito (ONOO-) y Oxido nitrico (NO). Las fuentes
de estas moléculas oxidantes pueden ser enddgenas, como las derivadas del
metabolismo mitocondrial, accién de los peroxisomas y activacion de la
inflamacioén; o por el contrario, pueden provenir de fuentes ex6genas tales como
la exposicion a radiacion ionizante y xenobidticos (contaminantes ambientales,
agentes terapéuticos y demdas compuestos generados de la industria quimica)
(Ma, 2010).

Son diversas las agresiones celulares causadas por los ROS y RNS. A nivel de las
membranas, especies desencadenantes de oxidacion, tales como el radical
hidroxilo, extraen atomos de hidrégeno de acidos grasos poliinsaturados para
generar radicales lipidicos, que al reaccionar con el oxigeno originan radicales
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que finalmente se degradan formando aldehidos reactivos altamente
electrofilicos como el malondialdehido (MDA) y el 4-hidroxinonenal (HNE),
capaces de interactuar covalentemente con proteinas, formando aductos con
residuos de cisteina, lisina o histidina (Esterbauer et al, 1991). Adicionalmente,
el dafio oxidativo mediado por ROS y RNS en las proteinas, produce
fragmentaciéon de cadenas polipeptidicas, oxidaciéon de la mayoria de los
residuos presentes y la aparicién de entrecruzamientos (Stadtman, 2006). Por
otro lado, el DNA también es un blanco molecular de estas especies reactivas,
cuya accion genera modificaciones en bases, azicares, proteinas de unién al
ADN, mutaciones, errores de replicacion e inestabilidad gendémica, siendo la
formacion de 8-hidroxi-deoxi-guanosina, la lesion al DNA mas estudiada
(Valavanidis et al, 2009).

Dada la relevancia de los efectos toxicos generados durante condiciones de
estrés oxidativo, la célula cuenta con miultiples mecanismos intracelulares de
defensa y adaptacidn, principalmente mediados por factores de transcripcion. De
hecho, en las dos dltimas décadas ha sido demostrada la influencia moduladora
del estado redox en gran parte de las rutas clasicas de activaciéon de la
transcripcion. Asi, el estado redox es modulador de sistemas transductores de
sefiales mediados por factores de transcripciéon tales como el receptor de
hidrocarburos aromaticos (AhR), proteina activadora 1 (AP-1), B-catenina,
Proteina de respuesta temprana al crecimiento 1 (Egr-1), FOXO, receptor
glucocorticoide (GR), Subunidad alfa del factor 1 inducible por hipoxia (HIF1A),
p53, PAX-5, Factor nuclear kB (NF-xB), factor estimulador corriente arriba
(USF1) y el Factor 2 relacionado al factor nuclear eritroide-2 (Nrf2) (Brigelius-
Flohe and Flohe 2011).

Entre estos, la via de sefializaciéon Nrf2/Keap1/ARE (Factor 2 relacionado al
factor nuclear eritroide-2/ proteina 1 asociada kelch-like ECH-1 / Elemento de
respuesta antioxidante) ha sido una ruta de respuesta adaptativa al estrés
oxidativo ampliamente investigada, emergiendo como una via de sefializacién
centinela capaz de inducir una amplia y diversa bateria de genes, las cuales de
forma colectiva favorecen la supervivencia celular frente a la toxicidad generada
por la exposicién a diversas moléculas electrofilicas u oxidantes (Klaassen and
Reisman, 2010). Una sintesis del origen y los efectos del estrés oxidativo son
presentados en la Figura 22.
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Figura 22. Origen y efectos del estrés oxidativo

La via Nrf2/Keap1/ARE, puede ser inducida por estrés oxidativo, estrés en el
reticulo endoplasmatico, asi como por moléculas pequenas (inductores)
estructuralmente diversas, tanto de origen enddgeno como exégeno. Los
inductores pueden ser divididos en 10 categorias principales: difenoles,
fenilendiaminas y quinonas; aceptores Michael; isotiocianatos; 1,2-ditiol-3-
tionas; hidroperoéxidos; compuestos trivalentes de arsénico; iones de metales
pesados; mercaptanos vecinales; carotenoides y compuestos de selenio.
Adicionalmente, complejos de hemo, lipoproteinas oxidadas, moléculas tales
como CO, NO, ONOO-, HOCI, «OH, H202, O3 y las condiciones de isquemia,
hiperoxia e hipoxia, han sido registrados como otros factores capaces de activar
la expresién de genes regulados por esta via de sefializacion (Brigelius-Flohe and
Flohe, 2011;Hur and Gray, 2011;Tkachev et al., 2011).

La via de transduccion de senales Nrf2/Keap1l/ARE controla la expresion de
multiples proteinas citoprotectoras de caracteristicas diversas en respuesta a
estresores exdgenos. La expresidon de estas moléculas puede ser cuantificada y
empleada como biomarcador de la activaciéon de Nrf2. Por ejemplo, la evaluacion
de NAD(P)H: quinona oxidorreductasa 1 (NQO1); Glutation-S-transferasas
(GSTs); Hemoxigenasa 1 (HO-1 6 HMOX1) y Metalotioneinas (MTs), para el caso
especifico de los contaminantes asociados al polvillo de carbén, permite
proponer mecanismos de toxicidad y seleccionar biomarcadores para continuar
avanzando en la elucidacidn de efectos patoldgicos en la biota expuesta (Kensler
etal. 2007;Nguyen et al. 2009).
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m HIPOTESIS

La exposicion a contaminantes derivados del polvillo de carbén genera
modificaciones en la integridad del genoma, cambios en la homeostasis
transcripcional y alteraciones en el desarrollo embrionario.

-
ﬁ OBJETIVOS

2.2.1 General

Determinar los efectos genotdxicos y transcripcionales asociados con la
exposicion a contaminantes derivados de la mineria de carb6n en ratones
silvestres, células HepG2 y embriones de Pez Cebra.

2.2.2 Especificos

Valorar el perfil transcripcional de genes implicados con vias de respuesta al
estrés celular, dafio al DNA, y metabolismos de xenobidticos en ratones silvestres
provenientes de zonas mineras carboniferas.

Estimar el potencial citotdxico, genotdxico y los cambios transcripcionales de un
extracto de polvillo de carb6n en un sistema in vitro (células HepG2).

Establecer las alteraciones en el desarrollo embrionario producidas por un
extracto de polvillo de carbén, usando embriones de Danio rerio.
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Abstract

Coal mining is a source of pollutants that impact environmental and human
health. This study examined metal content and the transcriptional status of gene
markers associated with oxidative stress, metal transport and DNA damage, in
livers of wild mice collected near coal mining operations, in comparison with
those obtained from a reference site. Mus musculus specimens were caught from
La Loma and La Jagua, two coal mining sites at the north of Colombia, as well as
from Valledupar (Cesar Department), a city located 100 km north the mines.
Liver concentrations of Hg, Zn, Pb, Cd, Cu and As were determined by differential
stripping voltammetry, and real-time PCR was used to measure gene expression.
Compared to the reference group (Valledupar), concentrations of Cd, Cu and Zn
were significantly greater in animals living near mining areas. In exposed
animals, the mRNA expression of NQO1, MT1, SOD1, MT2, and DDIT3 was 4.2-,
7.3-, 2.5-, 4.6- and 3.4-fold greater in coal mining sites, respectively, than in the
reference site (p <0.05). These results suggest that activities related to coal
mining may generate pollutants that could be impacting the biota, inducing the
transcription of biochemical markers related to oxidative stress, metal exposure,
and DNA damage. These changes may be in part linked to metal toxicity, and
could have implications for the generation of chronic diseases. Therefore, it is
essential to implement preventive measures to minimize the effects of coal
mining on its nearby environment to protect human health.

Keywords: Environmental Pollution, gene expression, differential stripping
voltammetry.

1. Introduction

Coal is a fossil fuel, considered as one of the two main energy sources used in the
world [1]. However, it is well known that coal mining has negative impacts in the
environment and in human health during all stages of the process [2]. In
developing countries, coal-mining areas are characterized by socioeconomic
disadvantages and riskier health behaviors, leading to environmental
degradation and reduced life quality [3]. Several studies have reported a direct
relationship between coal production and increased mortality, associated with
cardiopulmonary diseases and kidney damage, in workers and residents near
coal mines [4-7], as well as greater risk of hypertension- and chronic obstructive
pulmonary disease-related hospitalization [8]. Other studies have pointed out
the link between coal mining and the prevalence of neural tube defects in these
areas [9].

Although many chemicals have been detected as pollutants derived from coal
mining, dust particles, polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), heavy metals
and fluorine, have been identified as major pollutants originating from this
process [10]. These pollutants may exert changes in the mRNA expression of
genes involved in cellular functioning such as xenobiotic metabolism and
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transport, inflammation, cell growth, cellular differentiation, and specific
adaptive stress response pathways, among others [11]. Metal exposure, in
particular, may lead to the disruption of signaling events involved in regulation
of cellular proliferation and DNA repair, modulating genes such as the DNA-
damage-inducible transcript 3 (DDIT3), Xeroderma pigmentosum
complementation group C (XPC), cyclin D1 (CCND1) and the myelocytomatosis
oncogene (MYC) [12]. These chemicals may also be responsible for the
generation of oxidative stress, with the consequent activation of cytoprotective
genes, such as glutathione peroxidase 3 (GPX3), NAD(P)H dehydrogenase
quinone 1 (NQO1), metallothionein I (MT-I), and superoxide dismutase 1 (SOD1)
[13-15]. On the other hand, the activation of the aryl hydrocarbon receptor (AhR)
is the most important cellular response induced by PAHs [16,17]. This response
initiates the activation of a battery of genes such as the cytochrome P450, family
1, subfamily A, polypeptide 1 (CYP1A1), which in turn, increases the toxicity of
PAHs by forming reactive molecules that produce DNA adducts, UDP
glucuronosyltransferase (UGT1A2), and Glutathione-S-transferase (GSTA1)
[18].

The combined effects of the mixture of chemicals leached by coal particles may
induce a sustained cellular stress and damage that could lead to the development
of a number of diseases in exposed organisms. Accordingly, it is not surprising
that cancer, chronic lung and cardiovascular diseases are considered the main
toxic effects of coal mining, emerging from a common context of oxidative stress
and DNA damage, derived from released pollutants [5,19,20]. The aim of the
present study was to determine the concentrations of several metals in liver
tissue, as well as the status of different molecular markers (oxidative stress,
metal exposure, DNA damage, xenobiotic metabolism) in mice (Mus musculus)
from areas with coal mining operations, comparing them to a reference site
where these activities are not performed.

2. Materials and Methods

2.1 Collection of specimens and extraction of tissue sample

Mus musculus specimens were collected in 2010 and 2011 using medium-size
Sherman live traps (H.B. Sherman Traps, Inc, Tallahassee, Fl, USA), placed inside
houses at two different locations within the coal mining area at the Department
of Cesar, Colombia: La Jagua (10931'19"N, 73°18'56"W) and La Loma
(10°23'58"N, 75230'9"W). Mice were also captured from a reference site,
Valledupar (10°28'06"N, 73°15'04"'W), the capital city of the Department
(approx. 100 km far from the coal mining area), in a neighborhood with urban
features similar to those observed in coal mining areas. Specimens were equally
processed and used for comparative purposes. A description of the
characteristics of animals captured in sampling locations is shown in Figure 1.
Mice were anesthetized with sodium pentobarbital until deep anaesthesia and
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then euthanized by exsanguination. Liver was removed and a section
immediately stored in RNALater® (Qiagen, California, USA) for gene expression
analysis. An additional section (500 -700 mg) was stored in empty tubes and
kept at -202C for metal analysis.

[ | Q Specimens captured [ ] d

Trapping 2010 Trapping 2011

Zone 1 - Valledupar
10Q

Area2-Laloma

Colombia 2/

-

Area 3 - LaJagua

La Jagua de Ibirico
Coal mining district

e

Total

17

ﬁﬂ@ﬂg
Ly

Fig. 1. General characteristics of Mus musculus specimens captured in study
areas during 2010 and 2011.

2.2 Metal analysis

A liver sub-sample between 80 and 150 mg, accurately weighed to 0.1 mg, was
digested with 3 mL nitric acid at 100°C for 30 min. Once at room temperature,
the cold sample was added 1 mL hydrogen peroxide (H202) and digested again
for 1 hour in a Memmert thermostatic bath.

The concentrations of Zn, Pb, Cu and Cd were determined by differential
stripping voltammetry (DPASV) using a Metrohm (Herisav, Switzerland) trace
analyzer model 746 VA processor, in combination with a Metrohm model VA 747
Stand. This stand consisted of a dropping mercury electrode (HMDE), a
silver/silver chloride/potassium chloride reference electrode, and a platinum
auxiliary electrode under Metrohm Application Bulletin 231/2e. The analysis of
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As and Hg was performed by DPASV using a gold electrode as working electrode
under Metrohm Application Bulletin 96/5e and 226/ 2e, for arsenic and mercury,
respectively [21-23].

The reagents used in the analysis were: stock solutions (1 g/L) of Zn2+, Cd2+,
Pb2+, Cu2+, As5+, and Hg2+. NaOH, KCl, HC], NaCl, Na2H2EDTA, and HC104 were
Suprapur or analytical quality. The solution to be analyzed was prepared
employing 10 mL of sample diluted with 1 mL of KCl, CH3COOH as supporting
electrolyte (buffer), adjusting the pH to 4.6 + 0.2. Standard solutions were
utilized as follows: Zn+2 =10 mg/L, Pb+2=0.5 mg/L, Cu+2 =2.5 mg/L and
Cd+2=0.1 mg/L.

In the case of As, the solution contained 10 mL of sample diluted with 10 mL 30%
HCl as supporting electrolyte, together with 1 mg/L As(V) standard solution. Hg
analysis was performed with 10 mL of diluted sample and 1 mL of supporting
electrolyte (0.35 g NaCl and 1.50 g of Na2H2EDTA, dissolved in 500 mL of
ultrapure water, 22 mL of 60% HCIO4 and decanted to 1L), adding a standard
solution of Hg+2 = 1 mg/L. The conditions of analysis for each metal are shown
in Table 1. The detection limit (S/N=3) for studied metals was 0.05 Bg/g, with
the exception of Pb for which this was 0.025 Bg/g. Quality control was performed
by triplicate analysis of a standard reference material (DOLT-4, Dogfish Liver
Certified Reference Material for Trace Metals; National Research Council
Canada). Accuracy, expressed as recovery average, ranged between 94.1% and
103.6%, and precision, as variation coefficient varied between 3.4% and 7.1%.

Table 1. Experimental conditions for voltammetric analysis of Zn (II), Cd(1I),
Pb(II), Cu(II), As(V) and Hg(II).

Zn (II), Cd(II), Pb(II), Cu(Il) As(V)  Hg(Il)

Working electrode HMDE RDE-Au  RDE-Au
Ed -1.15 -1.2 0.37

Ef 0.05 0.3 0.7

td 90 10 90

tr 10 2 5
dE/dt 0.06 0.02 0.02

AE 0.05 0.05 0.05

t 0.02 0.02 0.04

v 0.03 0.04 0.03

r 2000 2000 2000

Ed: Deposition potential (V/Ag, AgCl, KCl. sat); Ef: Final potential (V/Ag, AgCl, KCl
(sat); td: Deposition time (s); tr: Delay time before potential sweep (s); dE/dt:
potential scan rate (V/s); AE: amplitude of superposed press [Pulse width
overlay] (V); t: Pulse duration (s); v: Pulse repetition; r: Stirring rate (rpm);




HMDE: Hanging mercury drop electrode [Hg electrode]-Au; RDE: Rotating gold
electrode. Experimental peak potential (V/Ag, AgCl, KCl (sat)): 0050+0002 As
(V), +0.60£0.007 Hg (II), -0.98+ 0.005 Zn (II), -0.56+0.01 Cd (II), -0.38+0.02 Pb
(11), -0.10+0.005 Cu(II).

2.3 Gene expression assays

RNA was isolated from the liver using RNeasy® Mini Kit (Quiagen, California,
USA) as described by the manufacturer. The concentration of RNA was
determined by spectrophotometry (A260) and purity was assessed by the
A260:A280 ratio (1.9 - 2.0). The integrity of RNA was checked by visual
inspection of 28S and 18S ribosomal RNA on an agarose gel. Aliquots of RNA
samples of RNA were stored at -80°C until analysis.

For each sample, 1 @g of total RNA was reverse transcribed using QuantiTect®
Reverse Transcription Kit (Qiagen Inc, Valencia, CA, USA). The resultant cDNA
was used as the template in a 20 pL PCR reaction containing 10 pmol each of
forward and reverse gene-specific primers. Real time-PCR was conducted
utilizing a StepOne®System (Applied Biosystems, Foster City, CA). The reactions
were performed in MicroAmp optical 48-well reaction plates (Applied
Biosystems) using SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). PCR
conditions were as follows: Initial denaturation and enzyme activation for 10
min at 95°C, followed by 40 cycles of 95°C for 15s and 60°C for 1 min. In total,
12 genes were analyzed, including two housekeeping genes. Gene names,
accession numbers, forward and reverse primer sequences, as well as amplicon
sizes are listed in Table 2. The selection of these biomarkers was based on their
widespread use to study the molecular effects of pollutant mixtures on various
species considered sentinel organisms. Transcriptional changes in chosen genes
have received special attention as they account for the evaluation of oxidative
stress, PAH exposure, DNA damage, and metallothionein-related metal transport
[24-25]. Changes in gene expression were determined using GAPDH and RPS19
as reference genes (housekeeping), and the comparative CT (ARCT) method was
utilized to determine the relative target quantity. All experiments were run by
duplicates and negative controls contained no cDNA [26-28].

2.4 Statistical analysis

The data are presented as the mean+SE. Differences between two means was
assessed utilizing t-test. In the case of comparisons for more than two groups,
ANOVA was employed with log-transformed data, followed by Tukey multiple
comparisons test. When normality was not achieved in the data sets after
transformation, Kruskal Wallis was used instead, followed by Dunn’s multiple-
comparison test. Significance was set at p<0.05. All statistics were performed by
means of GraphPad Prism 5.0.
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3. Results

3.1 Metal analysis

Concentrations of Pb, Cd, As, Hg, Zn and Cu in the liver of feral mice (Mus
musculus) collected in Valledupar, La Jagua and La Loma in 2010 are shown in
Table 3. Compared with Valledupar, La Jagua presented higher levels of Cu and
Cd, whereas La Loma showed greater concentrations of Cu and Zn. In 2011,
samples were collected only in Valledupar and La Loma, and the results are
shown in Table 4. Similarly to the observations in 2010, samples collected in La
Loma showed higher Zn concentrations than those from Valledupar. In addition,
the samples from La Loma showed significantly higher levels of Cd compared
with the reference site.

