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Resumen

Titulo: Impacto de las variantes genéticas de las enzimas del metabolismo del glutatién sobre el efecto nefrotoxico
en una poblacion con exposicion ocupacional al mercurio®

Autor: Olga Marcela Medina Pérez™
Palabras claves: mercurio, mineria, glutation, polimorfismo genético, rifion.
Descripcion:

La exposicion a vapores de mercurio elemental (Hg) durante la amalgamacion en la mineria aurifera artesanal y en
pequefia escala (MAPE) presenta efectos tdxicos en varios érganos, incluidos los rifiones. Sin embargo, en un grupo
expuesto ocupacionalmente al Hg en Santander, Colombia, hemos reportado aumentos significativos en los niveles
de Hg en sangre y orina, pero sin alteracién de biomarcadores de funcién renal al compararlos con un grupo control.
Nosotros hipotetizamos que variantes genéticas germinales en genes involucrados en el metabolismo del Hg podrian
mitigar el impacto negativo de este metal en los rifiones. Por lo tanto, en el presente estudio determinamos la
asociacion de SNPs (del inglés, single nucleotide polymorphism) ubicados en genes del metabolismo del glutation
con los niveles de Hg y biomarcadores de funcion renal en una poblacion con exposicion ocupacional al Hg por
MAPE vy en una poblacion no expuesta. La genotipificacion se realiz6 mediante ensayos TagMan en muestras de
ADN genémico de 281 participantes: 160 expuestos y 121 no expuestos. Se usaron modelos de regresién lineal
multivariados para estimar el efecto de los SNPs sobre caracteres cuantitativos.

Encontramos asociaciones estadisticamente significativas para el alelo GCLM rs41303970-T con aumento en los
niveles urinarios de Hg (B= 0.062, P= 0.047), mientras para el alelo GCLC rs1555903-C con disminucion de la tasa
de filtracion glomerular estimada (eTFG, p= -0.01, P= 0.011) y beta-2-microglobulina (B-2MCG, p= -11.88, P=
0.030). Un analisis de interaccion SNP-SNP mostr6 una epistasis significativa entre los alelos GSTAL rs3957356-C
y GSS rs3761144-G con niveles urinarios altos de Hg en el grupo expuesto (B= 0.13, P=0.04) pero no en el grupo
no expuesto. Finalmente, observamos una sobrerrepresentacion significativa de los alelos GCLM rs41303970-T (P=
0.0004) y GSTP1 rs4147581-C (P= 0.005) en el grupo expuesto en comparacion con el grupo no expuesto. Nuestros
resultados sugieren que los SNPs estudiados en los genes GCLM, GCLC, GSS, GSTA1 y GSTP1 podrian modular la
patogénesis de la nefrotoxicidad inducida por Hg en nuestra poblacién mediante el control en la biosintesis del
glutation.

* Trabajo de grado
™ Facultad de Salud. Escuela de Ciencias Basicas. Directora: Luz Helena Sanchez Rodriguez. Codirector: Oscar R.
Florez Vargas
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Abstract

Title: Impact of genetic variants of glutathione metabolism enzymes on the nephrotoxic effect in a population with
occupational exposure to mercury”

Author: Olga Marcela Medina Pérez™
Key Words: mercury, mining, glutathione, genetic polymorphism, kidney.
Description:

In artisanal and small-scale gold mining (ASGM), the occupational exposure to elemental (Hg) mercury vapor
emitted from the amalgamation process is related to harmful effects on several organs, including the kidneys. We
previously reported significantly increased levels of Hg in blood and urine despite normal kidney function in
individuals from Santander, Colombia, occupationally exposed to Hg compared to those non-exposed. We
hypothesize that germline gene variants in genes involved in Hg metabolism might mitigate the negative impact of
this metal on the kidneys. Therefore, in this study we performed association analysis of single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in genes related to glutathione metabolism with levels of Hg and renal function biomarkers
between a group occupationally exposed to Hg due to ASGM and a group non-exposed. The SNPs were genotyped
by TagMan assays in genomic DNA samples from 281 individuals: 160 exposed and 121 non-exposed. Regression
analysis was performed to estimate SNP effects on quantitative traits.