3.2 Gene expression

Analysis of hepatic mRNA expression revealed that mice living in areas located
near coal mines presented a gene expression profile that was different from that
in samples from the reference site (Valledupar), In 2010 these changes were
detected for the expression of genes associated with oxidative stress, metal
transport and DNA damage (Table 5, top panel). The mRNA expression of NQO1
(up to 2.2-fold), MT1 (up to 7.3-fold) and MT2 (up to 3.7-fold) in mice from La
Jagua, were significantly higher compared to Valledupar. Animals from La Loma,
the other coal-extraction area, showed decreased expression of GPX3 (33.3-fold)
and MYC (20-fold) when compared to the reference site. In contrast, SOD1 (up to
2.5-fold) and DDIT3 (up to 3.4-fold) were over-expressed. CCND1, CYP1A1, and
DMT1 expression, were unchanged in mice captured around mining areas in
2010.

The rodents collected in 2011 showed similar results to those from 2010 (Table
5, bottom panel). The expression of MT1 mRNA (up to 4.6-fold) in La Jagua was
significantly higher than the reference site, and MYC showed decreased
expression (about 6.2-fold). Compared with Valledupar, NQO1 (up to 4.2-fold),
MT1 (up to 4.5-fold) and MT2 (up to 4.6-fold) in La Loma, were overexpressed,
while the expression of CCND1 and CYP1A1 was diminished (about 7.1- and
12.5-fold lower, respectively). The expression of DDIT3, SOD1, and DMT1 GPX3,
did not present significant differences between groups with any of the two
housekeeping genes used. Interestingly, when data from 2010 and 2011 were
pooled, the gene expression profile still showed some significant differences for
several genes between sampling sites (Supplementary Table 1). In particular,
when both housekeeping genes are considered, compared to the reference site,
hepatic NQO1 mRNA was overexpressed in mice from La Loma, whereas MT2
was overexpressed for both mining sites. In contrast, only GPX3 was found to be
down-regulated in mice from La Loma.
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4, Discussion

This study showed that compared to Cd, Cu and Zn in liver tissue of mice
collected around coal-mining areas was higher than in mice collected at a
reference site. However, no significant changes were detected for pollutants such
as As, Hg and Pb. It has been stated that coal-mining operations are linked to
exposure to particular metals [29,30], and once those have reached soils and
aquatic ecosystems, they impose a health risk to inhabitants of impacted areas
[31]. Metals such as Pb, Cd, Hg, Mn, Nij, Cr, as well as the metalloid As, have been
reported as major hazardous elements in different types of coal [32]. In fact, soil
samples from coal mining regions have been found polluted by As, Mn, Zn, Pb
and Ti [33]. Similarly, the analysis of drinking and irrigation waters from an area
near a coal mine in Bangladesh, confirmed the presence of Mn, Cu, Co, Zn, Pb, Sr
and Ni, as a result of contamination by acid mine drainage, thereby affecting
human and ecosystem health [34]. Moreover, it has been reported that up to
85% of the children living in towns adjacent to coal mines may have toxic serum
levels of Cd (> 0.5 Bg/dL) [35]. Environmental Cd has been proven to induce
damage primarily to the kidneys and liver [36], involving an oxidative stress-
mediated mechanism [37]. In addition, the presence of other metals such as Pb
and Cu, has been involved in the progression of the toxicity by this metal [38].

Cd, Cu and Zn belong to the group of heavy metals. However, Cu and Zn are
required by mammals, whereas Cd is considered a toxic element. In general,
toxic heavy metals are usually related to the development of various types of
cancer, neurodegeneration, reproductive disorders, diabetes, chronic renal
diseases, lung and liver pathologies, among others [39,40]. Usually these
elements have the potential to induce damage in the genetic material through
different molecular mechanisms, such as oxidative stress [13, 41-45], blocking of
DNA repair processes [46,47] and alterations in the regulation of cell
proliferation [48,49]. These effects are likely to occur through the Haber-Weiss
and Fenton reactions, generating hydrogen peroxide and hydroxyl radicals
[41,42]. The production of ROS, not only causes tissue damage. In the lung, it
activates transcription factors such as the nuclear factor kappa-B and activator
protein 1, which induce the transcription of inflammatory cytokines, chemokines
and growth factors associated with the formation of lung damage and fibrosis,
characteristic of the coal worker’s pneumoconiosis, the major occupational lung
disease associated to coal mining [50].

The exposure of heavy metals and other pollutants related with coal-mining
activities, results in transcriptional activation of cytoprotective genes, also
known as rapid stress-response genes [29,51]. Among the intracellular pathways
activated upon environmental stress, oxidative and DNA damage are common
features of several toxic agents, such as heavy metals, polynuclear aromatic
hydrocarbons and particulate material [52-54]. In this work, some biomarkers
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related to cellular stress responses were significantly overexpressed in hepatic
tissue of mice captured in coal-mining areas.

It has been shown that metal-induced changes in mRNA expression of NQO1, a
marker overexpressed in mice living near coal mining operations, involves the
transcription factor NRF2 (Nuclear factor erythroid 2 - related factor 2) and the
antioxidant response elements (ARE) [52]. NRF2 activation has been related to
the overexpression of metallothioneins and NQO1 [55,56]. In this study, not only
NQO1 (up to 2.2-fold), but MT1 (up to 7.3-fold) and MT2 (up to 3.7-fold) were
overexpressed in exposed mice, probably suggesting that coal-mining derived
pollutants may activate the Nrf2 pathway to promote oxidative stress. Moreover,
the fact that MT2 was overexpressed independently from variables such as the
sampling site and the time of specimen collection, give this gene an advantage as
a biomarker of probably exposure to coal mining operations in the biota.
However, additional studies are necessary to confirm this hypothesis.

The induction of DDIT3 was observed in the liver of mice exposed to coal mining
in La Loma. This gene is frequently up-regulated in response to cellular stress
and DNA damage [56], and this may indicate that signaling pathways linked to
DNA damage could be targets of coal mining-derived pollutants. On the other
hand, the overexpression of DDIT3 may probably be related to the high levels of
Zn found in hepatic tissue. Zn is an essential structural component for important
antioxidant defense proteins and DNA repair enzymes, characteristic that
reinforces the role of Zn in the maintenance of genome integrity [57].

In 2010, small, but not significant changes in CYP1A1 expression were observed
in La Jagua, probably due to PAH exposure. However, the general tendency for
this gene was to be down-regulated. It is known that induction of CYP1A1 is
mediated by AhR, promoting oxidative DNA damage [58-60]. However, the
significantlow CYP1A1 expression observed in La Loma could be associated with
development of concomitant inflammatory processes [62,63]. It is clear that
additional studies are required to determine expression of other genes involved
in Phase I/Il metabolism in hepatic tissue of animals exposed to coal mining. On
the other hand, genes such as CCND1, DMT1 and SOD did not show significant
differences in expression between groups, suggesting that coal exposure induces
a specific but complex gene expression profile, probably linked to the nature of
the mineral composition.

As expected, results presented here may show the differential effects of
environmental sampling conditions on both hepatic gene expression profile and
metal content in the liver. During 2010, mice collection was conducted at the
middle of a Nifia period in the study area, whereas the 2011 campaign occurred
after the massive rain and flooding period had finished. This means that during
the last specimen sampling, most of the pollution may have been washed away,
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and this was reflected in the lower metal concentrations found in the liver (See
Tables 3 and 4). Moreover, it is worth it to mention that if data presented here
showed that exposed mice are impacted during heavy rainy seasons, the
situation under dry conditions should be extremely critical, and deserves future
investigations.

As the discussion detailed here has been performed for pooled data, that is,
without discriminating by sex, it was decided to reanalyze the data considering
this variable. The results are presented in Supplementary Table 2. Interestingly,
compared to the reference group, NQO1 (2011), MT1 (2010 and 2011) and MT2
(2011) were overexpressed in exposed individuals, even when data were
separated by sex. These findings may highlight that for these particular genes,
the sex-linked variability of the expression in the experimental units, was not big
enough to limit the detection of significant molecular effects entirely induced by
the environmental conditions of the sampling site. Accordingly, this information
should encourage continuing using wild organisms to assess molecular changes
derived from environmental exposure to pollutants. In some cases, as depicted
here, the magnitude of the effects may be large enough to make visible the effects
of the pollution in the biota, even if the examined sample is not homogenous in
terms of size or sex.

In short, mice living near coal mining operations may be exposed to complex
mixtures of environmental pollutants that alter their biochemical and cellular
status. Animals collected from these industrial areas in Colombia presented
greater hepatic concentrations of some metals, such as Cu, Cd and Zn, than those
from a reference site. These findings appeared together with variations in mRNA
expression of genes related to oxidative stress, metal transport and DNA damage.
These data are the first to show liver gene expression changes in wild mice
exposed to coal mining. Accordingly, preventive measurements should be taken
to reduce human and environmental health risks derived from these activities.
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Table 2. Primer sequences for Real-Time PCR.

Gene name Gene Entrez Amplicon
symbol Gene Forward (5’ - 3’) Reverse (5’ - 3’) size
ID
Oxidative Stress
NAD(P)H dehydrogenase, quinone ~ NQO01 18104  CAATCAGCGTTCGGAATTACGA GAAGAGCCCTGATTGTACTGGC 76 pb
1
Superoxide dismutase 1 S0D1 15368  GGAGATAGAGCGCAACAAGC GACATGGCCTTCTGGTATGG 105 pb
Glutathione peroxidase 3 GPX3 14778  CCTTTTAAGCAGTATGCAGGCA CAAGCCAAATGGCCCAAGTT 185 pb
PAH exposure
Cytochrome P450, family 1, CYP1A1 13076 TCTCGTGGAGCCTCATGTACCT TGATTGGCAGAGATCGGCA 90 pb
subfamily A, polypeptide 1
DNA damage
DNA-damage inducible transcript3 ~ DDIT3 13198  TATCTCATCCCCAGGAAACG AAACAGAGTGGTCAGTGCCC 218 pb
17869
Myelocytomatosis oncogene MYC AGTGCATTGACCCCTCAGTGGTCTTTCCC  AACGTCTTGGAACGTCAGAGGAGGAACGAGCTG 547 pb
Cyclin D1 CCND1 12443  ACCCTGACACCAATCTCCTCAAC CAGAAGGAGATTGTGCCATCCA 116 pb
Metal Transporters
Metallothionein 1 MT1 17748 AATGTGCCCAGGGCTGTGT GCTGGGTTGGTCCGATACTATT 110 pb
Metallothionein 2 MT2 17750  CCTGTGCCTCCGATGGAT ACTTGTCGGAAGCCTCTTTG 152 pb
Solute carrier family 11 (proton-
coupled divalent metal ion DMT1 18174 AGGAAGTGCGGGAAGCCAATAAGTA ACACGACAAAGACATTGATGATGAA 87 pb
transporters)
Housekeeping
Glyceraldehyde-3-phosphate GAPDH 14433  CCTCGTCCCGTAGACAAAATG TGAAGGGGTCGTTGATGGC 124 pb
dehydrogenase
Ribosomal protein S29 RPS29 20090  TCTACTGGAGTCACCCACGGAA GGAAGCACTGGCGGCACA 114 pb
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Table 3. Concentrations of metals (ug/g, fw) in the liver of Mus musculus collected in Valledupar, La Jagua and La Loma in

2010.
Metals Reference site Mining area
Valledupar La Jagua La Loma

As 0.34 £ 0.06 0.35+0.10 0.24 £ 0.08
Cu 4.38+1.33 22.29+7.82*% 13.84+2.01*
Ccd 0.58 £ 0.14 2.36 + 0.86* 0.55 £ 0.27
Hg 0.19 £ 0.06 0.13+0.03 0.12 £ 0.03
Pb 0.17 £ 0.06 0.18 £ 0.03 0.35+0.08
Zn 4.68 +1.33 2.20 £ 0.87 16.73 + 4.73*

*, Significant difference (p <0.05) compared to the reference site.

Table 4. Concentrations of metals (ug/g, fw) in the liver of Mus musculus collected in Valledupar and La Loma in 2011.

Metals Reference site Mining area
Valledupar La Loma
As 0.08 £0.01 0.08 £0.01
Cu 1.85+0.31 1.39+0.15
cd 0.04 £ 0.01 0.12 + 0.02*
Hg 0.16 £ 0.05 0.33+0.06
Pb 0.08 £0.01 0.07 £0.01
Zn 1.74 £ 0.13 2.53 + 0.20*

*, Significant difference (p <0.05) compared to the reference site.
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Table 5. Hepatic mRNA expression of different biochemical markers in mice from coal mining areas, collected in 2010 (top
panel) and 2011 (bottom panel). Oxidative stress (GPX3- Glutathione peroxidase 3; NQO1 - NAD(P)H dehydrogenase,
quinine 1; SOD1- Superoxide dismutase 1), metal transport (MT1 - metallothionein 1; MT2 - metallothionein 2, DMT1
(SLC11A2) - solute carrier family 11 proton-coupled divalent metal ion transporters, member 2), DNA damage ( CCND1 -
cyclin D1; MYC -v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog; DDIT3 - DNA-damage-inducible transcript 3) and PAH
exposure (CYP1A1 - Cytochrome P450, family 1, subfamily A, polypeptide 1). Gene expression was normalized to GAPDH
and RPS29. *. Significant difference (p <0.05) compared to the reference site.

Pathway Gen Relative gene expression to GAPDH (Mean * Relative gene expression to RPS29 (Mean *
SE) SE)
Reference site Coal mining areas Reference site Coal mining areas
Valledupar La Jagua Laloma Valledupar La Jagua Laloma
2010
Oxidative NQoO1 1.00+0.10 1.94£0.33* 1.13%0.17 1.00+0.12 2.20+0.39%* 0.93+0.17
stress SOD1 1.00+£0.10 1.43+0.36 2.55+0.38* 1.00+0.10 1.45+0.30 1.91 £ 0.27*
GPX3 1.00+£0.17 0.61+0.15 0.05 +0.02* 1.00+0.17 0.68 +0.20 0.03 +0.01*
PAH . CYP1A1 1.00%0.20 1.66 £ 0.51 0.74+£0.14 1.00+0.16 237+1.10 0.62£0.14
metabolism
DDIT3 1.00 £ 0.15 1.11+£0.28 3.40+£0.84* 1.00+0.17 1.26 £ 0.64 2.53 £ 0.50%
DNA damage MYC 1.00 £ 0.27 2.01+0.74 0.09 £0.02* 1.00+0.25 1.41+0.58 0.05 +0.01*
CCND1  1.00x0.16 0.98 +0.27 2.61+0.82 1.00 £ 0.14 1.13+0.33 1.25+0.27
Metal MT1 1.00 £ 0.22 6.16 £2.38* 1.03+0.35 1.00+0.24 7.30 £2.44* 093+0.42
Transport MT2 1.00+0.21 296 +1.22*¥ 130040 1.00£0.22 3.74+1.12*% 0.72+0.14
DMT1 1.00+0.10 0.86 £0.12 0.72 £0.10 1.00+0.11 1.07 £ 0.28 0.54+0.01
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2011

Oxidative stress NQO1 1.00+0.12 0.14 £ 0.04 4.24+042* 1.00+0.10 0.10+£0.02 1.74 £ 0.17*
SOD1 1.00 £ 0.08 3.44 £ 2.57 1.10£0.08 1.00 £ 0.04 1.99 +1.35 0.40 +£0.02
GPX3 1.00+0.11 0.82£0.10 2.05+0.21* 1.00zx0.17 0.58 £0.20 0.70 £0.01
PAH metabolism CYP1A1 1.00x0.49 0.67 £0.14 0.20 £0.04* 1.00zx0.46 0.38 £ 0.05 0.08 £ 0.01*
DNA damage DDIT3 1.00+0.10 1.30+0.37 2.28+0.32* 1.00+0.13 0.72+0.16 0.79£0.10
MYC 1.00+0.16 0.28 £0.21 1.63 +0.23 1.00+0.20 0.16 £0.10*  0.66+0.11
CCND1 1.00+0.17 1.10£0.25 0.37 £0.05* 1.00zx0.18 0.52 £ 0.09 0.14 £ 0.02*
Metal Transport MT1 1.00+0.30 456 +0.31* 4.52+0.76* 1.00+0.27 293 +0.66* 2.01+0.39*
MT2 1.00+£0.27 1.41+0.2 4.63 £0.82* 1.00+0.24 0.93 £0.14 1.66 + 0.30*

DMT1 1.00+£0.08 0.68 £0.07 0.79 £ 0.07 1.00 £ 0.07 0.46 £0.03 0.31+0.03




Supplementary Table 1. Hepatic mRNA expression of different biochemical markers in mice from a reference site and coal
mining areas. Data have been pooled for 2010 and 2011 sampling campaigns. Oxidative stress (GPX3- Glutathione
peroxidase 3; NQO1 - NAD(P)H dehydrogenase, quinine 1; SOD1- Superoxide dismutase 1), metal transport (MT1 -
metallothionein 1; MT2 - metallothionein 2, DMT1 (SLC11A2) - solute carrier family 11 proton-coupled divalent metal ion
transporters, member 2), DNA damage (CCND1 - cyclin D1; MYC -v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog; DDIT3
- DNA-damage-inducible transcript 3) and PAH exposure (CYP1A1 - Cytochrome P450, family 1, subfamily A, polypeptide 1).
Gene expression was normalized to GAPDH and RPS29. *. Significant difference (p <0.05) compared to the reference site.

Pathway Gen Relative gene expression to GAPDH Relative gene expression to RPS29
(Mean * SE) (Mean * SE)
Reference site  Coal mining areas Reference site  Coal mining areas
Valledupar LaJagua Laloma Valledupar LaJagua Laloma
NQO1 1.00 £0.16 0.33+0.06 4.53+0.77* 1.00x0.17 0.26 £ 0.04 1.99 £ 0.33*
Oxidative stress SOD1 1.00 £ 0.09 1.08 £0.13 1.47 £0.11 1.00 £ 0.09 0.82+0.01 0.71 £0.06
GPX3 1.00 £ 0.24 095041 0.12 £0.02* 1.00 £0.21 1.53 £0.81 0.11 £ 0.01*
PAH exposure CYP1A1 1.00+0.23 1.25+0.22 0.44 +0.06 1.00 £ 0.21 1.08 £ 0.24 0.23 +0.03*
DDIT3 1.00 £0.18 1.07 £0.19 2.25+0.33* 1.00£0.13 0.93+0.19 1.20 £ 0.16
DNA damage MYC 1.00 £0.19 0.84+0.36 1.07 £0.21 1.00 £ 0.19 0.42+0.15 0.72+0.17
CCND1 1.00 £0.12 246+0.51* 1.1120.21 1.00 £ 0.11 2.02£0.43 1.01 £0.33
MT1 1.00 £0.29 3.11£1.15 1.37 £0.29 1.00 £ 0.22 2.72£0.77 0.80+0.15
Metal Transport 1.00 £0.19 1.82+0.54* 3.02+0.55* 1.00+0.15 243+0.63* 1.72+0.29*
DMT1 1.00 £ 0.07 0.75 % 0.06 0.80 = 0.06 1.00 £ 0.09 0.64 +0.08 0.39+0.03
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Supplementary Table 2. Hepatic mRNA expression of different biochemical markers in mice collected from a reference site and coal mining areas, during
two sampling years. Oxidative stress (GPX3- Glutathione peroxidase 3; NQO1 - NAD(P)H dehydrogenase, quinine 1; SOD1- Superoxide dismutase 1), metal
transport (MT1 - metallothionein 1; MT2 - metallothionein 2, DMT1 (SLC11A2) - solute carrier family 11 proton-coupled divalent metal ion transporters,
member 2), DNA damage ( CCND1 - cyclin D1; MYC -v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog; DDIT3 - DNA-damage-inducible transcript 3) and
PAH exposure (CYP1A1 - Cytochrome P450, family 1, subfamily A, polypeptide 1). Gene expression was normalized to GAPDH and RPS29. ¥, Significant
difference (p <0.05) compared to the reference site. 2. Significant difference (p <0.05) between males and females. 2A. Result in the LaJagua during 2010.
2B. Result in the Jagua during 2011. 2C. Result in the Jagua during 2010. 2D Result in the Loma 2011.

Supplementary Table 2A
GEN VALLEDUPAR (Reference site) COAL MINING AREA
LA JAGUA - 2010
F M F M

GAPDH | RPS29 GAPDH | RPS29 GAPDH RPS29 GAPDH RPS29
NQO1 1.0+£01 | 1.0£01 | 1.0+x02 | 1.0£02 | 21£0.3 31+£05 | 19+£06 1.5+03

SOD1 1.0+0.1 | 1.0+01|10+02 | 1.0£02 | 1.5+0.03 | 23£0.7* | 1.5£05 1.3£03

GPX3 1.0+04 | 1.0+x05| 1.0+04 | 1.0+04 | 04+0.1 0.7+£04 | 1.2£05 1.5+1.0

MT-I 1.0+02 | 1.0+03 | 1.0+04 | 1.0+ 04 | 83+7.8* | 58+£52* | 11.6 £5.7* | 11.5 +4.0*

MT-II 1.0+02 | 1.0+02 | 1.0+04 | 1.0£05 | 23+ 2.0 25+18 | 6937 42+14

DMT1 1.0+0.1 | 1.0+02 | 1.0+£0.1 | 1.0+01 | 0.6+ 0.2 1.1+06 | 1.0x0.2 1.1+04

CCND1 1.0+02 | 1.0£02 | 1.0+x0.1 | 1.0x02 | 1.4£1.0 19+09 | 0.8x0.1 0.7+0.1

DDIT3 1.0+02 | 1.0+02 | 1.0+02 | 1.0+£03 | 1.5+09 3.0x22 1.1+£0.2 1.0£04

MYC 1.0+03 | 10+03|10+05|1.0+03 | 1.4+08 25+19 | 1.7£09 2.7x20

CYP1A1 | 1.0+03 | 1.0+0.2 | 1.0+04 | 1.0+05 | 1.3+0.8 18+06 | 0.6+0.2 1.3+£0.7



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/?Db=gene&Cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=17748
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/?Db=gene&Cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=17750
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/?Db=gene&Cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=595
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/?Db=gene&Cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=1649

Supplementary Table 2B

GEN VALLEDUPAR (Reference site) COAL MINING AREA
LAJAGUA - 2011

F M F M

GAPDH | RPS29 GAPDH | RPS29 GAPDH RPS29 GAPDH RPS29
NQO1 1.0+0.2 | 10+0.1 | 1.0+0.1 | 1.0+0.1| 0.1+0.01 0.05+0.01 0.2+0.1 0.1+0.04
SOoD1 1.0+0.1|10+0.1|1.0+0.1|1.0+0.1|09+0.1 0.6 £ 0.05* 0.7+0.1 0.7+0.2
GPX3 1.0£03|10+£0.2 | 1.0£0.2 | 1.0£0.2 | 0.6 £0.05a | 0.4%0.05a 1.3+0.4a 0.8 +0.2a
MT-I 1.0£05|10+£03 | 1.0£04 | 1.0£03 | 49+1.1 2.2+03 24+1.0 24+09
MT-1I 1.0+04 | 1.0+03 | 1.0+0.2 | 1.0+0.2 | 0.9+0.1 0.7+0.1 1.5+04 1.0+0.2
DMT1 1.0+01|10+01|1.0+0.1|1.0+0.1|09+0.1 0.5+0.04 0.5+0.1* 0.4 +£0.05*
CCND1 |1.0+04|10+03|10+0.1|10+0.2|0.6+0.2 04+0.1 1.2+0.4 0.8+0.3
DDIT3 1.0+0.2 | 10+0.2 | 1.0+0.1 | 1.0+0.1 | 1.0+0.3 0.5%0.1 1.6 £0.7 0.9+0.3
MYC 1.0£0.2 | 1.0£0.2 | 1.0£0.5 | 1.0£0.3 | 0.05+0.02* | 0.05£0.02* | 0.01 £ 0.003* | 0.3 +0.2a
CYP1A1 | 1.0+03 | 1.0+04 | 1.0+06 | 1.0£0.6 | 2.7 +0.7a 1.4 £ 0.4a 0.3 +0.03a 0.2+0.1a
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Supplementary Table 2C

GEN VALLEDUPAR (Reference site) COAL MINING AREA
LA LOMA - 2010

F M F M

GAPDH | RPS29 | GAPDH | RPS29 | GAPDH RPS29 GAPDH RPS29
NQO1 [1.0+0.1[1.0%0.1 1002 [1.0£0.2 | 1.40.2 1.0£0.2 09+0.2 08%0.3
SOD1 | 1.0+0.1[1.0%0.1|1.0+0.2 | 1.0+0.2 [ 28+0.6* |1.8%03* |22%05 1.9+0.4
GPX3 [1.0+04 | 1.0%05|1.0+04 | 1.0+0.4 | 0.04 £0.02* | 0.03+0.01* | 0.02+0.01* | 0.02+0.01*
MT-I 1002 [1.0£03 [ 1.0+0.4 | 1.0+0.4 | 1.6%0.5 1.3£0.7 07+0.5 0.6+03
MT-Il | 1.0+02[1.0%02 |1.0+04 | 1.0+0.5 | 3520 17409 1.1£0.6 0.6+0.2
DMT1 |1.0+0.1[1.0+021.0+0.1[1.0+0.1]0.7+0.1 05%0.1 0.7+0.2 0.6+0.1
CCND1 | 1.0+02 [ 1.0%02 |1.0+0.1 [ 1.0+0.2 [ 38+15% [32%17 1.6£0.6 1.0£0.2
DDIT3 |1.0+02|1.0+02|1.0+02 |[1.0+0.3 [58+1.6% |4.4%1.0% | 1.6+0.4a 1.3+0.2a
MYC 1.0£03 [ 1.0£03 [ 1.0+0.5 | 1.0£0.3 | 0.1£0.04* | 0.1+0.03* | 0.01+0.003* | 0.02 + 0.003*
CYP1A1 | 1.0+0.3 [ 1.0£02 [ 1.0£0.4 [ 1.0£0.5 | 0.5+ 0.1 0.4+0.05* | 0.3%0.1 03+0.1
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Supplementary Table 2D

GEN VALLEDUPAR (Reference site) COAL MINING AREA
LALOMA-2011

F M F M

GAPDH | RPS29 GAPDH | RPS29 GAPDH RPS29 GAPDH RPS29
NQO1 1.0£02|10+£01|10+£01|10+01 | 41+£04* | 1.4£0.2 43+09* | 1.6+0.2
SOoD1 1.0£01|10+£01|10+£01|10+£01|11+£01 |04£0.02* |09%0.1 0.4 +0.03*
GPX3 1.0£03 | 1.0£0.2 | 1.0£0.2 | 1.0£0.2 | 1.2+£0.1a | 0.5+£0.09*a | 2.8+0.5%a | 0.9£0.2a
MT-I 1.0+£05 (1003|1004 |10+£03 | 58+15* | 1.5+04 40+1.0* | 1905
MT-1I 1.0+04 | 10+£03 | 1.0£02 | 1.0£0.2 | 29+£0.6* | 1.3£0.3 42+1.2*% | 1.7+£04
DMT1 1.0£01|10+£01|10%£01|10£01|09+£0.1 |03£0.05% |0.7+0.1 0.3+£0.03*
CCND1 |1.0+04|1.0+03|1.0+0.1|1.0+0.2 | 0.3+0.04 | 0.1+0.02* | 0.2+0.03* | 0.1+0.01*
DDIT3 1.0£02|10+£0.2|10£01|10+£01|25+04 |08%0.1 1.8+0.4 0.8+0.2
MYC 1.0£02|10+£02 | 1005|1003 | 1402 |06x0.1a 1.7+0.9 1.0+0.3a
CYP1A1 | 1.0+x03 | 1.0+x04 | 1.0+06 | 1.0+x06 | 04+x0.1 | 0.1+0.03* | 0.2+£0.05 | 0.1+0.02*
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Abstract

Exposure to coal dust has been associated with different chronic diseases and
mortality risk. This airborne pollutant is produced during coal mining and
transport activities, generating environmental and human toxicity. The aim of
this study was to determine the effects of a coal dust methanolic extract on
HepG2, a human liver hepatocellular carcinoma cell line. Cells were exposed to
5-100 ppm methanolic coal extract for 12 hours, using DMSO as control. MTT and
Comet assays were used for the evaluation of cytotoxicity and genotoxicity,
respectively. Real time PCR was utilized to quantify relative expression of genes
related to oxidative stress, xenobiotic metabolism and DNA damage. Coal extract
concentrations did not induce significant changes in HepG2 cell viability after 12
hours exposure; however, 50 and 100 ppm of the coal extract produced a
significant increase in genetic damage index with respect to negative control.
Compared to vehicle control, mRNA CYP1A1 (up to 163 fold), NQO1 (up to 4.7
fold), and GADD45B (up to 4.7 fold) were up regulated, whereas PRDX1, SOD,
CAT, GPX1, XPA, ERCC1 and APEX1 remained unaltered. This expression profile
suggests that cells exposed to coal dust extract shows aryl hydrocarbon receptor-
mediated alterations, changes in cellular oxidative status, and genotoxic effects.
These findings share some similarities with those observed in liver of mice
captured near coal mining areas, and add evidence that living around these
industrial operations may be negatively impacting the biota and human health.

Key words: Genotoxicity, Comet assay, Transcriptional changes, NQO1, CYP1A1,
GAPDD45B.

1. Introduction

Coal dust is a well-known pollutant, and its mining produces negative
environmental and human health impacts during all stages of the productive
chain (Palmer et al., 2010); (Zullig and Hendryx, 2010). Several studies have
reported a direct relationship between coal production and increased mortality,
associated with cardiopulmonary diseases and kidney damage, in workers and
residents near coal mines (Hendryx, 2009;Hendryx and Ahern, 2008;Hendryx
and Ahern, 2009;Hendryx et al.,, 2007;Hendryx et al.,, 2010;Hendryx and Zullig,
2009;Zulligand Hendryx, 2011). Other studies have pointed out the link between
coal mining and the prevalence of neural tube defects, and other birth-related
problems in these areas (Ahern et al,, 2011; Liao et al., 2010).

Dust particles, polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), heavy metals and
fluorine, among many others, have been identified as concern pollutants derived
from coal mining (Finkelman, 2007). Several studies have established the
genotoxic effect of this mineral and its related pollutants by using genotoxicity
assays, such as the comet assay and the micronucleus test, as analyzed in human
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and environmental biota exposed to coal mining (Jose et al., 2010;Leon et al,,
2007;Leon-Mejia et al, 2011). Moreover, investigations performed with wild
mice living near coal mining operations in Colombia, showed that these
organisms presented greater hepatic concentrations of some metals, such as Cu,
Cd and Zn, than those from reference sites. These findings appeared together
with changes in mRNA expression of genes related to oxidative stress, metal
transport and DNA damage (Guerrero-Castilla et al.,, 2014). As presented here,
the combined effects of the mixture of chemicals leached by coal particles may
induce a sustained cellular stress and damage that could lead to the development
of a number of diseases in exposed organisms. Accordingly, it is not surprising
that cancer, chronic lung and cardiovascular alterations are considered the main
toxic effects of coal mining, emerging from a common context of oxidative stress
and DNA damage derived from released pollutants (Hendryx et al., 2010;Pinho
etal,, 2004;Tuluce et al,, 2011).

Taking in account that several of the transcriptional changes observed in wild
mice were found in the hepatic tissue, the aim of this study was to determine if a
coal dust methanolic extract may have similar impact on an in vitro model using
human hepatoma HepG2 cells. These cells are of great relevance in toxicological
studies to detect cytotoxic and genotoxic substances, as they are able to activate
and detoxify xenobiotics (Mersch-Sundermann et al, 2004); moreover, in
toxicogenomics applications HepG2 cells perform well in comparison to primary
human hepatocytes (Jetten et al., 2013).

2. Materials and Methods

2.1 Preparation of coal dust methanolic extract

The coal dust extract was prepared according to (Coronado-Posada et al,, 2013).
Briefly, a coal sample was obtained from a mine in La Loma, at the Department
of Cesar, Colombia, and powdered until obtaining dust particles with average
size of ~75 um. The coal dust sample was extracted for 12 h with methanol in a
Soxhlet apparatus, and then concentrated to dryness by rotary evaporation. The
composition of this extract has been published elsewhere (Coronado-Posada et
al, 2013), and it contains several oranic comopounds including PAHs and
derivates. Morever, it is known methanol can extract un-substituted PAHs and
PAH-derivates from dust particles, in particular oxy- and nitro-PAHs, as well as
hydroxy- and carboxyl-PAHs (Totlandsdal et al.,, 2012; Barrado-Olmedo et al,,
2012). The solid extract was dissolved in dimethylsulfoxide (DMSO) under
sonication for 18 h, and then filtrated through Whatman paper before used for
in vitro studies with HepG2 cells.

2.2 Cell culture and MTT bioassay
Human hepatocellular carcinoma HepG2 cell line was obtained from the
American Type Culture Collection (HB-8065/L0T:58987012), and maintained in
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Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM), supplemented with 10% fetal
bovine serum (FBS), at 37°C under 5% CO2.

The MTT assay was employed as a relative measure of cell viability (Samarakoon
et al.,, 2010). Cells were seeded at 96-well micro-titer plates (5x104 cells/well)
and after incubation for 24 h at 37 °C, cells were treated with 5, 10, 50 and 100
ppm of coal extracts, and then incubated for additional 12 h at 37 °C in the
presence of 5% C02.DMSO (0.5%) and a Triton X-100 (0.9%) solution were used
as negative and positive controls, respectively. After incubation, cells were
briefly washed with phosphate-buffered saline. Fresh medium (180 uL) was then
placed in each well together with 20 pL of MTT solution (3 mg/mL), and the plate
was incubated at 37° C for 4 h. The medium was then removed by aspiration and
100 pL. DMSO/isopropanol was added per well. Optical density of each sample
was measured with a microplate spectrophotometer reader Multiskan®
Spectrum (Thermo Scientific, Barrington, USA) at 540 nm. Three independent
MTT assays on 3 different days were performed, using ten replicates for each
tested concentration and controls. The results are expressed as percentage of
cellular viability with respect to negative control.

2.3 Comet Assay

The neutral comet assay was carried out as previously described (Cabarcas-
Montalvo et al., 2012). Briefly, cells were seeded at 6-well micro-titer plates
(5x105 cells/well). After incubation for 24 h at 37 °C, cells were treated with
each 5,10, 50 and 100 ppm of coal extract and incubated for 12 hat 37 °C in 5%
CO2. Treated cells with DMSO (0.5%) and a K2Cr207 (1%) solution were used
as negative and positive controls, respectively. Cells from cultures were
deposited on a CometSlide™ (Trevigen, Gaithersburg, MD) and immersed in a
lysis buffer (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton X-100 and 10%
DMSO0) at 4°C for 1 hour. Subsequently, the slides were incubated in freshly made
neutral buffer (1 M Tris and 3 M sodium acetate) for 30 minutes and the nuclei
electrophoresed for 60 minutes at 25V (0.90 V/cm) and 300 mA. The slides were
then submerged in ammonium acetate and ethanol, and the gels were stained for
30 min with SYBR Green (Trevigen, Gaithersburg, MD). Images were captured
with a fluorescence microscope (Olympus America Inc., USA) and 100 cells were
analyzed per sample. Cells were scored from the class 0 (undamaged) to class 4
(maximally damaged) according to the tail intensity (size and shape) for each
sample and group, and the results were presented in percentage (%). Thus, a
Genetic damage index (GDI) of the each group was obtained by using the
following formula: (% Class 0 cells*0)+(% Class 1 cells *1)+(% Class 2 cells
*2)+(% Class 3 cells *3)+(% Class 4 cells *4)(Cabarcas-Montalvo et al., 2012).

2.4 Gene expression assays
Cells were counted and seeded (5 x 105 cells/well) to 96-well tissue culture
plates. After 24 h, cells were exposed to 5, 10, 50 and 100 ppm of coal extract for
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12 hours, using DMSO (0.5%) as vehicle control. RNA was isolated from the
HepG2 cells using RNeasy® Mini Kit (Qiagen, California, USA) as described by
the manufacturer. The concentration of RNA was determined by
spectrophotometry (A260), and purity was assessed by the A260:A280 ratio (1.9
- 2.0). The integrity of RNA was checked by visual inspection of 28S and 18S
ribosomal RNA on an agarose gel. Aliquots of RNA samples of RNA were stored
at -80°C until analysis.

For each sample, 1 pg of total RNA was reverse transcribed using QuantiTect®
Reverse Transcription Kit (QiagenInc, Valencia, CA, USA). The resultant cDNA
was employed as the template in a 20 pL PCR reaction, containing 10 pmol each
of forward and reverse gene-specific primers. Real time-PCR was conducted
utilizing a StepOne®System (Applied Biosystems, Foster City, CA). The reactions
were performed in MicroAmp optical 48-well reaction plates (Applied
Biosystems) using SYBR® Greenl PCR Master Mix (Applied Biosystems).
Conditions for PCR were as follows: Initial denaturation and enzyme activation
for 10 min at 95°C, followed by 40 cycles of 95°C for 15s (denaturation) and 60°C
for 1 min (annealing/extension). In total, 14 genes were analyzed, including
markers of oxidative stress, DNA damage and xenobiotic metabolism. Gene
names, function, accession numbers, forward and reverse primer sequences, as
well as amplicon sizes are listed in Table 1.

Changes in gene expression were determined using glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH), beta-2-microglobulin (B2M) and hydroxymethyl-
bilanesynthaseas (HMBS) as reference genes (housekeeping), and the
comparative CT (AACT) method was utilized to estimate the relative mRNA
amount of the target genes. All experiments were run by duplicates and negative
controls contained no cDNA (Arya et al., 2005;Valasek and Repa, 2005).

2.5 Statistical analysis

The data are presented as the mean + SE. Comparisons between means were
performed using Anova. In those cases where normality was not achieved in the
data sets after transformation, Kruskal Wallis was used instead. In all cases,
appropriate multiple comparison tests followed Anova analysis. Significance was
set at p<0.05. All statistics were performed using GrapdPad Prism Software
(Version 5.0).