We found statistically significant associations for the GCLM allele rs41303970-T with higher urinary clearance rate
of Hg (B = 0.062, P = 0.047), whereas for the GCLC allele rs1555903-C with lower levels of estimated glomerular
filtration rate (eGFR, p = -0.01, P = 0.011) and beta-2-microglobulin (B-2MCG, p = -11.88, P = 0.030). A SNP-SNP
interaction analysis showed significant epistasis between GSTAL rs3957356-C and GSS rs3761144-G alleles with
higher urinary levels of Hg in the exposure group ( = 0.13, P = 0.04) but not in the non-exposure group. Finally, we
observed significant overrepresentation of the alleles GCLM rs41303970-T (P = 0.0004) and GSTP1 rs4147581-C
(P = 0.005) in the exposure group compared with the non-exposure group. Our results suggest that GCLM, GCLC,
GSS, GSTAL, and GSTP1 might modulate the pathogenesis of Hg nephrotoxicity in our study population by
controlling the glutathione biosynthesis.

* Master’s Thesis
™ Facultad de Salud. Departamento de Ciencias Basicas. Directora: Luz Helena Sanchez Rodriguez. Codirector:
Oscar R. Flérez Vargas
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Introduccion

La mineria aurifera artesanal y en pequefia escala (MAPE) es la mayor fuente antropogénica de
contaminacion por mercurio (Hg). Este metal tdxico constituye el principal elemento para la
extraccion de oro debido a su capacidad de formar amalgamas con este y otros metales. Una vez
se tiene la amalgama de oro, se calienta a 360°C, temperatura a la que se evapora el mercurio
(pero no el oro, que se funde a 1000°C), quedando asi el oro puro (UNEP, 2013). La
amalgamacion es un método ampliamente utilizado en la MAPE, no sélo debido a su bajo costo
en comparacién con otros métodos alternativos, sino también porque su implementacion es
eficiente y rapida.

Debido al aumento del precio del oro en los dltimos diez afios, el nimero de personas
involucradas en esta actividad ha aumentado; aproximadamente 19 millones de personas, de las
cuales cinco millones corresponden a mujeres y nifios (Esdaile & Chalker, 2018; Kippenberg et
al., 2015), practican la MAPE como actividad econdmica en 70 paises, principalmente de
América del Sur, Africa y Asia (UNEP, 2013).

La MAPE libera aproximadamente 1400 toneladas de Hg al afio, lo que representa el 37% de
las emisiones mundiales de Hg al medio ambiente (Seccatore etal., 2014). En 2004, la
produccién de oro por MAPE se estimo en un 20 - 30% (500 - 800 toneladas) de la produccion
global total (Swain et al, 2007).

Colombia, por su parte, se posiciona como el mayor contaminante de Hg per cépita (Cordy et

al., 2011). La produccion de oro en el pais esta concentrada en un 99,5% en trece departamentos,
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en los cuales la produccion de oro se constituye como una alternativa econémica de los
habitantes de las areas rurales, paraddjicamente, para sobrevivir. De acuerdo con las estadisticas
historicas del Sistema de Informacién Minero Colombiano (SIMCO, 2015), los departamentos
con mayor produccién de oro han sido en su orden Antioquia, Choco, Bolivar, Caldas, Cauca,
Valle del Cauca, Tolima, Narifio, Cérdoba, Santander, Risaralda, Putumayo y Huila.

Segun el Censo Minero Departamental de 2010-2011 (Ministerio de Minas y Energia, 2012),
de las 4133 minas de oro incluidas en 16 departamentos del pais, solo 549 (13.3%) tenian titulo
minero y 899 (21,8%) pagaban regalias, lo que demuestra que un importante nimero de minas de
oro no tenian formalizacién minera. Ademas, el 72,3% de las minas censadas tenian menos de
seis trabajadores y so6lo el 0,7% tenian méas de 100, lo que sugiere que la mayor parte de la
mineria de oro corresponde a la MAPE. Estas cifras nos dan una idea de la magnitud del
problema de salud publica y ambiental que genera esta actividad econémica.

Los problemas asociados a la MAPE surgen de la exposicidén y emision de residuos de Hg;
durante la amalgamacion se libera Hg en su forma metélica a cuerpos de agua y sedimentos,
donde por accion de las bacterias se transforman en metilmercurio (MeHg, forma organica del
Hg) y se biomagnifica en la cadena tréfica; por otra parte, durante la combustion de la
amalgama, se emiten vapores de Hg a la atmdsfera, 1o que en su conjunto representan riesgos
para el medio ambiente y la salud, tanto de los mineros como de las comunidades aledafias
(UNEP, 2012).

Sin embargo, la absorcion del Hg va a depender de la forma del metal y de la via de
absorcion. Por ejemplo, el Hg metalico, producto de la emision del vapor de Hg, se absorbe
mejor por la via respiratoria (~ 80%), alcanzando rapidamente el torrente sanguineo donde se va

a oxidar a Hg mercdrico (Hg?"). Los iones de Hg tienen gran afinidad por sitios nucleofilicos,
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particularmente grupos sulfhidrilos (-SH), por lo que se encuentran ligados a moléculas que
contienen tiol como glutation, cisteina y albdmina, lo que le permite el transporte hasta sus
organos diana (Hughes 1957).