3. Results

3.1 Cytotoxic and Genotoxic effects of coal extract

The results of the MTT assay on HepG2 cells exposed to the coal extract are
shown in Figure 1. After 12 h exposure, coal extract concentrations did not
induce significant changes on HepG2 cell viability. The comet assay revealed that
HepG2 cells exposed to the coal extract presented concentration-dependent
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genotoxic damage (Table 2). Damage extent, classified as class 0 and class 1, was
significantly different in all treatment groups when compared to the negative
control. This effect was not observed for Class 2, 3 and 4. In terms of GDI,
significant differences were observed between 50 and 100 ppm coal extract
treatments and the control.

3.2 Relative expression of cellular response biomarker to pollutants
Expression profile of genes related to oxidative stress, DNA damage and
xenobiotic metabolism, using three different housekeeping genes, is showed in
Table 3. Compared to vehicle control, mRNA of NAD(P)H dehydrogenase
quinonel/NQO1 (up to 3.5 fold), DNA damage-inducible gene 45 3/GADD45B
(up to 4.7 fold) and Cytochrome P450, family 1, subfamily A, polypeptide
1/CYP1A1 (up to 163 fold), were significantly overexpressed at coal extract
concentrations of 50 and 100 ppm. PRDX1, SOD, CAT, GPX1, XPA, ERCC1, and
APEX1 showed no statistical variations under treatment conditions.

4, Discussion

Results from MTT bioassay showed no significant differences between the
viability of treated and untreated cells, meaning that the coal extract does not
target cell membrane. However, the comet assay indicated significant DNA
damage in cells exposed to the highest concentrations of coal dust extract (50
and 100 ppm), suggesting the DNA-damaging potential of this material, fact that
could have significant consequences for short- and long-term effects in
environmental health. It has been reported that blood cells of rodents and
reptiles collected from the surroundings in coal mining areas showed DNA
damage (Cabarcas-Montalvo et al., 2012). This finding has also been detected in
anuran amphibians from coal mining sites when compared to reference animals
(Zocche J] etal,, 2013).

Genotoxic effects induced by the coal extract on HepG2 cells, as demonstrated by
the comet assay, may be related with the composition of the coal dust extract.
Coronado-Posada et al. (2013) found that the chemical composition of the coal
dust extract used in this study comprise at least 142 different chemicals,
including well known environmental pollutants such as PAHs. In fact, Tarantini
et al. (2009) observed similar DNA damage, as addressed by the comet assay, in
HepG?2 cells treated with both urban and industrial mixtures containing 0.16 uM
benzo[a]pyrene (BaP), a PAH representative.

The presence of PAHs in coal is the result of the biogenesis and structure of this
sedimentary rock (Achten and Hofmann, 2009). The concentration of extractable
PAHs depends on coal rank and origin; for example, high volatile bituminous
rank, such as the coal dust sample assessed in this study, is associated with
elevated concentrations of PAHs; however, alkylated 2-3 ring PAHs dominate in
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all coals independently of their rank and origin (Laumann et al.,, 2011). These
chemicals represent a class of toxicological compounds that have been related
with a variety of hazardous effects, including genotoxicity, alterations in cell
signaling, inflammatory diseases, autoimmune disorders, atherosclerosis and
cancer (Henkler et al.,, 2012).

On the other hand, no significant changes were observed in mRNA expression of
genes related to oxidative stress, in contrast to those registered for genes
associated with DNA damage and AhR-activation signaling, which were
overexpressed. Although PAHs, such as those found in the coal extract
(Coronado-Posada et al.,2013), can induce oxidative stress in HepG2 and other
cell types (Castorena-Torres et al., 2008), it is also known that in some cases, the
extent of the PAHs-mediated oxidative damage may be counteracted by cellular
anti-oxidant defense mechanisms (Liu et al., 2001). Reactive oxygen species
(ROS) produced by the action of CYP1A1 may derive from PAH-quinones,
secondary metabolites of PAHs, that promote redox cycling leading to ROS
formation (Bock, 2012; Miranda et al., 2006). An alternative hypothesis could be
that the presence of antioxidant molecules in the extract, for instance,
polyphenolic chemicals, may be abrogating the resulting ROS (Vijaya-Padma et
al,, 2014).

Moreover, PAHs are known to be involved in the activation of the
Keap1/Nrf2/ARE (Kelch-like ECH-associated protein 1/Nuclear factor
(erythroid-derived 2)-like 2/Antioxidant Response Element), and aryl
hydrocarbon receptor (AhR) pathways. The overexpression of NQO1 (Phase II
detoxification enzyme) in HepG2 cells exposed to the coal extract may derive
from these two distinct, but overlapping, regulation mechanisms (Bock,
2012;Kohle and Bock, 2007). NQO1 is highly inducible in responses by many
chemicals (Dinkova-Kostova and Talalay, 2010) and its gene product is a
prototype cytoprotective enzyme (Dinkova-Kostova and Talalay, 2008)
containing response elements for binding to the transcription factors Nrf2 and
AhR (Kohle and Bock, 2009).

The increase of the NQO1 expression as a result of the Keap1/Nrf2 /ARE pathway
activation is considered an adaptive response that occurs during the exposure to
electrophilic or oxidative compounds (Osburn and Kensler, 2008). In response
to oxidative stress, generated by electrophiles and reactive oxygen species, Nrf2
is liberated from its cytoplasmic repressor Keapl, and translocated into the
nucleus (Itoh et al., 2003), where it acts as a transcription factor binding to ARE
sequences located in the promoter of target genes, such as NQO1 (Hayes et al,,
2000;Stewart et al.,, 2003;Venugopal and Jaiswal, 1996). In vitro studies have
suggested the activation of this pathway by benzo(a)pyrene (Hockley et al,,
2007;Niestroy et al., 2011), probably through the downregulation the Keap1l
(Nguyen et al., 2010), although it has been found that the activation of AhR by
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PAHs may directly induce Nrf2 by increasing its transcription (Miao et al., 2005).
Moreover, upon AhR activation by PAHs or related molecules, AhR translocates
to the nucleus where it is associated with its partner protein Arnt (Aryl
hydrocarbon receptor nuclear translocator). The heterodimer binds to XREs
(xenobiotic response elements) with the consensus sequence 5’-T/GCGTG-3’ in
the regulatory region of target genes, including again NQO1 (Beischlag et al.,
2008).

The strong overexpression of CYP1A1 observed in this study, even at the lowest
tested concentration (5 ppm), is evidence of the activation of AhR (Barouki et.,
2012) in HepG2 cells, as a response to the presence of PAHs in the coal dust
extract, as reported by Coronado-Posada et al. (2013). The levels of induction of
CYP1A1 elicited by PAHs in diferent whole animal and cellular models are
variable. For instance, 75 mg/Kg of benzo[a]pyrene, a representative PAH, given
i.p. once, to rats may increase hepatic CYP1A1 up to 1700 times (Chanyshev et
al, 2014). On the other hand, HepG2 cells treated by several hours with 1@M
benzo[a]pyrene produced approximately between 10 and 25-fold induction of
CYP1A1 mRNA (Wu et al, 2003; Zhang et al,, 2011). These values are quite
comparable with those measured during HepG2 cells exposure to 5 ppm of coal
extract as shown in this work (17.2 - 23.2-fold).

CYP1A1 plays a pivotal role in PAH metabolism, catalyzing its oxidation toward
primary epoxide (Schwarz et al, 2001). Electrophilic PAH metabolites can
covalently bind to DNA, potentially inducing mutagenesis and contributing to
cancer susceptibility (Henkler et al., 2012). Thus, the CYP1A1 overexpression
observed in this work, likely leading to PAH oxidation to reactive metabolites,
may suggest an association with a genotoxic potential of the cola extract, even at
low concentrations (Table 3). In fact, overexpression of GADD45B was registered
in HepG2 cells treated with 50 and 100 ppm of coal extract, concentrations at
which the induction of CYP1A1 was in average 163-fold greater than in the
vehicle-control. GADD45B is rapidly induced upon DNA damage, and recognized
as a sensor that modulates the response of mammalian cells to genotoxic and
physiological stress, as well as the process of tumor formation and progression
(Cretu et al.,, 2009; Liebermann et al., 2011; Tront et al., 2010).

Other genes such as XPA, ERCC1 and APEX1, with critical roles for nucleotide
excision repair (NER) and whose induction is crucial to counteract DNA damage,
no were overexpressed in this study. One possible hypothesis to explain these
findings is that the extract coal decreases the cell NER capacity, likely by
interactions between diverse signals and cellular effects elicited by individual
pollutants present in this complex mixture. Similar behavior was reported in
studies carried out in HepG2 cells exposed to of benzo(a)pyrene and 3,3',4,4',5-
pentachlorobiphenyl (PCB126). Both pollutants alone could effectively increase

98



XPA expression, but their co-exposure was associated to reduction of the
expression of this gene (Wei et al., 2009).

At this point it should be emphasize that, some, but not all, of the biochemical
features observed in mice from coal mining areas (Guerrero-Castilla et al., 2014)
were detected in vitro with HepG2 cells. Major communalities were DNA
damage, as detected by the comet assay, and overexpression of oxidative-stress
related genes. However, in contrast with our data, hepatic CYP1A1l was
downregulated in those mice, probably suggesting that some cross-talk
mechanisms may be taking place during coal dust exposure, perhaps involving
different cellular systems, organs or pollutants, as observed by other authors
(Darwish et al., 2013; Anwar-Mohamed and El-Kadi, 2008).

Conclusions

HepG2 cells exposed to non-cytotoxic concentrations of coal dust extract showed
genotoxic damage and activation of AhR and DNA repair signaling pathways.
These findings share some similarities with those observed in wild mice living
near coal mining areas, and provide evidence that these operations may release
pollutants impacting both biota and human health.
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Table 1. Overview of genes and RT-PCR primer sequences.

Gene name Gene Entrez  Molecular/Biological Forward Reverse AmpliconSize
symbol Gene Function (5-3) (5-3) (pb)
ID
Oxidative Stress
Peroxirredoxine PRDX1 5052 Oxidoreductase and CAGCCTGTCTGACTACAAAGGA CCAGTCCTCCTTGTTTCTTAGG 206
peroxiredoxin activities.
oxidative stress response.
Superoxide SOD 6647 Destroys radicals. Converts GGTGGGCCAAAGGATGAAGAG CCACAAGCCAAACGACTTCC 227
dismutase 1 superoxide to hydrogen
peroxide.
Catalase CAT 847 Converts hydrogen peroxide TGGAGCTGGTAACCCAGTAGG CCTTTGCCTTGGAGTATTTGGTA 209
to water and oxygen.
Glutathione GPX1 14778 Detoxification of hydrogen CCTTTTAAGCAGTATGCAGGCA CAAGCCAAATGGCCCAAGTT 185
peroxidase 1 peroxide.
Phase Il Enzyme
NAD(P)H NQO1 1728 Quinone detoxification. TGGCTTCCAAGTCTTAGAACCT AGTGTGCCCAATGCTATATGTC 49
dehydrogenase, Regulated via
quinone 1 Nrf2 /keap1/ARE and AhR.
Xenobiotic Metabolism
Cytochrome P450, CYP1A1 1543 Metabolize some PAHs to TCCTGGAGACCTTCCGACACT CTTTCAAACTTGTGTCTCTTGTTGTG 78
family 1, subfamily carcinogenic intermediates.
A, polypeptide 1 Oxidizes a variety of
structurally unrelated
compounds.
DNA Damage
Overexpressed after stressful
Growth arrest and growth arrest conditions or
DNA-damage- GADD45B 4616 exposure to DNA-damaging TACGAGTCGGCCAAGTTGATG GGATGAGCGTGAAGTGGATTT 115

inducible, beta.

agents.
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Xeroderma
pigmentosum,

Involved in DNA excision

. XPA 2073 ; CCAGGACCTGTTATGGAATTTGA  GCTTCTTGACTACCCCAAACTTC 317
complementation repair.
group A
Excision repair
cross-
complementing Nucleotide excision repair
rodent repair ERCC1 2067 pathway. CCTTATTCCGATCTACACAGAGC  TATTCGGCGTAGGTCTGAGGG 76
deficiency,
complementation
group 1
Functions asa
APEX nuclease apurinic/ap_yrimidinic )
(multifunctional endodeoxyrlb_o_nuclease_ in the
. APEX1 328 DNA base excision repair CAATACTGGTCAGCTCCTTCG TGCCGTAAGAAACTTTGAGTGG 88
DNA repair enzyme) .
1 pathway of DNA lesions
induced by oxidative and
alkylating agents.
Housekeeping
Glyceraldehyde-3- Catalyzes the oxidative
phosphate GAPDH 2597 ~ Phosphorylation of TGCACCACCAACTGCTTAGC GGCATGGACTGTGGTCATGAG 87
dehydrogenase glyceraldehyde-3-phosphate
in glycolysis.
Beta-2- B2M 567 Component of the class I ATGAGTATGCCTGCCGTGTGA GGCATCTTCAAACCTCCATG 97
microglobulin major histocompatibility
complex.
Hydroxymethyl- HMBS Catalyzes the
bilane synthase 3145 tetrapolymerization of TGCAACGGCGGAAGAAAA ACGAGGCTTTCAATGTTGCC 113

porphobilinogen.
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Fig. 1 Effects of the methanolic coal extract on cell viability of HepG2 cells using the MTT assay. *. Significant difference (p
<0.05) compared to the control group.
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Table 2. Percentage of comet types and genetic damage index (GDI) found in HepG2 cells treated with the coal extract. Type of Cells: Class
0, no visible DNA migration from the nucleoid. Class 1, minimal DNA migration with an intact nucleoid. Class 2, moderate DNA migration
with reduction in the size of the nucleoid. Class 3, extensive DNA migration with only a remaining pinpoint nucleoid. Class 4, complete
migration of DNA into a comet tail with no visible nucleoid. *. Significant difference (p <0.05) compared to the negative control group.

Classification of cells (%) in the comet assay

Genetic Damage Index

Treatment (GDI)
Undamaged DNA Damaged DNA
(Class 0) (% of cells)
Class 1 Class 2 Class 3 Class 4
Negative Control 78.98 + 2.65 21.03 + 2.65 0 0 0 21.03 £ 2.65
5 ppm 48.061 + 6.58* 51.94 + 6.58* 0 0 0 51.94 + 6.58
10 ppm 50.62 + 6.58* 49.09 £ 6.59* 0.29+0.18 0 0 49.67 + 6.59
50 ppm 21.74 £ 3.53* 77.49 £ 3.40* 0.7645 + 0.34 0 0 79.02 + 3.67*
100 ppm 34.32 + 6.84* 63.61+6.46* 2.042+1.25 0.03£0.03 0 67.78 + 7.42*
Positive Control 10.35 £ 4.50* 63.49 £4.58* 11.08 +£2.85*% 15.08 + 4.02* 0 130.9 +13.27*
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Table 3. Expression profile of genes related to oxidative stress, xenobiotic metabolism and DNA damage on HepG2 cells treated with 5, 10,
50 and 100 ppm of coal extract. Gene expression was normalized with GAPDH, B2ZM and HMBS. *. Significant difference (p<0.05) compared
to the negative control group.

Relative Gene Expr

normalized with three Housekeeping

GAPDH B2M HMBS
Pathway Gen Contr Coal Extract Exposed Group Contr Coal Extract Exposed Group Contr Coal Extract Exposed Group
ol 5 10 50 100 ol 5 10 50 100 ol 5 10 50 100
Grou Grou Grou
b ppm  ppm  ppm  ppm b ppm  ppm  ppm  ppm b ppm  ppm  ppm  ppm
pRDx1 100% 046% 069+ 181: 176 1.00+ 062+ 090+ 116+ 179% 1.00+ 048+ 065+ 144+ 183z
0.18 0.19 0.04 1.86 0.09 0.08 0.24 0.05 1.05 0.07 0.16 0.18 0.03 1.57 0.09
o 1.00+ 054+ 082+ 099+ 095# 1.00+ 075+ 105+ 091+ 096% 1.00+ 076+ 079+ 088+ 1.07%
Oxidativ S0D 0.09 0.22 0.05 0.15 0.08 0.06 0.23 0.05 0.12 0.06 0.09 0.13 0.07 0.12 0.19
e stress CAT 1.00+ 090+ 094+ 091+ 086+ 1.00+ 071+ 083+ 089+ 087% 1.00+ 090+ 095+ 091+ 086z
0.15 0.12 0.12 0.12 0.10 0.31 0.19 0.02 0.21 0.16 0.16 0.15 0.12 0.12 0.10
Gpx1 100+ 120+ 104: 122: 1.32% 1.00+ 1.66% 136% 127+ 149% 1.00+ 114+ 099+ 112+ 116z
0.06 0.17 0.04 0.04 0.12 0.11 0.57 0.07 0.16 0.09 0.06 0.12 0.05 0.05 0.08
Phase II NQO1 1.00+ 1.06+ 248+ 347+ 442+ 1.00+ 139+ 322+ 340+ 454% 1.00+ 172+ 250+ 325+ 470%
Enzyme 0.21 0.32 0.61 0.57%  0.32* 0.10 0.33 0.56%  0.54*  0.28* 0.14 0.39 0.61  0.48%  0.27*
163.3 1623 128.7 1225 1521
m:;';o] CYP1A 100+ 17.17 4371 + + 1.00 + 23;20 47.67 + 143‘3 1.00+ 2065  35.00 0+ 0+
- 1 031 +7.06 +640 2156 1421 0.43 £504 1177 047  +£313 +486 1500 2035
ism . N 10.14 M 3.83* * .
GAAD4 1.00+ 139+ 168+ 3.02+ 391+ 1.00+ 115+ 128+ 333+ 430 1.00+ 150+ 180+ 3.62% 471%
5B 0.10 0.13 0.13  0.28*  0.36* 0.10 0.12 0.03 0.30%  0.30* 0.03 0.13 013  0.59*  0.55*
XPA 1.00+ 049+ 061+ 125+ 1.05% 1.00+ 072+ 085+ 111+ 111# 1.00+ 079+ 065+ 121+ 119z
DNA 0.26 0.21 0.06 0.37 0.21 0.18 0.22 0.07 0.14 0.14 0.22 0.19 0.08 0.34 0.16
damage oo, 100 052+ 074% 097 092 1.00+ 072+ 096+ 088+ 094+ 1.00+ 075+ 071+ 087+ 1.03%
0.16 0.22 0.08 0.17 0.11 0.05 0.22 0.08 0.08 0.05 0.13 0.15 0.07 0.15 0.16
ApExq L00% 098% 097+ 090: 078 1.00+ 081 077+ 067+ 067+ 1.00+ 107+ 1.01* 104+ 0942
0.13 0.10 0.09 0.17 0.02 0.10 0.06 0.08 0.05 0.03 0.08 0.11 0.03 0.14 0.03
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Abstract

In this study, we evaluated the phenotypic alterations and changes in gene
expression generated in zebrafish embryos exposed to coal extracts. Samples of
coal dust obtained from a coalmine in La Loma, Colombia were extracted with
methanol in a Soxhlet apparatus. We dissolved the solid extract in dimethyl
sulfoxide for biological assays. Lethal and phenotypical alterations were
monitored using an Olympus SZX12 stereomicroscope and analyzed by in situ
hybridization. RT-PCR and RNA sequencing were employed to determine the
alterations in gene expression associated with the observed phenotypes. The
coal extract showed a 24hpf-LC50 of 223.68 mg L-1 (SE: 29.48) and a 48/72hpf-
LC50 of 161.55 mg L-1 (SE: 17.16). Using the induction of acute toxicity as read-
out, we identified morphological and physiological embryo-toxic effects in a
concentration-dependent manner. We determined three phenotypes in embryos
exposed to methanolic coal extract (P1, P2 and P3). All phenotypes showed
shortening of brain regions; defects in the formation of the spine and somites;
defects in the location and size of heart tube; and overexpression of cyplal,
gstp2 and nqol. Gene expression profile analysis by RNA sequencing identified
alterations, in all three phenotype groups, of several genes related to the
composition of intermediate filaments, oxidation-reduction process, calcium ion
binding, focal adhesion, and ECM-receptor interaction pathway. These findings
provide evidence that pollutants from coal mining can cause severe alterations
in embryonic development of vertebrate organisms, which could lead to poor
health of biota and humans exposed to such toxins.

Keywords: coal dust, zebrafish embryos, RNASeq, in situ hybridization.

1. Introduction

The exploitation of fossil fuels is a major activity for the development of human
society and technological advancement. However, the extraction, transport and
use of these energy sources involve environmental and human health risks
(Smith et al., 2013; Wilkinson et al., 2007). Coal is not an exception, especially
because it is the second largest source of fossil energy in the world (Alpern Boris
and Lemos de Sousa M.J, 2002) and the most polluting in all stages of the
production process (Mamurekli, 2010).

Mice living near coal mines in Colombia showed alterations to their biochemical
and cellular status (Guerrero-Castilla et al., 2014), and HepG2 cells exposed to
non-cytotoxic concentrations of coal dust extract showed genotoxic damage and
activation of AhR (Aryl Hydrocarbon Receptor) and DNA repair signaling
pathways (Guerrero-Castilla and Olivero-Verbel, 2014). In order to determine
the embryo-toxic potential of pollutants from coal dust for this study, we
evaluated the phenotypic alterations and changes in gene expression generated
in developing zebrafish embryos exposed to coal extracts.
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2. Materials and Methods
2.1 Preparation of coal dust methanolic extract.

Samples of coal dust were obtained from a coalmine in La Loma, at the
Department of Cesar, Colombia. Coal researchers extracted particles for 12 hours
with methanol in a Soxhlet apparatus, and then concentrated by rotary
evaporation. The solid extract was dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) under
sonication, then filtrated and used for studies with zebrafish embryos
(Coronado-Posada et al., 2013).

2.2 Zebrafish maintenance and exposures embryos.

Zebrafish (Danio rerio) wild-type TU (WT) were maintained at standard
laboratory conditions of twenty-eight degrees Celsius on a 14 hour light/10 hour
dark photoperiod (Fishman et al, 1997). Fertilized embryos were collected
following natural spawning either in 1X E3 medium (286 mg/1 NaCl, 13 mg/1 KCl,
48 mg/1 CaCl2¢2H20, 40 mg/1 MgS04, 0.01% methylene blue) or 2X PTU (1X E3
medium, 30.4 mg/dL phenylthiourea) and allowed to develop at 28.5 degrees
Celsius. Embryos with proper and sequential development at four hours post-
fertilization (hpf) were selected for exposures and were arrayed in 96-well plate
(1 embryo per well) in 300 pL of culture medium. To evaluate the embryo-
toxicity of methanolic coal extract, the embryos were exposed to 1, 2.5, 5, 10, 25,
50, 100, 250, 500, 1000, and 5000 mg L-1 of the extract. We used ten replicates
to evaluate the methanolic coal extract effect.

2.3 Evaluation of lethality and phenotypical alterations.

At 24,48, 72, and 144 hpf, the embryos were evaluated for lethal or phenotypical
alterations using an Olympus SZX12 stereomicroscope (Olympus, Hamburg,
Germany) and DP Manager software. Embryos were assessed for malformations
of head, eyes, spinal cord (chorda), tail and tail tip, deformity of yolk, cardiac
abnormalities, pericardial and yolk sac edema, and growth retardation (Nagel,
2002).

2.4 In situ hybridization.

To characterize the phenotypes induced by methanolic coal extracts on embryos
harvested at 32 hpf, a series of in situ hybridization experiments were carried
out utilizing digoxigenin-labeled antisense RNA probes against various
regulatory genes involved in development and differentiation. The harvested
embryos were fixed overnight at four degrees Celsius in 4% paraformaldehyde
and 1X sucrose buffer on a rotator. Fixed embryos were rinsed in PBS, the
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chorions removed with fine forceps, and dehydrated by successive washes in
EtOH/PBST, EtOH and MeOH.

We performed in situ hybridizations for: dlx2 (distal-less homeobox gene 2)
forebrain and pharyngeal arches marker; otx2 (orthodenticle homeobox 2)
midbrain marker; fgf8 (fibroblast growth factor) midbrain/hindbrain boundary
marker; ta (T, brachury homolog a) notochord marker; myodl (myogenic
differentiation 1) somite marker; nkx2.5 (NK2 homeobox 5) heart- cardiac
progenitor marker, and myl7 (myosin, light chain 7, regulatory) heart marker.
Embryos were photographed with an Olympus SZX12 digital camera.

2.5 RNA extraction, reverse transcription, and real time quantitative PCR.

With the aim to evaluate the expression of genes related to activation of aromatic
hydrocarbon receptor and oxidative stress, RNA of fifty embryos of each
phenotype found was isolated using RNeasy® Mini Kit as described by the
manufacturer (Qiagen, California, USA). The concentration and purity of RNA
was determined by spectrophotometry. For each sample, one Bg of total RNA
was reverse transcribed using SuperScript First-Strand System (Invitrogen,
Carlsbad, CA). We used cDNA as a template in a 10 BIL PCR reaction containing
10 pmol each of forward and reverse gene-specific primers. Real time-PCR was
conducted utilizing a LightCycler® 480 real-time PCR system (Roche, Basel,
Switzerland). The reactions were performed in a 96-well plate using 10X primer-
probe mix and LightCycler® 480 Probes Master 2X PCR. In total, we analyzed
five genes; Table 1 lists their names, accession numbers, forward and reverse
primer sequences, as well as amplicon sizes.

The changes in gene expression were determined using eeflal (eukaryotic
translation elongation factor 1 alpha 1) as housekeeping gene, and the
comparative CT (AACT) method was utilized to determine the relative target
quantity. All experiments were run in triplicates and negative controls contained
no cDNA (Aryaetal, 2005; McCurley and Callard, 2008; Valasek and Repa, 2005).

2.6 RNA sequencing and data analyses.

Triplicate (for control, bad tail, and bad embryo phenotypes) or duplicate (for
bad yolk phenotype) biological replica samples were prepared and sequenced
using Illumina HiSeq 2000 (Illumina). We aligned raw data using Novoalign
(Novocraft) against the Zv9 genome build containing known and theoretical
splice junctions from Ensemble transcript annotation. After converting splice
junction matches to genomic coordinates, the Defined Region Differential
Sequence (Useq) was used to identify differentially expressed genes. GO term
analysis was  performed using Go-Elite  Version 1.2  Beta
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(http://www.genmapp.org/go_elite/) on gene sets limited by an estimated FDR
value of 100 and 1.5 fold difference.

2.7 Statistical analysis.

Lethal concentrations at 50% (LC50) were calculated with StatPlus software
using probit analysis (Finney method). Comparisons between means were
performed using One-way analysis of variance (ANOVA) except when data did
not pass the normality test; in those cases, Kruskal-Wallis was used instead. In
all cases, appropriate multiple comparison tests followed ANOVA and Kruskal-
Wallis analysis. GraphPad Prism software was used for statistical analyses. All
statistical analyses were performed with a significance level of p<0.05. Standard
Error (SE).

3. Results

3.1 Characterization of phenotypes induced by coal extract on zebrafish
embryos.

The results of mortality and phenotypical alterations of embryos exposed to
doses of 1-5000 mg L-1 of coal extract at 24 and 48/72 hpf (at 48 and 72 hpf the
results are the same) are shown in Figures 1A and 1B. Concentrations between
50 and 250 mg L-1 are related to high mortality rates and malformations after
checking the embryos at 24, 48 and 72 hpf. At 500 mg L-1, less than 20% of the
embryos survived past 24 hpf, and none remained alive at 48 hpf. All embryos
exposed to a concentration of 5000 mg L-1 coal extract died within 24 hpf. The
control group presented normal embryonic development (Kimmel et al., 1995).
The coal extract showed a 24hpf-LC50 of 223.68 mg L-1 (SE: 29.48) and a
48/72hpf-LC50 of 161.55 mg L-1 (SE: 17.16).

For analyzing phenotypical alterations, we selected embryos exposed to 100 mg
L-1 of coal extract to replicate massively diverse phenotypic embryos. We
determined three phenotypes in the embryos exposed to methanolic coal extract.
Figure 2A shows these phenotypes: Phenotype 1, 2 and 3 (P1, P2 and P3). The
prominent features to classify the embryos in each fentotipo were: P1,
deformations in yolk; P2: deformations in tail ; P3, embryos with that had black
gel-like substance inside the chorion with visibly smaller embryos.

In all phenotypes, exposure to coal extract caused embryonic malformations,
such as tail and head malformation and alterations in cardiac function, including
pericardial edema, slower heartbeat and blood pooling. To further characterize
the developmental defects observed in treated embryos, we performed in situ
hybridization for some common developmental markers (Figure 2B). The
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shortening of brain regions were demonstrated with the decreased expression
of dlx2, otx2 and fgf8, (marker of forebrain, midbrain and hindbrain,
respectively) in all phenotypes generated after exposure of embryos to coal
extract compared with WT embryos. Moreover, we confirmed a tail formation
abnormality with the atypical expression of ta in all phenotypes. Defects in the
formation of the spine and somites were also evidenced after establishing
shortened expression of myod1 in all phenotypes.

On the other hand, both nkx2.5 and myl7 expression were found to be decreased
in all phenotypes, proving defects in the location and size of heart tube of treated
embryos, as compared to WT. P1 and P3 embryos had higher percentage of
alterations in cardiac tube location. Figure 2C shows the heart tube location in
different phenotypes characterized.

3.3 Expression of genes related with activation of AhR and oxidative stress.

All the phenotypes showed a significant overexpression of cyplal (cytochrome
P450, family 1, subfamily A, polypeptide 1), gst_p2 (glutathione S-transferase, pi
2) and nqol (NAD (P) H dehydrogenase, quinone 1). Additionally, no significant
increases of ahr2 (aryl hydrocarbon receptor 2) and arnt (aryl hydrocarbon
receptor nuclear translocator) were found in the three types of embryos studied.
Figure 3 shows the results of relative quantification of these genes that evidence
activation of pathways involved in cellular stress response caused by the
presence of contaminants in the coal extract.

3.4 Deep RNA sequencing of the zebrafish phenotypes transcriptome.

In this study, we observed a large number of differentially expressed genes when
comparing phenotypes and WT embryos. Over 50% of the changes is involved in
transcriptional inactivation events (downregulation). Figure 4 shows the distinct
gene expression patterns in the three phenotypes based on the number of genes
up-regulated and down-regulated with respect to WT samples. In addition, we
found 19 genes that were similar expressed in all 3 phenotype groups (Table 2).
The genes and1, and2, apoa4, c6h170rf67, crybb1, crybb1l1, crybb112, dct, krt23,
and mylpfb were downregulated in all phenotypes, in contrast, cypla, cyplbl,
cyplcl, gstpl, im:7150988, lonrfll, slc16a9b, sultéb, and tiparp were up-
regulated.

Using ontology analysis at FDR>100, P<0.05, Z Score>1.96, we found significant
expression changes in several categories when compared with controls. In the
three categories, phenotypes were common gene alterations to the composition
of the intermediate filaments, oxidation-reduction process, response to chemical
stimulus and calcium ion binding. Besides, the biological pathways of ECM-
receptor interaction and focal adhesion were altered in all embryos after
exposure to coal extract. Table 3 shows the number of ontology categories
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involved and gene number with altered transcription in each. A more detailed
list showing the most important cellular components, molecular function,
biological processes, biological functions and pathway of each phenotype are
presented in Tables 4, 5 and 6.

Furthermore, after analyzing the set of genes differentially expressed in the
different phenotypes, we found case-specific ontologies. The P1 embryos
expression results provide strong evidence of changes in myosin filament
(GO:0032982), Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 (KEGG-
dre00980), glutathione metabolism (KEGG-dre00480) and tight junction (KEGG-
dre04530). For P2 embryos, the redundancy of several genes in three processes
related to aromatic and nitrogen compound metabolism (G0:0046483;
G0:0006807; GO:0006725) was a remarkable aspect, as well the iron ion binding
function (GO:0005506). Finally, in the case of P3 embryos, alteration in gene
expression involved in transmembrane transport (G0:0055085),
phosphofructokinase activity (G0:0008443), and fructose and mannose
metabolism:KEGG- was specific to this phenotype.

4, Discussion

We identified acute toxicity in zebrafish embryos in a time-dependent and dose-
dependent manner. Coronado-Posada (2013), after analysis of the coal extract
used in this study, reported at least 142 different chemicals, of which 14.7% are
PAHs (Polycyclic aromatic hydrocarbon). This complex mixture of contaminants
present in the coal extract, could explain the diversity of morphological and
transcriptomic effects in the head, body and heart of embryos treated in this
study.

Although various effects were observed in embryos exposed to coal extract,
cardiotoxicity, probably linked to the presence of PAHs in the extract, was a
common feature to all embryos independent of their phenotype. The PAHs,
receptor agonists aromatic hydrocarbons, have been known to cause various
malformations (Incardona et al., 2004) and lethal heart defects (Brown et al.,
2015) in fish exposed during their embryonic state.

The intracellular mechanisms mediating cardiotoxicity in embryos exposed to
PAHs are not yet clearly known. Recent studies in embryos treated with
benzo(a)pyrene and fluoranthene, suggest that PAHs may affect cellular Ca(2+)
levels and subsequently cardiac muscle function in an AHR2 (Aryl hydrocarbon
receptor 2)-dependent mechanisms (Jayasundara et al., 2015). However, other
studies have reported that the cardiotoxicity in zebrafish embryos exposed to
benzo[k]fluoranthene and phenanthrene is mediated by matrix
metalloproteinase-9 (mmp-9) in a pathway that is AHR2-independent
(Incardona et al, 2011; Zhang et al, 2013b). In this study, we found low
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expression of nkx2.5 and myl7 in embryos exposed to coal extract. We
considered both genes essential in the development of the cardiovascular
system, in fact, negative regulation of Nkx2.5 has been previously reported as a
pathway involved in embryo-cardiotoxicity generated by PAHs through
activation of AhR (Incardona et. 2011; Zhang et al, 2012).

Regarding brain alterations in embryos exposed to coal extract, decreased
expression of d1x2, otx2 and fgf8 were observed. These findings could be possibly
linked to brain malformations, considering that dIx2a is necessary for hindbrain
neural crest survival, contributes in the differentiation of sensory ganglia and
participates in conjunction with dlxla in maturation of the arch cartilage
elements (Sperber et al,, 2008). In addition, otx2 is an essential gene associated
with midbrain-hindbrain boundary region during vertebrate brain development
and the fgf8 expression is critical to development and survival of GABAergic and
glutamatergic neurons and the forebrain and hindbrain formation (Zhang et al,,
2013a).

On the other hand, abnormalities of the tail and spine also were observed in all
phenotypes of embryos exposed to coal dust extract (Figure 2A and 2B), with
similarities to those that were reported in the first generation of larvas exposed
to benzo[a]pyrene (Corrales et al., 2014). This would be linked with the atypical
expression of ta and myod found in this study, whereas both genes are key
participants in the formation of normal tail and spine of zebrafish.

Transcriptome analysis of genes associated with xenobiotic metabolism and
oxidative stress showed that all phenotypes generated by exposure to coal
extract had a significant overexpression of cyplal (p 57 fold), ahr2 (Up 4 fold),
gstp2 (Up 20 fold) and nqol (Up 53 fold). These results were consistent with
those previously observed effects in HepG2, (Guerrero-Castilla and Olivero-
Verbel, 2014). In accordance with these findings, coal extract exposure would
trigger oxidative imbalance in biological systems, with subsequent cellular
damage that would allow development of a wide range of pathologies (Halliwell
and Gutterridge 2007).

Additionally, RNA sequence analysis showed that the three phenotypes
overexpress other genes such as cyplb1, cyplcl, gstpl, sult6bl, tiparp, lonrfl,
and slc16a9b, that are related to xenobiotic metabolism. The enzymatic activity
of cytochromes P450 (CYPs) is one of the first steps in the metabolism of
xenobiotic like PAHs, which are activated by carcinogens. Therefore, the activity
of CYP enzymes and its expression, have been used as important biomarkers in
assessing environmental exposure to various pollutants (Lee and Yang, 2008).
The induction of cyplal, cyplbl and cyplcl, observed in this study, in
conjunction with increases in the expression of ahr2, nqol, gstpl and gstp2,
suggests that AhR activation could be postulated as the major intracellular
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mechanism which mediate the toxic effects caused by exposure to pollutants
from coal dust during vertebrate development.

The tiparp gene, also overexpressed in embryos exposed to coal extract, has been
described as a biomarker for the activation of AhR (Lam et al. 2008; Li et al,
2013.) and has been recently confirmed as a ligand-induced repressor of AHR,
similar to ahrr (ahr repressor) (MacPherson et al., 2014). Additionally, increases
in expression of slc16a9b, and sultébl, as observed in this study, have been
reported in zebrafish embryos exposed to PAH (Lam et al. 2008; Li et al, 2013;
Goodale et al, 2013). This suggests that these genes could be useful biomarkers
for assessing the activation of AhR in biological systems exposed to coal extract.

Our RNAseq data also revealed that the expression of and1, and2, apoa4, crybb1,
crybb1/1 crybb1/2, dct, mylpfb, and krt23 was significantly lower in zebrafish
embryos exposed to coal extract. We can link the decrease of and1 and and2 in
embryos to alterations in the development of the pectoral fins (Zhang et al,,
2010). Moreover, the recognized function of Mylpfb in the development of
cardiac muscle composition (Wang et al., 2007) and its low expression observed
in embryos link this gene with cardiotoxicity mechanisms generated by coal
extract.

All alterations listed, jointly with low levels of apoa4, dct, and krt23, suggest that
exposure to coal extract affects multiple cellular processes, including lipid
transport, melanin synthesis, keratin metabolism, oxidation-reduction
processes, xenobiotic metabolism and biomolecules biosynthesis, among others.
In all phenotypes generated by exposure to coal extract, genomic ontology
analysis showed that intermediate filaments, redox processes, response to
stimuli chemicals, calcium metabolism pathways, ECM-receptor interaction and
focal adhesion were the processes and components cellular with the largest
number of differentially expressed genes.