En humanos y otros animales, los rifiones son los principales 6rganos blancos en los que se
acumula el Hg en sus diferentes formas, ocasionando por lo tanto dafio renal. Dentro del rifion,
los tubulos proximales son los segmentos de la nefrona més vulnerables a los efectos toxicos por
este metal. Se ha demostrado que la captacion de Hg?* utiliza mecanismos presentes en la
membrana plasmatica luminal y basolateral de la célula tubular proximal (Clarkson y Magos,
2006) y se ha formulado la hipdtesis que el Hg ingresa a la célula mediante un mecanismo de
mimetismo molecular a través de transportadores de aminoacidos (Cannon et al., 2000).

Una vez en el compartimento intracelular, los iones de Hg estimulan la produccion de
metalotioneinas y/o glutation, uniéndose a estas moléculas, de lo contrario, el Hg interrumpe la
homeostasis intracelular al inducir estrés oxidativo generando especies reactivas de oxigeno
(ERO) que van a provocar dafios en el ADN, modificacion de proteinas, peroxidacion lipidica,
entre otros; lo cual puede ocasionar desde disfuncién tubular renal hasta necrosis tubular renal
(Zalups, 2000).

En el departamento de Santander, Colombia, nuestro grupo de investigacién adelanté un
estudio epidemiolégico para determinar la prevalencia de la disfuncion renal debida a la
exposicion al Hg (Sanchez et al., 2016). En este estudio encontramos diferencias
estadisticamente significativas (P < 0.001) en los niveles de Hg en sangre y orina cuando se
compard un grupo de personas expuestas ocupacionalmente al Hg con un grupo de personas no
expuestas. Sin embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las

mediciones de varios biomarcadores de funcion renal: depuracion de creatinina en muestras de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5226910/#R97
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orina de 24 horas, corregida por la superficie de &rea corporal (P = 0.772), beta-2-microglobulina
(P =0.942), albdmina (P = 0.457).

Esta evidencia epidemioldgica sugiere que existen otros factores que pueden influir en el
efecto toxico del Hg sobre el rifidn; entre ellos se destacan el componente genético y ambiental,
los cuales influenciarian los procesos de distribucion, acumulacion y eliminacion de este metal.
Determinar la relacion entre estos factores es fundamental para entender los procesos
fisiopatoldgicos complejos (Head JA, 2012, Olden K, 2000). No obstante, los factores genéticos,
por su caracteristica heredable, son los mayores determinantes de estos procesos fisiopatoldgicos
(Marian AJ, 2012, Barabasi AL, 2011). El trasfondo genético del metabolismo del Hg podria
explicar las diferencias interindividuales observadas debido a que algunos genes candidatos
estarian relacionados con la desintoxicacion de este metal.

A nivel renal, el Hg se elimina después de la conjugacién con glutation por la enzima
glutation-S-transferasa (GST). La produccién de glutation depende de la actividad de la
glutamato-cisteina-ligasa (GCL), la enzima limitante de la sintesis de glutation, y glutation
sintetasa (GSS). Todas estas enzimas son altamente polimorficas y las variaciones genéticas en
ellas pueden influir en la actividad enzimatica final, modulando asi el mecanismo de
detoxificacion del Hg. A este respecto, se plantea como pregunta de investigacion si: ¢Podrian
los polimorfismos GCLC rs1555903, GCLM rs41303970, GSS rs3761144, GSTA1 rs3957356 y
GSTP1 rs4147581 influenciar la nefrotoxicidad inducida por Hg en una muestra de individuos
ocupacionalmente expuesta a este metal?

Existe evidencia epidemiologica relacionada con la exposicion al metil-Hg (Custodio et al.,
2004; Engstrom et al., 2008; Gundacker et al., 2007) y Hg elemental (Custodio et al., 2005;

Gundacker et al., 2009). Un ejemplo de esto es la enzima GCL; un heterodimero formado por


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041008X1100367X?via%3Dihub#bb0060
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041008X1100367X?via%3Dihub#bb0060
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041008X1100367X?via%3Dihub#bb0065
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041008X1100367X?via%3Dihub#bb0065
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dos subunidades: una subunidad catalitica (GCLC, 73 kDa) y una subunidad modificadora
(GCLM, 31 kDa) (Wu et al., 2004). El gen que codifica para la subunidad modificadora, GCLM,
presenta variante genética en el promotor (rs41303970, C — T) que afecta la produccion de
glutation (Nakamura et al., 2002). Estudios previos han reportado que los portadores del alelo T
de GCLM muestran niveles de Hg mas altos que aquellos con el genotipo CC (Engstrom et al.,
2008, Custodio et al., 2005).