Intermediate filaments (IF) provide the support for plasma membrane and is
composed of a superfamily of proteins including various types of keratins and
neurofilament proteins, among others (Eriksson et al., 2009). We found between
10% and 19% of gene precursors of the protein altered. Most of these changes
were observed in genes of various keratins (krt18, krt1-19d, krt4, krt5,
krttlc19e, krt17, krt92, krt97), which mainly comprise the intermediate filament
of epithelium (Eriksson et al., 2009). Disruptions in intermediate filaments have
been linked to most degenerative diseases of the skin, muscle and neurons
(Guharoy et al., 2013). Mutations in krt1, krt5, krt10 and krt14 have been linked
to skin diseases, while some gene variants of krt8, and krt19 krt18, are related
to the development of various liver disorders (Toivola et al,, 2015).
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In BY embryos, we found changes in gene expression of nefm. This gene encodes
a component of neurofilaments and has been reported as a biomarker of
neuronal injury and neurodegenerative disorders, such as amyotrophic lateral
sclerosis, Alzheimer's, and Parkinsons disease (Haggmark et al., 2014; Laser-
Azogui et al, 2015). Several studies have linked exposure to environmental
pollutants such as particulate material (Calderén-Garciduefias et al, 2015;
Palacios et al,, 2014), metals (Colin-Barenque et al., 2015; Fulgenzio et al., 2014),
and organic compounds such as PAHs and organochlorine (Costa et al., 2014;
Steenland et al., 2014) with neurological damage, neuropathy, attention deficits,
cognitive disorders, alterations in neural development and neurodegeneration.
Accordingly, the low expression of nefm reported in this study, along with
alterations dlx2, otx2 and fgf8 as detected by in situ hybridization, revealed that
exposure to pollutants from coal mining could lead to neurological disorders in
humans and animals exposed.

The origin of neuronal damage, as well as multiple pathology, including cancer,
diabetes, inflammation, hormone disorders, immunological, among others, has
been also widely associated with the presence of oxidative stress in biological
systems (Indo et al,, 2015). Our results clearly show that exposure to coal extract
generates an oxidative imbalance in embryos. In addition to the overexpression
gstp2 and nqo1, RNAseq analysis shows a significant reduction of the expression
of nosl (nitric oxide synthase 1, neuronal), a key regulatory gene in the
developing of zebrafish spine and whose decrease could explain the phenotypic
changes observed in the body of the embryos (Bradley et al., 2010).

Similar to the effect reported in zebrafish exposed to PAHs (Jayasundara et al,,
2015), several genes involved in calcium binding were differentially expressed
in embryos treated with coal extract. Among these, low levels of transcripts
mylpf (myosin light chain, phosphorylatable, fast skeletal muscle b) casql
(calsequestrin 1), capn3 (calpain 3), pvalbl (parvalbumin 1) and pvalb2
(parvalbumin 2), are most important. These results together with the low
expression of nkx2.5 and myl7 observed in in situ hybridization assays, suggest
the hypothesis that the mixture of pollutants contained in coal extract carried a
negative regulation on the transcription of key genes in cardiogenesis and gene
precursors of calcium binding protein which are essential for cardiac muscle
contraction.

Alterations in the transcription of genes involved with extracellular matrix
(ECM) -receptor interaction and focal adhesion, were also observed in all
embryos exposed to coal extract. Among these, the decrease in the expression of
some genes encoding collagen, such as, collala (collagen, type I, alpha 1a),
collalb (collagen, type I, alpha 1b), and colla2 (collagen, type I, alpha 2) were
the most important. Considering that collagen participates actively in
organogenesis and in maintaining tissue structure and function (Jessen, 2014),
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the transcriptomic alterations mentioned could be linked with the appearance of
aberrant phenotypes generated in embryos exposed to coal extract (Duran et al,
2011;. Jessen, 2014).

In conclusion, exposure to coal extract generated phenotypic aberrations in
zebrafish embryos, mainly characterized by alterations in the morphology of the
head, tail, body and heart. Overexpression pattern of cyp1, ahr2, nqol, gstp1 and
gstp2, among other genes, suggests that the mixture of pollutants from coal dust,
induce oxidative stress and activation of AhR. However, the diversity of genomic
alterations found suggest that probably there are AhR-independent toxicity
mechanisms. Moreover, genes associated with intermediate filaments, calcium
binding, ECM-receptor interactions and focal adhesion were altered in all
embryos exposed to coal extract. These findings, together with overexpression
of genes related with oxidative stress reported in wild mice from coal mines
(Guerrero-Castilla et al., 2014) and activation of AhR and DNA repair pathways
in cells exposed to extract coal (Guerrero-Castilla and Olivero-Verbel, 2014),
show that the pollutants associated with coal mining, impact not only the health
of biota and humans exposed, but also cause severe alterations in embryonic
development of vertebrate organisms.
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Table 1. RT-PCR Primer Sequences

Cena name Cene Entrez Eorward Raverce Amnlicaon
NAD(P)H dehydrogenase, ng01 NM_205542.1 AGCCTTCATGGAGACATCAAC AGAAACGCAGCACTCCATTC 61
Glutathione S-transferase pi2  gstp2 NM_001020513.1 CTGGCGGACAAAGAGCAG AGGCAGCTGTCCAAAGAGAC 99
Cytochrome P450 1A1 cyplal AF210727.2 AAAGACACCTGCGTGTTTGTAA  GAGGGATCCTTCCACAGTTCT 68
Aryl hydrocarbon receptor 2 ahr2 NM_131264.1 GAAGAAGCCCGTTCAGAAAA GGGTTGGATTTCACACCATC 60
Aryl hydrocarbon receptor arnt NM_001007789.1 ACCAACACCAACGTCAAGC GGCTGTTTTCATAGGGTGCT 88
Eukaryotic translation eeflal AY422992.1 CCTTCGTCCCAATTTCAGG CCTTGAACCAGCCCATGTT 72
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Table 2. Genes with similar expression in all phenotypes compared with WT embryos. Genes up-regulated are presented as
positive values; genes down-regulated are presented as negative values. P1, P2 and P3: Phenotypes 1, 2 and 3 respectively.

P < 0.05.
Gene name Gene Biological Process / Molecular Function Fold change
symbol
P1 P2 P3

Actinodinl and1 Cartilage development -2.86 -2.64 -5.06
Actinodin2 and2 Cartilage development -293  -423 -631
Apolipoprotein A-IV apoa4 Lipid binding -2.79 -3.03 -3.33
Chromosome 17 open reading frame 67  c6h170rf67 No data available -2.60 -2.60 -3.10
Crystallin, beta B1 crybb1 Proteins of vertebrate eye lens -297  -3.12  -431
Crystallin, beta B1, like 1 crybb1l1 Proteins of vertebrate eye lens -2.88 -333 -4.76
Crystallin, beta B1, like 1 crybb112 Proteins of vertebrate eye lens -2.87 -3.01 -5.00
Cytochrome P450, family 1, subfamily A c¢ypla Cellular aromatic compound metabolic process 10.89 1233 12.60
Cytochrome P450, family 1, subfamily B, cyp1b1 Oxidation-reduction process 5.88 941 10.26
Cytochrome P450, family 1, subfamily C,  cyplcl Oxidation-reduction process 4.00 7.88 8.22
Dopachrome tautomerase dct Metal ion binding / melanin syntesis -3.02  -293 -3.69
Glutathione S-transferase pi 1 gstpl Glutathione transferase activity 3.40 3.66 4.18
Im:7150988 im:7150988  No data available 4.27 4.86 5.29
Keratin 23 (histone deacetylase krt23 Intermediate filament proteins -4.08 -4.17 -6.32
LON peptidase N-terminal domain and lonrfl Proteolysis / ATP-dependent peptidase activity 343 354 3.68
Myosin light chain, phosphorylatable, mylpfb Calcium ion binding -435 -349 -490
Solute carrier family 16 slc16a9b Transmembrane transport / Integral component of 3.21 3.47 5.65
Sulfotransferase family, cytosolic, 6b, sult6b1 Cellular response to xenobiotic stimulus / 4.58 6.38 7.24
TCDD-inducible poly(ADP-ribose) tiparp Cellular response to xenobiotic stimulus / NAD+ 2.22 3.54 377
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Table 3. Number of genes differentially expressed compared to controls (WT) in the main ontologies generated for each
phenotype. FDR>100, P<0.05, Z Score>1.96.

Ontology type

Cellular component
Molecular function

Biological process
Pathway - KEGG

Number of ontology categories / Number of differentially expressed
genes

Phenotype 1 Phenotype 2 Phenotype 3
3/15 3/23 4/36
5/69 10 /90 8/57
3/32 9/107 5/40
6/28 3/13 3/12
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Table 4. cellular components, molecular function, biological processes, biological functions and pathway altered in phenotype 1 compared with WT.

FDR>100, P<0.05, Z Score>1.96.

Ontology Ontology Name ID Z score P Number Percent Symbols Gene changed
Type Gene Gene
Intermediate filament G0:0005882 14.8603724 0.029 9 18.37 krt18[krt1-
19d [krt4[krt5[nefm [krtt1c19e [krt17 [krt92 [krt97
Cellular Membrane attack complex G0:0005579 14.4957647 0.029 3 50 c8a[c8b[c9
Myosin filament G0:0032982 10.1060956 0.029 3 25 myhz1.1|myhz1.2|myhz1.3
DNA photolyase activity G0:0003913 10.1060956 0.029 3 25 cry-dash[cryla[cry5
Heme binding G0:0020037 6.9252469 0.029 8 5.44 cyb5acyp1bl[cyplcl|cyplc2[cyp26al[hbae3[hbbe
Molecular
1.1/nos1
Oxidoreductase activity G0:0016705 5.2197365 0.029 7 3.95 cyplbl/cyplcl|cyplc2[cyp26al|egin3|nosl|tyrplb
function Calcium ion binding GO0:0005509 4.7971148 0.029 16 2.13 CASQ1 (1 of 2)|CDH26 | MYLPF (2 of
2)[actn3a/actn3b|atp2al[capn3|eef2k[myl1|mylz2
Morphogen activity G0:0016015 4.2160213 0.029 35 1.34 CNDP1|TYRP1 (1 of
2)[atp2al|capn3[ces2|ckma|ckmb [ckmtl|cry5]ctsll
Biological Response to chemical stimulus G0:0042221 7.3388331 0.029 14 3.90 c9/crylacyb5alcyp26al|fbplb[gstpl[im:7150988]
mt2[nrOb2a|pc|per2|rbp4[sult6ébl|tiparp
Response to light stimulus G0:0009416 5.794846 0.029 4 7.14 crylalcry5|per2|tef
process Oxidation-reduction G0:0055114  4.1139677 0.029 14 1.96 cyp1b1cyplcl [cyplc2|cyp26al dac.1|egln3|grhpr
blhaol[mdhib[nosl|sardh[smox[tyrplb|zgc:92066
Arginine and proline metabolism KEGG- 5.9240749 0.021 5 8.06 ckma[ckmt1|dao.1[nos1[odc1
dre00330
Metabolism of xenobiotics by KEGG- 5.2180846 0.021 3 10 cyplbl/gstpl|zgc:158387
cytochrome P450 dre00980
Pathway ECM-receptor interaction KEGG- 4.7905304 0.021 4 6.90 collala/collalb[colla2|[tnw
dre04512
KEGG Focal adhesion KEGG- 4.7153725 0.021 8 4.07 MYLPF (2 of
dre04510 2)[actn3aactn3b|collala[collalb|colla2 [mylz2 [t
Glutathione metabolism KEGG- 4.4416778 0.021 3 7.69 gstpl/odcl|zgc:158387
dre00480
Tight junction KEGG- 3.3521278 0.030 5 3.60 MYLPF (2 of 2)[actn3a|actn3b[myhz1.1|mylz2
dre04530
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Table 5. cellular components, molecular function, biological processes, biological functions and pathway altered in phenotype 2 compared with WT.

FDR>100, P<0.05, Z Score>1.96.

Ontology Type Ontology Name D Z score P Number Percent Symbols Gene changed
Cellular Cytoskeleton G0:0005856 4.0188745 0.0040 12 2.40 krt18/plec|krt1-
Membrane attack complex G0:0005579 14.034285 0.0174 3 50 c8a[c8b[c9
component Intermediate filament G0:0005882 12.700010 0.0174 8 16.33 krt18[krt1-19d[krt15[krt5[krtt1c19e [krt17 [krt92 [krt97
DNA photolyase activity G0:0003913 13.133416 0.0174 4 33.33 cry-dash[crylalcry2b/cry5
Water transmembrane G0:0005372 8.676529 0.0174 3 20 agp3a|mipa|mipb
Iron ion binding GO0:0005506 8.441404 0.0174 13 5.39 cyb5acyp17al|cyplbl|cyplcl|cyplc2[cyp26al|duox|egin3[nosl
Molecular Oxidoreductase activity G0:0016705 7.620565 0.0174 10 5.65 PRDX1|cyp17al[cyp1bl|cyplcl|cyplc2|cyp26al|egIn3[nosl|p4h
function Structural molecule activity G0:0005198 6.912068 0.0174 14 3.82 COL22A1[KRT18 (2 of 3)|collala[collalb/crygn2|krtl-
Electron carrier activity G0:0009055 5.0918054 0.0174 7 4.07 cypl7al[cyplbl[cyplcl|cyplc2|cyp26al|duox|mt-cyb
Monooxygenase activity G0:0004497 4.9272990 0.0174 5 4.95 cypl7al[cyplbl[cyplcl|cyplc2|cyp26al
Morphogen activity G0:0016015 4.2827545 0.0174 37 1.42 C11H10rf93/CNDP1|DHRS13 (3 of 5)[FUT9 (15 of
Calcium ion binding G0:0005509 3.6362915 0.0174 14 1.87 CAPN3 (2 of 2)|CASQ1 (1 of 2)|CDH26 | MYLPF (2 of
Heterocycle metabolic G0:0046483 3.1878044 0.0040 10 211 HI1FO[cry-
Nitrogen compound G0:0006807 3.1878044 0.0040 10 2.11 HI1FO[cry-
Aromatic compound G0:0006725 3.1878044 0.0040 10 211 H1FO0[cry-
Biological Water transport G0:0006833 8.676529 0.0174 3 20 agp3a|mipa|mipb
Response to chemical G0:0042221 8.248139 0.0174 16 4.46 c9/crylacyb5a[cyp26al|duox|foxqla/gstpl|im:7150988 | mt2[nr
stimulus 0b2a[pc|per2[rbp4[sultébl[tiparp [tp53
process Response to light stimulus G0:0009416 7.1319498 0.0174 5 8.93 crylacry5|per2|tef[tp53
Negative regulation of G0:0009890 6.5025393 0.0174 6 6.60 cry-dash[cryla[cry2b|gchfr|smyd2b|[tp53
Oxidation-reduction G0:0055114 6.975796 0.0174 20 2.80 C11H1orf93|DHRS13 (3 of
Appendage development G0:0048736 6.404977 0.0367 3 11.54 and1/and2|frem2a
Organic substance transport G0:0071702 5.222785 0.0174 7 4.22 APOB (3 of 3)|apoa4|aqp3a[oca2[si:dkey-7f3.15[slc1a4[ttna
Pathway ECM-receptor interaction KEGG- 5.217110 0.0375 4 6.90 collala/collalb|lamb4|tnw
Arginine and proline KEGG- 5.002219 0.0375 4 6.45 ckmt1[nosl1/odcl|p4halb
Focal adhesion KEGG- 5.103219 0.0375 5 2.54 MYLPF (2 of 2)[collala/collalb|lamb4|tnw
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Table 6. cellular components, molecular function, biological processes, biological functions and pathway altered in phenotype 3 compared with WT.

FDR>100, P<0.05, Z-score>1.96.

Ontology Ontology Name ID Z score P Number Percent Symbols Gene changed
Cellular Extracellular region (G0O:0005576 3.2703095 0.004 10 1.47 ANGPTL4|WFIKKN1[agt/apoa4|collalb/lamb4[p4halb|si:dkey-7f3.15[thbs2b[tnw
Cytoskeleton (G0:0005856 3.1893790 0.009 8 1.60 krt18/gys2[krt1-19d[myhz1.1/myhz1.2[krtt1c19e[krt17[krt97
componen Protein complex (GO:0043234 2.3764378 0.009 13 1.04 C7(10f2)|C7 (2 of 2)|[KRT18 (2 of 3)[foxqlalhbbel.1[krt1-
t Intermediate (G0:0005882 9.4266757 0.034 5 10.20 krt18/krt1-19d[krttlc19e[krt17[krt97
Phosphofructokinas (GO:0008443 11.301041 0.034 3 23.08 pfkfb4l|pfkma|pfkmb
Water (G0O:0005372 10.483799 0.034 3 20 agp3a[mipa/mipb
Molecular Heme binding (G0:0020037 8.3168036 0.034 8 5.44 cyp17al[cyplbl[cyplcl[cyplc2|cyp2aa8|duox[hbbel.1[nos1
Oxidoreductase (G0O:0016705 7.4206952 0.034 8 4.52 cyp17alfcyplbl[cypIcl cyplc2|cyp2aa8|nosl[p4halb|tyrplb
function Structural molecule (G0:0005198 6.6590319 0.034 11 3.00 CABZ01076094.1/COL22A1|KRT18 (2 of 3)[collalb/crygn2[krt1-19d[lim2.4[si:dkeyp-
Electron carrier (GO:0009055 6.4911926 0.034 7 4.07 cyp17allcyplbl[cypIcl[cyplc2|cyp2aa8|duox/smox
Monooxygenase (GO:0004497 6.1984896 0.034 5 495 cypl7allcyplbl[cyplcl[cyplc2|cyp2aa8
Calcium ion binding (G0:0005509 41775983 0.034 12 1.60 CAPN3 (2 of 2)|CASQ1 (1 of 2)|CDH26/EFHD1[MYLPF (2 of
Biological Organic substance (G0:0071702 5.5580587 0.034 6 3.61 APOB (3 of 3)[SLC13A4[apoa4[aqp3alsi:dkey-7f3.15[slc7a3
Response to (G0:0042221 4.5317112 0.034 8 2.23 duox|foxqlalgstp1|gys2[im:7150988[rbp4[sult6bl[tiparp
Oxidation-reduction (GO:0055114 4.3770963 0.034 12 1.68 cyp17al[cyplbl[cyplcl[cyplc2|cyp2aa8|duox|gys2[nosl[p4halb[smox|tyrp1b|zgc:9206
process Water transport (GO:0006833 10483799  0.034 3 20 aqp3ajmipajmipb
Transmembrane (G0O:0055085 3.8218477 0.034 11 1.53 SLC13A4[abcb11alagp3almipalmipb|[ryr3[sic16a9alsic16a9b[slc25a4|slc7a3|slcold1
Pathway ECM-receptor KEGG- 6.1142330 0.030 4 6.90 collalb[lamb4/tnw/|vtna
KEGG Fructose and KEGG- 5.2503191 0.030 3 6.82 pfkfb4l|pfkma|pfkmb
Focal adhesion KEGG- 3.4974655 0.030 5 2.54 MYLPF (2 of 2)[collalblamb4[tnw/[vtna
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Fig. 1. A. Dose-response assessment of the methanolic coal extract in Zebrafish embryos at 24 hpf.
(C-) Negative Control, DMSO 1%. B. Dose-response assessment of the methanolic coal extract in
Zebrafish embryos at 48/72 hpf. (C-) Negative Control, DMSO 1%.
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Fig. 2. A. Phenotypes generates in the embryos exposed to 100 ppm of methanolic coal extract 24 hpf. B. In situ hybridization analysis of
BY, BT and BE embryos compared with control, WT. Brain markers: dlx2, otx2, fgf8. Tail and body markers: ntl, myoD. Cardiac System
markers: nkx2.5, cmlc2. (fb, forebrain; mb, midbrain; mhb, mid/hindbrain boundary; hb, hindbrain); (not, notochord; som, somites; sc,
spinal cord); (hcp, heart-cardiac progenitors; ht, heart). C. Location and developmental defects in the heart tube to three phenotypes
generates from coal extract treatment. cmlc2 expression was performed to determination of location left, middle or right of the heart
tube. The graphic show the percentage of embryos with different locations to each phenotype.
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En conjunto, los resultados obtenidos en ratones silvestres, células HepG2 y
embriones de zebrafish, revelan que la exposicién a los contaminantes derivados
del polvillo de carbdn altera el estado transcripcional de los sistemas bioldgicos
y el desarrollo embrionario de vertebrados.

Ratones que viven cerca de zonas con operaciones mineras carbonieras podrian
estar expuestos a una mezcla compleja de contaminantes ambientales que
alteran su estado bioquimico y celular. Animales recolectados en areas mineras
del Nororiente Colombiano presentaron altas concentraciones hepaticas de los
metales Cu, Cd y Zn, mas que aquellos de los sitios de referencia. Estos hallazgos
aparecen junto con variaciones en la expresion de mRNA de genes relacionados
con estrés oxidativo, transporte de metales y dafio al DNA. Estos datos son los
primeros que muestran cambios en la expresién génica de ratones silvestres
expuestos a mineria de carbén.

Ha sido establecido que las operaciones mineras carboniferas estan vinculadas
con la exposicion de metales, que generan un riesgo para salud de los habitantes
de la zona, tras llegar a suelos y ecosistemas acuaticos aledafios (Keating, 2001).
Metales tales como el Pb, Cd, Hg, Mn, Ni, Cr, asi como el metaloide As, han sido
reportados como los mas preligrosos contaminantes en diferentes tipos de
carbén (Saunders et al., 2012). De hecho, en muestras de suelo de regiones
mineras carboniferas han sido encontrados niveles altos de As, Mn, Zn, Pb y Ti
(Wang et al,, 2010). De forma similar, el analisis de agua potable procedente de
areas cercanas a minas de carb6n en Bangladesh, confirmé la presencia de Mn,
Cu, Co, Zn, Pb, Sr y Ni, como resultado de contaminacién por drenajes acidos
mineros que finalmente afectan la salud de los individuos y del ecosistema
(Bhuiyan et al., 2010). Sumado a lo anterior, niveles séricos de Cd > 0.5 Bg/dL,
han sido reportados en nifios que viven en zonas adyacentes a minas de carbén
(Yapici et al., 2006). El Cd ambiental induce dafio principalmente en rifiones e
higado por estrés oxidativo (Sanchez-Chardi et al., 2009; Wu et al,, 2012) y la
presencia de otros metales tales como Pb y Cu, ha sido implicada con la
progresion de la toxicidad por este metal (Liu et al., 2009).

Los metales Cd, Cu y Zn con altas concentraciones en el tejido hepatico de los
ratones capturados, estan incluidos en el grupo de metales pesados. Sin embargo,
Cu y Zn son requeridos por los mamiferos, mientras que Cd es considerado un
elemento toxico. En general, los metales pesados toxicos son usualmente
relacionados con el desarrollo de varios tipos de cancer, neurodegeneracidn,
desordenes reproductivos, diabetes, enfermedades cronicas renales y patologias
pulmonares y hepaticas, entre otros (Chen et al.,, 2007; Jarup, 2003). Usualmente
estos elementos tienen el potencial de inducir dafio en el material genético a
través de diferentes mecanismos moleculares, tales como estrés oxidativo
(Bayersmann and Hartwing, 2008; Cohn et al., 2006; Cohn et al., 2010; Leonard
et al.,, 2004; Mattagajasingh et al., 2008; Nemmiche et al., 2011), bloqueo de los
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procesos de reparacién de DNA (Piatek et al,, 2008; Whiteside et al,, 2010) y
alteraciones en la regulacién de la proliferaciéon celular (Salnikow and
Zhitkovich, 2008; Nickens et al., 2010). Estos efectos son vinculados a la acciéon
del perdxido de hidrégeno y radicales hidroxilo producidos a través de las
reacciones de Haber-Weiss y Fenton (Cohn et al., 2006; Cohn et al,, 2010). La
producciéon de ROS, no sélo causa dafio tisular. En el pulmoén, estos activan
factores de transcripcion tales como el factor nuclear kappa-B y la proteina
activadora 1, los cuales inducen la transcripcion de citoquinas inflamatorias y
factores de crecimiento asociados con dafio pulmonar y la fibrosis caracteristica
de la pneumoconiosis del minero, principal enfermedad pulmonar asociada a la
mineria de carb6on(McCunney et al., 2009).

La exposiciéon de metales pesados y otros contaminantes relacionados con la
mineria de carbén resulta en la activaciéon transcripcional de genes
citoprotectores, también conocidos como genes de respuesta rapida frente a
extresores [Saeedi et al., 2012; Mahadevan et al, 2011). Entre las vias
intracelulares activadas por contaminantes ambientales, el estrés oxidativo y el
dafio al DNA son los mecanismos comunes de varios agentes tdxicos, tales como
metales pesados, hidrocarburos aromaticos polinucleares y material particular
(Simmons et al., 2011; Moller et al., 2013; Verma et al., 2012). En este trabajo,
algunos biomarcadores génicos relacionados con la respuesta frente al estrés
celular fueron significativamente sobreexpresados en tejido hepatico de ratones
capturados en dreas mineras carboniferas.

Lo anterior fue evidenciado por la sobreexpresion de NQO1 en los ratones que
habitan cerca a las dreas con operaciones mineras carboniferas. La expresion de
este gen involucra al factor de transcripcion NRF2 (Nuclear factor erythroid 2 -
related factor 2) y al elemento de respuesta antioxidante (ARE) (Simmons et al,,
2011). La via NRF2/ARE ha sido relacionada con la sobreexpresiéon de
metalotioneinas y NQO1 (He et al, 2008). En este estudio, no s6lo NQO1
(Incrementada hasta 2.2 veces), sino también MT1 (hasta 7.3 veces) y MT2
(Hasta 3.7 veces), fueron sobreexpresadas en ratones expuestos, probablemente
sugiriendo que los contaminantes derivados del carbon podrian activar la via
NRF2/ARE y promover el estrés oxidativo. Adicionalmente, el hecho de que MT2
fue sobreexpresado independientemente del sitio de recoleccion de los ratones,
representa una ventaja de este gen como biomarcador de exposiciéon a
operaciones mineras carboniferas en la biota expuesta. Sin embargo, estudios
adicionales son necesarios para confirmar esta hipoétesis.

La induccién de DDIT3 fue observada en el higado de ratones expuestos a las
minas de carbén de la Loma. Este gen es frecuentemente sobreexpresado en
respuesta a estrés celular y dafio al DNA (Sun et al,, 2011) y podria indicar que
vias de sefializacién vinculadas al dafio al DNA estarian siendo blanco de los
contaminantes derivados de la industria minera de carbdn. Por otra parte, seria

139



probable que la sobreexpresion de DDIT3 esté relacionada con los altos niveles
de Zn encontrados en el tejido hepatico. El Zn tiene un rol importante en el
mantenimiento de la integridad del genoma por ser componente estructural
esencial para las proteinas antioxidantes y enzimas reparadoras del DNA (Sharif
etal., 2012).

En 2010, pequefios, pero no significativos cambios en la expresién de CYP1A1
fueron observados en ratones capturados en La Jagua, probablemente debido a
la exposicion a PAH. Sin embargo, la tendencia general de este gen fue hacia la
una regulacion negativa. Es sabido que la inducciéon de CYPA1A1 es mediada por
AhR, promoviendo el dafio oxidativo de DNA (Costa etal.,, 20110; Lee et al., 2011;
Park et al., 2009). Sin embargo, la expression significativamente baja de CYP1A1
observada en la Loma podria estar asociada con el desarrollo concomitante de
procesos inflamatorios (Gharavi and El-Kadi, 2007; Ghanem et al., 2009).
Estudios adicionales son requeridos para determinar la expresion de otros genes
involucrados en el metabolismo de Fase I y II del tejido hepatico de animales
expuestos a las actividades mineras de carbén. Por otra parte, genes tales como
CCND1, DMT1 y SOD, no mostraron diferencias significativas en su expresion,
sugiriendo que la exposicién al polvillo de carbdn, induce un especifico pero
complejo perfil de expresidn génica, probablemente vinculado con la naturaleza
y composicion del mineral.

Los resultados en los ratones silvestres podrian indicar un perfil de expresién de
genes y contenido de metales diferente, de acuerdo con las condiciones
ambientales del muestreo. Durante el 2010, el muestreo de los ratones fué
realizado al inicio del perido de lluvias asociado con el Fenémeno del Nifio en el
area de estudio, mientras que en el 2011 el muestreo fue realizado luego que
cesardn todas las lluvias. Esto significa que durante el ultimo muestreo la
mayoria de los contaminantes fueron arrastrados por las lluvias, lo cual fue
reflejado en los bajos niveles de concentracién de metales encontrados en el
tejido hepatico (Ver Tablas 3 y 4 - Pagina 73). Teniendo en cuenta que los datos
estan asociados principalmente a condiciones de estacion lluviosa, la situacién
bajo condiciones de tiempo seco podria ser extremadamente critica, y requeriria
futuras investigaciones.

Se decidi6 reanalizar los datos expresidn en los ratones considerando la variable
sexo. Los resultados son presentados en la Tabla suplementaria 2 (Pagina 76).
Interesantemente, comparado con el grupo de referencia, NQO1 (2011), MT1
(2010 y 2011) y MT2 (2011) fueron sobreexpresados aun cuando los datos
fueron separados por sexo. En este sentido, se puede resaltar que para estos
genes particulares, la variabilidad de la expresién vinculada al sexo en las
unidades experimentales no es una limitante para detectar efectos moleculares
globales inducidos por las condiciones ambientales del sitio de muestreo.
Consecuentemente, esta informacién permitiria continuar usando organismos
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silvestres para evaluar cambios moleculares derivados de la exposicién a
contaminantes ambientales. En algunos casos, tal como el nuestro, la magnitud
de los efectos de los contaminantes sobre la biota puede ser tan grande y
marcada, que no son afectados por heterogenidad de la muestra en términos de
tamafio o sexo.

Con el fin de seguir profundizando en los efectos de la mezcla de contaminantes
derivados del polvillo de carbdn, fueron desarrollar estudios experimentales en
células HepG2 y en embriones de zebrafish expuestos a un extracto de carbon
preparado a partir de una muestra de este mineral, procedente de la mina La
Loma (Departamento del Cesar- Colombia).

En las células HepG2, los resultados del ensayo MTT no mostré diferencias
significativas entre la viabilidad de celulas tratadas y no tratadas, lo que significa
que el extracto de carbdén no tiene como blanco a la membrana celular. Sin
embargo, el ensayo cometa indica dafio significativo al DNA en células expuestas
a altas concentraciones del extracto de carbdén (50 -100 ppm), sugiriendo un
potencial dafio al DNA, similar a lo observado en ratones (Cabarcas-Montalvo et
al,, 2012) y anfibios (Zocche J] etal., 2013) de zonas mineras carboniferas cuando
se comparan con animales de referencia.

El efecto genotdxico inducido en células HepG2 por el extracto de carbdn, de
acuerdo con el ensayo cometa, podria estar relacionado con la composicién del
extracto de carbén. Coronado-Posada et al. (2013), encontraron que la
composiciéon quimica del extracto de polvillo de carbén usada en este estudio,
comprende por lo menos 142 compuestos quimicos diferentes, incluyendo a los
bien conocidos PAHs. De hecho, Tarantini et al. (2009) observé similar dafio en
HepG2 tratadas mezcla de contaminantes urbanos e industriales y
benzo[a]pyrene a concentraciones de 0.16 pM.

La presencia de PAHs en el carbén es el resultado de la biogénesis y estructura
de esta roca sedimentaria (Achten and Hofmann, 2009). La concentracién de
PAHs extractables depende de la clasificacion del carbén, por ejemplo, carbones
bituminosos tal como el correspondiente al polvillo de carbén evaluado en este
estudio, estd asociado con elevadas concentraciones de PAHs; sin embargo PAHs
con anillos 2-3 alquilados estdn presentes en todos los carbones
independientemente de su origen o rango (Laumann et al., 2011). Estos quimicos
representan una clase de compuestos téxicos que han sido relacionados con una
variedad de efectos, incluyendo genotoxicidad, alteraciones en la sefializacion
celular, enfermedades inflamatorias, desordenes autoinmunes, ateroesclerosis y
cancer (Henkler et al., 2012).

Por otra parte, cambios no significativos fueron observados en la expresién de
mRNA de genes relacionados con estrés oxidativo, en contraste con aquellos
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asociados con el dafio al DNA y activacién del AhR, que fueron significativamente
sobreexpresados. Aunque los PAHs, tales como los encontrados en el extracto de
carbon (Coronado-Posada et al, 2013), pueden inducir estrés oxidativo en
células HepG2 y otros tipos de células (Castorena-Torres et al., 2008), es también
conocido que en algunos casos la magnitud del dafio oxidativo mediado por PAHs
puede ser contrarrestrada por mecanismos celulares de defensa antioxidante
(Liu et al., 2001). Especies reactivas de oxigeno producidas por la accién de
CYP1A1 pueden derivar de PAH-quinonas, metabolitos secundarios de PAHs,
que promueven reacciones de ciclacién redox, permitiendo la formacién de ROS
(Bock, 2012; Miranda et al., 2006). Una hipotesis alternativa podria ser que la
presencia de moléculas antioxidantes en el extracto, por ejemplo, compuestos
polifenélicos, podrian contrarrestar los ROS generados (Vijaya-Padma et al,,
2014).

Los PAHs son conocidos por estar involucrados en la activacion de las vias de
sefalizacion del receptor de hidrocarburos aromaticos y la via Keap1/Nrf2 /ARE
(Kelch-like ECH-associated protein 1/Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like
2/Antioxidant Response Element). La sobreexpresion de NQO1 (Enzima de
detoxificacion de fase II) en células HepG2 expuestas al extracto de carbon,
podria derivar de estos dos distintos pero simultaneos mecanismos de
sefializaciéon (Bock, 2012; Kohle and Bock, 2007). La transcripciéon de NQO1 es
altamente inducible en respuesta a muchos quimicos (Dinkova-Kostova and
Talalay, 2010) y es considerada la enzima prototipo entre las citoprotectoras
(Dinkova-Kostova and Talalay, 2008), considerando que su gen contiene
elementos de respuesta antioxidantes y elemento de respuesta a xenobiéticos
que son esenciales para desencadenar las sefiales inducidas por las moléculas
activadoras de las vias, Nrf2 y AhR respectivamente (Kohle and Bock, 2009).

El incremento en la expresién de NQO1 como resultado de la activacién de
Keap1/Nrf2/ARE, es consierado una respuesta adaptativa que ocurre durante la
exposicién a compuestos electrofilicos y oxidantes (Osburn and Kensler, 2008).
En respuesta al estrés oxidativo generado por EROs y electréfilos, 1a molécula
represora Keap1 es liberada desde Nrf2 en el citoplasma, asi Nrf2 es traslocado
hacia el nucleo (Itoh et al., 2003), donde actua como un factor de transcripciéon
uniéndose a secuencias tipo ARE localizadas en los promotores de genes blanco
tales NQO1 (Hayes etal., 2000;Stewart et al., 2003;Venugopal and Jaiswal, 1996).
Estudios in vitro han sugerido que la activacién de la via por el benzopireno
(Hockley et al., 2007;Niestroy et al.,, 2011), ocurre probablemente a través de la
regulacion negativa de Keapl (Nguyen et al., 2010), aunque también ha sido
encontrado que la activacion de AhR por PAHs puede directamente inducir
incrementos en la transcripciéon de Nrf2 (Miao et al, 2005). Por otra parte,
cuando AhR es activado, este receptor se trasloca al nucleo y se asocia con la
proteina Arnt(Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator). El heterodimero
se une a elementos de respuesta antioxidante, XREs (xenobiotic response
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elements), correspondientes a la secuencia concenso 5-T/GCGTG-3’, en las
regiones regulatorias de genes blanco, incluyendo NQO1 (Beischlag et al., 2008).

La fuerte sobreexpresion de CYP1A1 observada en este estudio, atn a las bajas
concentraciones probadas (5ppm), evidencia la activacion de AhR (Barouki et.,
2012) en las células HepG2, como respuesta a la presencia de PAHs en el extracto
de carbdn, de acuerdo con lo reportado por Coronado-Posada et al. (2013). Los
niveles de induccién de CYP1A1 generados por PAHs en organismos completes
o modelos celulares son variables. Por ejemplo, 75 mg/Kg de benzopireno,
genera in ratas incrementos hepaticos de CYP1Al, de hasta 1700 veces
(Chanyshev et al.,, 2014). Por otra parte, células HepG2 tratadas por varias horas
a un concentraciéon de 1 @M de benzopireno producen aproximadamente una
induccién de CYP1A1 entre 10 y 25 veces (Wu et al., 2003; Zhang et al,, 2011).
Estos valores son comparables con los aumentos de CYP1A1 entre 17.2 y 23.2
veces a una exposicion de 5 ppm del extracto de carboén.

La proteina CYP1A1 tiene un papel central en el metabolism de PAH, al catalizar
su oxidacion a epodxidos (Schwarz et al, 2001). Estos metabolitos de PAH
electrofilicos pueden unirse covalentemente al DNA y potencialmente inducir
mutagénesis y contribuir a la transformacidn celular asociada al Cancer (Henkler
et al,, 2012). Ademas, la sobreexpresion de CYP1A1 observada en este trabajo,
podria sugerir una potencial asociacion del extracto de carbdn con
genotoxicidad, ain a concentraciones de exposicion bajas (Tabla 3 - pagina 94).
De hecho, sobreexpresiéon de GADD45B, fue registrada en las células HepG2
tratadas con 50 y 100 ppm del extracto de carbdn, concentraciones en las cuales
la induccién de CYP1A1 fue en promedio unas 163 veces mas alta que en los
controles. GADD45B es rapidamente inducido por dafio al DNA y es reconocido
como un sensor que modula la respuesta de las células de los mamiferos a
genotoxicidad y estrés fisiologico, asi como a la presencia de formacién y
progresion de tumores (Cretu et al., 2009; Liebermann et al., 2011; Tront et al,,
2010).