Considerando todo lo anteriormente descrito, el presente trabajo tiene como propdsito
determinar si las variantes genéticas germinales de tipo SNP (del inglés Single Nucleotide
Polymorphism) ubicadas en genes involucrados en el metabolismo del glutation estan asociadas

con los niveles de Hg y biomarcadores de funcion renal en un contexto de MAPE.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969713006815?via%3Dihub#bb0135
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969713006815?via%3Dihub#bb0050
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969713006815?via%3Dihub#bb0050
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1. Objetivos

1.1 Objetivo general

Determinar la asociacion de variantes genéticas germinales ubicadas en genes del metabolismo
del glutation con los niveles de Hg en muestras bioldgicas y biomarcadores de funcién renal en
un grupo de personas con exposicién ocupacional al Hg por mineria artesanal de oro comparada

con un grupo de personas no expuestas a este metal.

1.2 Objetivos especificos

- Determinar la asociacion de los polimorfismos GCLC rs1555903, GCLM rs41303970, GSS
rs3761144, GSTAL rs3957356 y GSTP1 rs4147581 con los niveles de Hg en sangre y orina en un
grupo de personas con exposicién ocupacional al Hg y un grupo de personas no expuestas a este
metal.

- Determinar la asociacion de los polimorfismos GCLC rs1555903, GCLM rs41303970, GSS
rs3761144, GSTAL rs3957356 y GSTP1 rs4147581 con la depuracién de creatinina en muestras
de orina de 24 horas, beta-2-microglobulina y albimina en un grupo de personas con exposicion

ocupacional al Hg y un grupo de personas no expuestas a este metal.
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2. Marco teorico

2.1 Mercurio

El mercurio (Hg, hydrargyrium del latin “plata liquida™) es el metal mas toxico entre los metales
pesados. Sus propiedades fisicoquimicas son: numero atomico 80, peso atémico 200.59,
densidad 13.58 g/m?, punto de fusion -39°C, punto de ebullicion 359°C. El Hg tiene tres estados
de valencia y existe en varias formas quimicas: Hg elemental (metélico), Hg inorganico y Hg
organico (Bjerklund et al., 2017).

El mercurio elemental (HgP) existe en forma liquida a temperatura ambiente, debido a su alta
tension superficial emite vapores a 20°C. La alta volatilidad de Hg® prolonga los efectos de la
liberacion antropogénica y puede permanecer suspendido en la atmosfera hasta por un afio,
constituyendo la forma predominante de la fase gaseosa, facilitando su transporte a escala global.
Se encuentra en termostatos, termémetros, amalgamas dentales, baterias y desempefia un papel
fundamental en los graves problemas de salud ocupacional, asi como en el ciclo global del Hg.
El Hg° puede cruzar la barrera hematoencefalica y se oxida intracelularmente a Hg?* (Clarkson y
Magos, 2006).

El mercurio inorganico existe como mercurico (Hg?*) o mercurio (Hg*) que generalmente se
unen a cloro, azufre u oxigeno para formar sales mercdricas o mercureas. Se ha encontrado Hg

inorganico o sales en laxantes, diuréticos, antisépticos y cosmeéticos (Bjerklund et al., 2017).
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También se puede inducir a partir del metabolismo del vapor de Hg® o metilmercurio (metil-Hg)
(Ozuah, 2000).

El mercurio organico se considera la forma més frecuente de exposiciéon y a la vez la mas
peligrosa debido a sus efectos neurotoxicos (Crowe et al., 2017). Dentro de las fuentes de
mercurio organico, particularmente el metil-Hg se encuentra en los peces, mientras que el
etilmercurio (etil-Hg) es el producto del metabolismo del timerosal, un conservante de vacunas.

Tiene la capacidad de atravesar la barrera hematoencefélica al igual que el HgP.

2.1.1 Fuentes de exposicion al Hg. El Hg existe en la naturaleza principalmente como Hg® o
como sulfuro y se encuentra en la corteza terrestre a una concentracion de aproximadamente 0.5
ppm. Las principales fuentes de exposicion al Hg incluyen medios naturales como la
desgasificacion de las rocas, actividad volcanica, erosion de suelos y actividades antropogénicas
como la agricultura, las descargas de aguas residuales industriales, la mineria (especialmente la
extraccion de oro) y la incineracion de carbén.