Otros genes tales como XPA, ERCC1 y APEX1, con papeles criticos en la
reparacion de nucledtidos y cuya induccion es crucial para contrarrrestrar el
dafio al DNA, no fueron sobreexpresados en este estudio. Una posible hipédtesis
para explicar estos hallazgos es que el extracto de carbén disminuya la capacidad
de reparaciéon de nucleétidos, por la interaccién entre las diversas sefiales y
efectos generados por los contaminantes individuales presentes en esta mezcla
compleja. Similar comportamiento fue reportado en estudios realizados con
células HepG2 expuestas a benzopireno y 3,3'4,4',5-pentachlorobifenilo. El
tratamiento individual de las células con estos contaminantes incrementé la
expresion de XPA, pero la coexposicion en las células fue asociada con una
reduccién en la expresion de este gen (Wei et al.,, 2009).
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Es importante destacar que algunas, pero no todas las caracteristicas
bioquimicas observadas en los ratones procedentes de zonas mineras (Guerrero-
Castilla et al., 2014), fueron detectadas en los ensayos in vitro en el presente
estudio. Las principales comunalidades fueron el dafio al DNA, y la
sobreexpresion de genes relacionados con estrés oxidativo. Sin embargo, en
contraste con nuestros datos, la expresion hepatica de CYP1A1 fue reducida en
los ratones, probablemente sugiriendo que algunos mecanismos de sefalizacién
intracelular podrian entrecruzarse y depender de las condiciones de exposicion
y sistemas biolégicos, tal como ha sido obervado por otros autores (Darwish et
al,, 2013; Anwar-Mohamed and El-Kadi, 2008).

Por otra parte, la toxicidad aguda sobre embriones de zebrafish fue tiempo y
dosis dependiente. La compleja composicion del extracto de carbén reportada
por Coronado-Posada et al., (2013), podria también explicar la multiplicidad de
defectos morfolégicos y transcriptémicos observados en cabeza, cola, columna
vertebral y corazon, observados en los embriones tratados.

Si bien, fueron observados diversos efectos en los embriones expuestos al
extracto de carbon, la cardiotoxicidad, probablemente vinculada con la presencia
de PAHs en el extracto, fue un aspecto comun, independientemente del fenotipo
generado. Los PAHs, agonistas del receptor de hidrocarburos aromaticos, han
sido conocidos por causar variadas malformaciones (Incardona et al,, 2004) y
defectos cardiacos letales (Brown et al., 2014), en peces expuestos durante su
estado embrionario.

Los mecanismos intracelulares que median la cardiotoxidad de PAHs en
zebrafish no son claramente conocidos. Recientes reportes de embriones
tratados con benzopireno y fluoranteno sugieren que estos compuestos, pueden
afectar los niveles celulares de Ca(2+) y subsecuentemente la funcién del
musculo cardiaco, por un mecanismo AhR2 dependiente (Jayasundara et al,,
2015). Sin embargo, otros estudios han encontrado que la cardiotoxicidad de
embriones de zebrafish expuestos a benzofluoranteno y fenaltreno es mediada
por metaloproteinasa-9 en una via de sefializacién AhR2-independiente
(Incardona et al, 2011;Zhang et al, 2013b). Nosotros encontramos baja
expresion de Nkx2.5 y cmcl2 en los embriones expuestos al extracto de carbdn.
Ambos genes son considerados esenciales en el desarrollo del sistema
cardiovascular, de hecho, la regulaciéon negativa de Nkx2.5 ha sido reportada
como una via involucrada en la cardiotoxicidad embrionaria generada por PAHs
a través de la activacion del receptor AhR (Incardona et al.,, 2011;Zhang et al,,
2012).

Respecto a las alteraciones encefalicas en los embriones expuestos al extracto de
carbdn, disminuciones de la expresién de dlx2, otx2 y fgf8, fueron observadas.
Estos hallazgos podrian estar posiblemente vinculados con malformaciones
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encefdlicas, ya que el gen dlx2a contribuye a la supervivencia de la cresta neural
del cerebro posterior de los peces, también es necesario para la diferenciacién
sensorial y en conjunto con dlx1a es importante para la maduracion del cartilago
(Sperber et al,, 2008). Adicionalmente, otx2 es un gen esencial en el desarrollo
dela region media del cerebro de los vertebrados y la expresion de fgf8 es critica
para el desarrollo de neuronas GABAérgicas, glutamatérgicas y la formacién del
cerebro anterior (Zhang et al,, 2013a).

Por otra parte, anormalidades similares a las reportadas en la primera
generacion de larvas expuestas a benzopireno (Corrales et al.,, 2014), fueron
observadas en cola y la columna de todos los fenotipos de embriones expuestos
al extracto de carbén (Figura 2A y 2B- pagina 111), Estas alteraciones podrian
estar relacionadas a la expresién atipica de ntl y myoD encontradas en este
estudio, considerando que ambos genes son claves en la formacién de la columna
y la cola de zebrafish.

El analisis transcriptémico de genes asociados con metabolismo de xenobioticos
y estrés oxidativo mostré que todos los fenotipos generados por la exposicion al
extracto de carbdn tuvieron una sobreexpresion significativa de cyplal (hasta
57 veces), ahr2 (hasta 4 veces), gstp2 (hasta 20 veces) and nqol (hasta 53
veces). Estos resultados fueron consistentes con los efectos observados
previamente en HepG2, (Guerrero-Castilla and Olivero-Verbel, 2014). De
acuerdo con estos resultados, la exposicion al extracto de carbén desencadenaria
un desequilibrio oxidativo en los sistemas biolégicos con el subsecuente dafio
celular que permitiria el desarrollo de una amplia variedad de patologias
(Halliwell and Gutterridge, 2007).

Adicionalmente, el analisis de secuenciacion de RNA (RNAseq) mostré que otros
genes tales como cyplbl, cyplcl, gstpl, sultébl, tiparp, lonrfl yslc16a9b,
relacionados con el metabolismo de xenobioticos, también estan
sobreexpresados en los tres fenotipos. La actividad enzimatica de los citocromos
P450 es una de los primeros pasos en el metabolismo de xenobioticos tales como
los PAHs, los cuales son activados a carcinégenos. Por esto, la actividad de las
enzimas CYP450 y su expresion ha sido usada como un importante biomarcador
en la evaluacion de la exposicién ambiental a varios contaminantes (Lee and
Yang, 2008). La induccién de cyplal, cyplbly cyplcl, observada en nuesto
estudio, junto con incrementos en la expresion de ahr2, nqol, gstpl y gstp2,
sugiere que la via AhR podria ser postulada como el mecanismo intracelular
principal, que mediaria los efectos toxicos generados por la exposicién a los
contaminantes derivados del polvillo de carbén durante el desarrollo de
vertebrados.

El gen tiparp, sobreexpresado también en los embriones expuestos al extracto
de carbodn, ha sido descrito como biomarcador de la activacién de AhR (Lam et
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al, 2008; Li et al,, 2013), y recientemente es descrito como un ligando del
receptor de hidrocarburos aromadticos con efectos similares a la proteina
represora AhR (AhR represor) (MacPherson et al, 2014). Adicionalmente,
incrementos en la expresiéon de sultéb1 y slc16a9b, tal como las observados en
este estudio, han sido reportados también en embriones de zebrafish expuestos
aPAH (Lam et al,, 2008; Li et al.,, 2013; Goodale et al., 2013), sugiriendo que estos
genes podrian ser otros biomarcadores ttiles para evaluar la activaciéon de AhR
en sistemas biol6gicos expuestos al extacto de carbéon.

Por otra parte, los ensayos de RNA-Seq revelaron que la expresion de and1, and2,
apoa4, crybbl, crybb1/1, crybb1/2, dct, krt23 and mylpfb, fue significativamente
baja en los embriones de zebrafish expuestos al extracto de carbén. La
disminucién de andl y and2 en los embriones, podria estar vinculada con
alteraciones en el desarrollo de las aletas pectorales (Zhang et al., 2010). Por otra
parte, la reconocida funcién de mylpfb en el desarrollo y composicién del
musculo cardiaco (Wang et al, 2007), junto con su baja expresion en los
embriones, vinculan a este gen en los mecanismos de cardiotoxicidad generados
por el extracto de carbon.

Todas las alteraciones mencionadas en conjunto con los niveles bajos de apoa4,
dct y krt23, sugieren que la exposicion al extracto de carbén afecta una
multiplicidad de procesos celulares, incluyendo el transporte de lipidos, sintesis
de melanina y metabolismo de queratina, procesos de oxido-reduccion,
metabolismo de xenobioticos y biosintesis de diversas biomoléculas, entre otros.
En todos los fenotipos de embriones generados por la exposicidn al extracto de
carbdn, el andlisis de ontologia gendmica mostr6 que los componentes y
procesos celulares con el mayor niumero de genes diferencialmente expresados
son: los filamentos intermedios, procesos de oxido-reduccién, respuesta a
estimulos quimicos, metabolismo del calcio, vias de interaccién ECM-receptor y
adhesién focal.

Los filamentos intermedios (IF), componentes del citoesqueleto, proveen el
mecanismo de soporte para la membrana plasmatica integrado por una
superfamilia de proteinas incluyendo diversos tipos de queratinas y proteinas de
neurofilamentos, entre otras (Eriksson et al., 2009). Nosotros encontramos que
los embriones expuestos al extracto de carbon, poseen entre un 10% -19% de los
genes precursores de estas proteinas alterados. La mayoria de estos cambios
fueron observados en genes de diversas queratinas (krt18, krt1-19d, krt4, krt5,
krttlc19e, krtl7, krt92, krt97) que integran principalmente los filamentos
intermedios del epitelio (Eriksson et al., 2009. Disrupciones en los filamentos
intermedios han sido vinculadas con la mayoria de enfermedades degenerativas
de la piel, masculo y neuronas (Guharoy et al., 2013). Mutaciones en krt1, krt5,
krt10 and krt14 han sido vinculadas con enfermedades epidermicas, mientras
que algunas variantes de los genes krt8, krt18 y krt19 han sido relacionadas con
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prediposicién al desarrollo de diversos desérdenes hepaticos (Toivola et al.,
2015).

En los embriones del fenotipo BY, pero no en los demas, fueron encontrados
cambios en la expresion del gen nefm, que codifica un componente importante
de los neurofilamentos. Este gen ha sido reportado como biomarcador de dafio
neuronal y trastornos neurodegenerativos como la esclerosis amiotrépica lateral
y las enfermedades de Alzheimer y Parkinson, entre otras (Hiaggmark et al,,
2014; Laser-Azogui et al.,, 2015). Muchos estudios han asociado la exposicion
ambiental de contaminantes tales como el material particular (Calderén-
Garciduerias et al., 2015; Palacios et al., 2014), metales (Colin-Barenque et al.,
2015; Fulgenzi et al, 2014) y compuestos organicos incluyendo PAHs y
organoclorados (Costa et al., 2014; Steenland et al., 2014) con dafio neurolégico,
neuropatias, déficit de atencion, alteraciones cognitivas, alteraciones en el
desarrollo neuronal y neurodegeneracion. En este sentido, la baja expresion de
nefm reportada en este estudio, junto con las alteraciones de dlx2, otx2 y fgf8
detectadas por hibridacion in situ, revelan que la exposicion a los contaminantes
derivados de la mineria de carbdn podria dar origen a desérdenes neurolégicos
en humanos y animales expuestos.

El origen de dafio neuronal, asi como el de multiples alteraciones patoldgicas,
incluyendo cancer, diabetes, inflamacién, alteraciones hormonales,
inmunolégicas, entre otras, también ha sido ampliamente asociado con la
presencia de estrés oxidativo en los sistemas biolégicos (Indo et al., 2015).
Nuestros resultados muestran claramente que la exposicién al extracto de
carbdn, genera en los embriones un desequilibrio oxidativo evidenciado por la
activacion de las vias intracelulares de respuesta a xenobioticos (cypls) y de
defensa antioxidante (nqol). Adicionalmente, el analisis de RNAseq muestra
otras alteraciones génicas relacionadas con los procesos de oxido-reduccién.
Entre ellas, la reduccién significativa en la expresiéon de nosl (nitric oxide
synthase 1, neuronal), que al ser un gen regulatorio clave en el desarrollo de la
columna vertebral de zebrafish, podria explicar los cambios fenotipicas
observadas en esta estructura corporal (Bradley et al., 2010).

Similar a los efecto reportado en zebrafish expuestos a PAHs (Jayasundara et al.,
2015), varios genes involucrados con la unién al calcio fueron diferencialmente
expresados en los embriones tratados con extracto de carbén. Entre estos, se
destacan niveles bajos de los transcriptos mylpf (myosin light chain,
phosphorylatable, fast skeletal muscle b), casql (calsequestrin 1), capn3
(calpain 3), pvalb1 (parvalbumin 1) y pvalb2 (parvalbumin 2). Estos resultados
junto con la baja expresion de Nkx2.5 y cmcl2 observada en los ensayos de
hibridacién in situ permiten formular la hipétesis de que la mezcla de
contaminantes contenidos en el extracto de carbén ejerce regulaciéon negativa de
la transcripcién de genes precursores de proteinas de unién a calcio que son
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esenciales para la contracciéon del musculo cardiaco, y de genes claves en la
cardiogénesis.

Alteraciones en la transcripcion de genes participantes en la interaccion
Receptor-matriz extracelular (ECM) y en la adhesién focal, también fueron
observadas en todos los embriones expuestos al extracto de carbdn. Entre estas,
la disminucién en la expresion de algunos genes que codifican coladgeno, tales
como, collala (collagen, type I, alpha 1a), collalb (collagen, type I, alpha 1b) y
colla2 (collagen, type I, alpha 2), fueron las mas destacadas. Considerando que
el colageno participa activamente en la organogénesis y en el mantenimiento de
la estructura y funcion tisular (Jessen, 2014), las alteraciones transcriptémicas
mencionadas podrian vincularse con la apariciéon de los fenotipos aberrantes
generados en los embriones expuestos al extracto de carb6on (Duran et al,
2011;]Jessen, 2014).

En resumen, la exposicion al extracto de carbdn gener6 aberraciones fenotipicas
en embriones de zebrafish, caracterizadas principalmente por alteraciones en la
morfologia de la cabeza, cola, cuerpo y corazoén. El patrén de sobreexpresion de
los genes cyp1, ahr2, nqol, gstp1 and gstp2, entre otros, sugiere que la mezcla de
contaminantes derivados del polvillo de carbén, inducen desequilibrio oxidativo
y estrés celular a través de la activacion del receptor AhR. Sin embargo, la
diversidad de alteraciones gen6micas encontradas, sugieren que probablemente
también existan mecanismos de toxicidad AhR-independientes. Por otra parte,
genes vinculados con los filamentos intermedios, unién a calcio, interacciones
ECM-receptor y adhesion focal fueron alterados por el extracto de carbén en
todos los fenotipos embrionarios estudiados.

Estos hallazgos en conjunto con la sobreexpresiéon de genes relacionados con
estrés oxidativo en ratones silvestres provenientes de minas de carbdén
(Guerrero-Castillaetal., 2014) yla activacién de AhR y vias de reparacién de DNA
en células expuestas al extracto de carbén (Guerrero-Castilla and Olivero-Verbel,
2014), evidencian que los contaminantes asociados a la minerfa de carbén
impactan no so6lo la salud de la biota y humanos expuestos, sino que causan
también severas alteraciones en el desarrollo embrionario de organismos
vertebrados. La Figura 23 muestra una representaciéon con la sintesis de
resultados obtenidos en este trabajo.
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Figura 23. Resumen de las alteraciones moleculares, celulares y sistémicas asociadas con la exposicién a contaminantes derivados del
polvillo de carbén.
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Los resultados de este trabajo permiten una comprensién global de los efectos
moleculares, celulares, organicos y sistémicos potencialmente asociados con la
explotacion y uso del carbdn. Se debe seguir avanzando en la biisqueda de de mas
conocimiento cientifico sobre los riesgos adversos de la mineria de carbén, para
que de forma conciente y racional se encuentre un balance entre las ganancias
econdémicas y la salud humana y medio ambiental, tanto a corto como a largo
plazo.

Asi mismo, es importante abordar estudios de susceptibilidad genética que
permitirian explicar como algunos individuos ocupacionalmente expuestos a
contaminantes derivados de la mineria de carbdn, no desarrollan las patologias.
En este sentido, la evaluaciéon de polimorfismos y los estudios epigenéticos se
convierten en piezas fundamentales para continuar avanzando en la
comprension de los efectos de esta actividad en la Salud de las personas.
Finalmente, es necesario continuar valorando no sélo las dimensiones bioldgicas
de individuos, biota y ecosistemas, sino también dimensiones fisicas, sociales y
mentales de las comunidades, considerando que en el horizonte se persiven
consecuencias adversas con las que lidiaran futuras generaciones.
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La expresion de mRNA de NQO1, MT1, SOD1, MT2, and DDIT3 fue mas alta en el
higado de ratones silvestres (mus musculus) capturados en zonas mineras de La
Jagua y la Loma, que en el tejido hepatico de animales recolectados en el sitio de
referencia (Valledupar). Estos resultados podrian estar vinculados, entre otros
aspectos, con las altas conconcentraciones hepaticas de Cd, Cuy Zn, encontradas
también en los animales expuestos a actividades mineras carboniferas.

Diferentes concentraciones de extracto de carbdén, no inducen cambios
significativos en la viabilidad de células HepG2 después de 12 horas de
exposicién, sin embargo, concentraciones entre 50 y 100 ppm producen
incremento significativo del indice de dafio genémico, al comparar con controles
negativos.

Células HepG2 expuestas al extracto de carbén mostraron alteraciones
transcripcionales mediadas por AhR, cambios en el estado oxidativo celular y
efectos genotoxicos. La expresion de mRNA de CYP1A1 (Hasta 163 veces), NQO1
(Hasta 4.7 veces), y GADD45B (Hasta 4.7 veces) resulté ser mayor en HepG2
expuestas que en los controles.

Concentraciones de extracto de carbon entre 50 y 250 ppm, son relacionadas con
alta mortalidad y malformaciones en embriones de zebrafish. Exposiciones entre
500 y 5000 ppm registraron porcentajes de supervivencia maximos de 20% y
aparicién de malformaciones en el 100% de los embriones sobrevivientes. Las
principales aberraciones fenotipicas en los embriones expuestos incluyen
malformaciones en cabeza, cola, cuerpo y corazén.

La mezcla de contaminantes en el extrado de carbdn indujo en embriones de
zebrafish, alteraciones transcriptémicas asociadas con procesos de oxido-
reduccién, metabolismo de xenobioticos, filamentos intermedios, unién a calcio,
interacciones ECM-receptor y adhesién focal. Presumiblemente los mecanismos
de toxicidad implicados incluyen vias AhR-independientes y AhR-dependientes.

En conjunto, los resultados indican que los contaminantes asociados con las
actividades mineras carboniferas impactan la salud de la biota expuesta y causan
alteraciones en el desarrollo embrionario de organismos vertebrados.
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