El Hg° se deposita en el agua y por reacciones de metilacion de las bacterias alli presentes, lo
convierten en metil-Hg, biomagnificandose en la cadena alimentaria, por lo que en los peces mas
grandes (por ejemplo, el atun, pez espada o tiburdn) pueden encontrarse mayores cantidades de
Hg en sus tejidos (Bjarklund et al., 2017), por lo tanto, la exposicion humana al metal puede

surgir de la exposicidn ocupacional, ambiental o dietética.

2.1.2 Mercurio en la mineria. La MAPE es la mayor fuente antropogénica de
contaminacion por Hg (UNEP, 2013). Este metal toxico constituye el principal elemento para la

extraccion de oro, debido a su capacidad de formar amalgamas con otros metales; en este caso,
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una mezcla compuesta por Hg y oro. La amalgamacion es una técnica ampliamente utilizada en
la MAPE debido a su bajo costo en comparacion con otros métodos alternativos; ademas, una
persona puede utilizarla de manera independiente, rapida y facil.

En la amalgamacion, primero se trituran en pequefios trozos las rocas que contienen el
mineral (oro), luego se adicionan a molinos motorizados (los molinos se construyen cerca de vias
fluviales, como rios) con agua; para extraer el mineral triturado, se agrega Hg metalico y se
mezcla durante varias horas (Figura 1A). En cada molino, es comun agregar entre 0.3 y 1 Kg de
Hg por cada 20 Kg de mineral triturado (Figura 1B). Las amalgamas de Hg y oro, se separa
manualmente de las rocas y arenas finamente trituradas y el exceso de Hg se recupera para ser
reutilizado (Figura 1C), este proceso puede repetirse hasta 4 veces para maximizar la extraccion
(Esdaile & Chalker, 2018).

Luego, las amalgamas se filtran a través de una tela con el fin de eliminar el exceso de Hg
metalico (Figura 1D). El producto del filtrado estd constituido en un 40% de Hg en masa, por lo
que la amalgama se calienta, ya sea con una antorcha o estufa (Figura 1E), evaporando el Hg de

la mezcla y purificando el oro (Figura 1F) (AMAP/UNEP, 2013).
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Figura 1. Método de amalgamacion en la MAPE. A). Los molinos se usan para triturar las rocas
que contienen el mineral. B). Se agrega entre 0.3 y 1 Kg de Hg por cada 20 Kg de mineral
triturado. C). Las amalgamas de Hg y oro se separan manualmente de las rocas y arenas
finamente trituradas. D). Las amalgamas se filtran con el fin de eliminar el exceso de Hg°. E). La
amalgama Hg-oro se calienta para evaporar el Hg. F). Se obtiene el oro puro. Adaptado de
Esdaile & Chalker (2018).

Debido al aumento del precio de oro en los Gltimos diez afios (aproximadamente $40.000

USD/Kg durante la mayor parte del 2017) ( https://www.gold.org/data/gold-price), el nimero de

personas involucradas en esta actividad ha aumentado; se estima que entre 10 a 19 millones de
personas, de las cuales cinco millones corresponden a mujeres y nifios (Kippenberg et al., 2015),
realizan MAPE en méas de 70 paises en el mundo, especialmente en América del Sur, Africa y
Asia (Figura 2), liberando aproximadamente 1400 toneladas de Hg al afio, lo que representa el

37% de las emisiones mundiales de Hg (Seccatore et al., 2014).


https://www.gold.org/data/gold-price
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Figura 2. Estimado del uso anual de Hg en la MAPE. Adaptado de Esdaile & Chalker (2018)

Las regiones mineras suelen ser zonas empobrecidas y en la mayoria de los casos, existen
pocas oportunidades de empleo; las personas que participan de estas actividades, utilizan la
extraccion de oro como una fuente de ingresos, por lo que la MAPE se convierte en una forma
critica de mantener un sustento (Veiga et al., 2009). La MAPE en su mayoria no esta regulada
(Hentschel et al., 2002; Harari et al., 2012) y se lleva a cabo en la denominada economia
“informal”, donde los participantes operan sin licencia o sin autorizacion legal, por lo que la
regulacion de las emisiones de Hg resulta dificil (Van Bockstael, 2014).

Los problemas asociados a la MAPE surgen de la exposicion y emisién de residuos de Hg,
que afectan tanto a los mineros como a la poblacion general. Las principales fuentes de
emisiones son las descargas de relaves al suelo y agua y las emisiones de vapor de Hg a la
atmosfera durante la combustion de la amalgama (Esdaile & Chalker, 2018).

En el proceso de amalgamacion, se puede perder gran cantidad de Hg en los relaves,
particularmente, en la molienda del mineral en los molinos; debido a que se forman finas gotas

de Hg, las cuales se distribuyen en los relaves y facilmente se lavan con el agua, transportandose
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lejos de los sitios de extraccion (Vieira, 2006). Estos relaves pueden contener entre 50 y 5000 mg
de Hg por Kg de mineral y 14% de oro en masa, lo que representa una pérdida sustancial tanto de
Hg como de oro (Veiga et al., 2009).

La liberacion de Hg metalico de los relaves al suelo y agua es un riesgo para la salud humana,
debido a que las bacterias alli presentes, metilan el Hg convirtiéndolo en metil-Hg, el cual se
biomagnifica en la cadena trofica, comprometiendo la seguridad alimentaria (Reichelt-Brushett
etal., 2017).

Por otra parte, durante la combustién de la amalgama para la purificacion del oro, se emiten
vapores de Hg a la atmosfera. Cuando los mineros queman las amalgamas, lo realizan con
frecuencia en areas sin ventilacion y en muchas ocasiones en estufas de cocinas residenciales
exponiéndose a altas concentraciones de vapores de Hg perjudiciales para los pulmones, rifiones,
higado y sistema nervioso(Park & Zheng, 2012).

Colombia se posiciona como el mayor contaminante de Hg per cépita (Cordy et al., 2011). La
liberacion de Hg al medio ambiente a partir de la extraccion de oro representa un problema de
salud publica. En nuestro pais, no cabe duda que la extraccion de este metal precioso es un gran
factor de riesgo de destruccion del medio ambiente (Palacios-Torres et al., 2017). Entre 2005 y
2010 las emisiones de Hg se duplicaron (UNEP, 2013) y la produccion de oro aumenté mas del
300% entre 2006 y 2010 (BGS, 2012).

La produccion de oro estd concentrada en un 99,5% en trece departamentos, constituyéndose
como una alternativa de los habitantes de las areas rurales, paraddjicamente, para sobrevivir. De
acuerdo con las estadisticas histdricas del Sistema de Informacion Minero Colombiano (SIMCO,

2015), los departamentos con mayor produccion de oro han sido en su orden Antioguia, Choco,
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Bolivar, Caldas, Cauca, Valle del Cauca, Tolima, Narifio, Cérdoba, Santander, Risaralda,
Putumayo y Huila.

Es importante tener en cuenta que un gran porcentaje de la extraccion de oro es informal y
generalmente el territorio donde se desarrolla la mineria corresponde a areas ricas en
biodiversidad, lo que conlleva a una amenaza para los bosques, masas de agua y los organismos
vivos (Palacios-Torres et al., 2017). Colombia alberga variedad de ecosistemas, areas con gran
biodiversidad, contando el departamento de Santander con una de las reservas naturales mas
importante del pais, como lo es el Pa&ramo de Santurban, el cual representa la fuente hidrica que
abastece nuestro departamento y ha sufrido por afios el impacto de la explotacion minera,

particularmente mineria aurifera (Grimaldos, 2016).

2.1.3 Toxicocinética y toxicodinamia del Hg

2.1.3.1 Absorcién y distribucion. EI Hg® se absorbe en mayor proporcion a través del tracto
respiratorio (~ 80%) y en menor proporcion a través del tracto gastrointestinal (Gl, ~0.1%). Por
su propiedad lipofilica pasa facilmente a través de la barrera de células alveolares, y una vez en
los eritrocitos se oxida a Hg mercurico (Hg?") por accion de la catalasa. El sistema nervioso
central absorbe parte en la forma de Hg metalico debido a su capacidad de atravesar la barrera
hematoencefalica y la placenta, termina acumulandose en el cerebro fetal (Berlin et al., 2007)

El mercurio inorganico por su parte se absorbe principalmente a través del tracto respiratorio
y en menor medida a traves de la piel (3-4%) o tracto gastrointestinal (Gl 2-10%). Los iones
mercuricos tienen alta afinidad por los grupos nucleofilicos, particularmente grupos (tiol; -SH).

La forma mercirica (Hg?") en el torrente sanguineo se une a grupos sulfhidrilo (-SH) de la
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alblmina, glutation, cisteina, lo que facilita su transporte hasta los 6rganos blancos (Bridges y
Zalups, 2017).

A diferencia de las formas elementales e inorgénicas del Hg, la forma orgénica como por
ejemplo el metil-Hg, se absorbe facilmente en el tracto GI (>95%). La concentracion de metil-Hg
ocurre principalmente en el cerebro y en otros 6rganos como el higado, los rifiones, la placenta 'y
el feto, especialmente en el cerebro fetal, asi como en los nervios periféricos y la médula 6sea
(Berlin et al., 2007). Una vez depositado en dichos 6rganos, se somete lentamente a la

desmetilacion en Hg?*.

2.1.3.2 Eliminacion. La excrecion de Hg® se produce a través de la exhalacion, eliminando
del 10 — 20% del total del Hg® inhalado (Rothstein y Hayes, 1964). La excrecién de mercurio
mercurico (Hg?*) se produce principalmente a través de la orina y las heces, con una vida media
de alrededor de dos meses, aunque se liberan cantidades significativas a través del sudor, las
lagrimas, la leche materna y la saliva (Berlin et al., 2007).

La vida media del metil-Hg en el hombre es de aproximadamente 70 dias, y aproximadamente
el 90% se excreta en las heces. Quizas el 20% del metil-Hg se excreta en la leche materna,
variando la cantidad de acuerdo con la exposicion. El mercurio capilar refleja el metil-Hg en
sangre en el momento de la incorporacién, pero no el Hg® (Berglund et al., 2005), y por lo tanto
no se puede considerar un buen indice de la carga corporal total, dada la corta vida media del

metil-Hg en la sangre (Berlin et al., 2007).

2.1.4 Metabolismo del glutation. El Hg se une a numerosas estructuras biologicas

bloqueando su actividad debido a la gran afinidad por los grupos sulfhidrilos (-SH),
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principalmente se une a los tioles de los amino&cidos contenidos en proteinas y péptidos
antioxidantes como el glutation (Y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina). Este antioxidante no
enzimético intracelular multifuncional es un tripéptido conformado por los amino&cidos
glutamato, glicina y cisteina y el principal tampon redox tiol-disulfuro de la célula (Masella et
al., 2005).

El grupo -SH de la cisteina esta involucrado en las reacciones de conjugacion y reduccion
dentro de las funciones més importantes del glutatién. Se considera que el glutation reducido
(GSH) es uno de los secuestradores méas importantes de las ERO de la célula, y su relacion con el
glutation oxidado (GSSG) puede usarse como un marcador de estrés oxidativo (Figura 3). El
GSH es muy abundante en el citosol (1-11 mM), en los ndcleos (3-15 mM) y en las mitocondrias
(5-11 mM), siendo el principal antioxidante soluble en estos compartimentos celulares (Masella

et al., 2005).
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Figura 3. Estructuras del glutation reducido (GSH) y oxidado (GSSG). Adaptado de Valko et al.
(2006)

La sintesis del glutation esta catalizada por dos enzimas citosolicas: glutamato cisteina ligasa
(GCL, EC 6.3.2.2) y glutation sintetasa (GSS, EC 6.3.2.3). Aunque estas reacciones ocurren
practicamente en todos los 6rganos v tejidos, el higado es considerado el principal productor de

glutatién. Inicialmente, el grupo Y-carboxilo (-COOH) del glutamato reacciona con el grupo
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amino (-NH2) de la cisteina para formar el dipéptido Y-L-glutamilcisteina catalizado por la
GCL. Finalmente, este dipéptido es combinado con la glicina por accion catalitica de la enzima
GSS.

En condiciones fisiologicas normales, la sintesis de glutation estd determinada por dos
factores principales: uno es la actividad de la GCL y otro la disponibilidad de aminoécidos,
especialmente cisteina. Por lo tanto, los niveles intracelulares de glutation son regulados por el
efecto de retroalimentacion negativo que ejerce el glutation sobre la GCL (Denzoin et al., 2013).

La GCL es la enzima que controla la velocidad en la sintesis de novo de glutation. Esta
enzima es un heterodimero que consiste en una subunidad pesada con actividad catalitica
(GCLC, 73 kDa) y una subunidad ligera con actividad moduladora (GCLM, 31 kDa) (Wu et al.,
2004). La subunidad pesada tiene los sitios de union al sustrato, mientras que la subunidad ligera
modula la eficiencia catalitica de la GCL. La enzima GSS es un homodimero (54 kDa/unidad)
con unidn cooperativa para especificamente cataliza la union de la glicina al dipéptido Y-L-
glutamil-L-cisteina (Njalsson et al., 2001) (Figura 4). La sintesis enzimatica de glutation esta
controlada a través de la induccion de los genes GCLC y GCLM que conducen a la sintesis de las

subunidades de la enzima GCL.
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Figura 4. Esquema de la sintesis de glutation. EI primer paso es llevado a cabo por la enzima
GCL, compuesta por una subunidad catalitica (GCLC) y una subunidad moduladora (GCLM). 1.
GCL liga cisteina y glutamato para formar el dipéptido Y-L-glutamil-L-cisteina. 2. EI segundo
paso es llevado a cabo por la GS que une glicina a Y-L-glutamil-L-cisteina. Ambos pasos son
dependientes de ATP. 3. Efecto de retroalimentacion del glutation (GSH) sobre la actividad
GCL. Adaptado de Denzoin et al. (2013).

Luego de su sintesis, el glutation es transportado a los compartimentos intracelulares,
mitocondria y reticulo endoplasmatico, sin embargo, la mayor parte se libera a través de los
transportadores hacia el espacio extracelular, donde se degrada rapidamente por la enzima gama-

glutamiltransferasa (GGT) y las dipeptidasas presentes en la membrana citoplasmatica externa.
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Figura 5. Ciclo Y-glutamil. EI glutatién es sintetizado a nivel intracelular y es transportado
hacia el espacio extracelular donde ocurre su degradacion. 1. GGT transfiere la fraccion Y-
glutamil a un aminoacido formando Y-glutamilaminoacido, el cual es transportado dentro de la
célula como precursor de glutamato para ingresar nuevamente a la sintesis de glutation (2). La
fraccion cisteinil-glicina es desdoblada por dipeptidasas (DP) extracelulares en los aminoacidos
cisteina y glicina. 3. La cisteina ingresa a la célula donde puede ser utilizada en la sintesis de
glutation (4). Adaptado de Denzoin et al. (2013).

La GGT es la unica enzima que puede iniciar el catabolismo del glutation, esta enzima actua
sobre el glutation formando dos fracciones: la fraccion Y-glutamil y la fraccion cisteinil-glicina,
donde la fracciébn Y-glutamil se transfiere a un aminoécido aceptor, formando Y-
glutamilaminoéacido, el cual vuelve a ingresar a la célula y puede ser metabolizado para liberar el
aminoacido y 5 oxoprolina, precursor de glutamato para ser utilizado nuevamente en la sintesis
de glutation. Por otra parte, la fraccion cisteinil-glicina es desdoblada por la enzima dipeptidasa
generando cisteina y glicina; la mayor parte de la cisteina que ingresa a la célula es incorporada a

la sintesis de glutatién. El ciclo Y-glutamil permite que el glutation pueda ser usado como una
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fuente continua de cisteina (Denzoin et al., 2013) (Figura 5). El higado y los rifiones son los
principales 6rganos involucrados en la sintesis y degradacion del glutation (Pastore et al., 2003).

Dentro de las funciones antioxidantes, el glutation reacciona con diversos electroéfilos,
metabolitos fisioldgicos (por ejemplo, estrégenos, melaninas, prostaglandinas y leucotrienos) y
xenobiodticos (por ejemplo, metales pesados, medicamentos, metabolitos secundarios),
conjugandose con éstos para luego ser excretados por orina o heces bajo la forma de compuestos
mercaptUricos. Estas reacciones son iniciadas por el grupo de enzimas glutation-S-transferasa
(GST) (Pastore et al., 2003).

Los conjugados formados son excretados fuera de la célula y en el espacio extracelular actla
sobre ellos la GGT liberando la fraccidn cisteinil-glicina-conjugado sobre la que actla la enzima

DP, el cisteinil conjugado resultante es acetilado y liberado como &cido mercapturico (Figura 6)

X+ GSH

l GST

GS-X

i /i GGT

Cisteinil-glicina-X

Gly "i DP

Cisteinil-X

l N- Acetilasa
Acido mercapturico

Figura 6. Conjugacion con GSH y detoxificacion de xenobioticos. X es un compuesto
electrofilico que se conjuga con GSH en una reaccion catalizada por la enzima GST. La fraccion
v glutamil luego es desdoblada por la enzima GGT, liberando el conjugado cisteinilglicina, el
cual es hidrolizado por DP, resultando en la formacion del cisteinil conjugado. Luego se continla
con la N-acetilacién formando acido mercaptarico. Adaptado de Denzoin et al. (2013)
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Las GST son esenciales en las reacciones de desintoxicacion de fase Il en humanos,
catalizando la conjugacion de xenobi6ticos con glutation o uniéndose pasivamente a varias
moléculas toxicas exdgenas/enddgenas, incluyendo xenobidticos ambientales, medicamentos o
productos de estrés oxidativo (Xie et al., 2015), lo que disminuye su actividad toxica contra las
macromoléculas celulares (protegen a los organismos del dafio del ADN o protegen a los
cromosomas del dafio oxidativo).

La GST citos6lica humana consiste en GST-a (alfa), GST-p (mu), GST-n (pi), GST-c
(sigma), GST-w (omega), GST-0 (theta) y GST-( (zeta) en base a sus similitudes de secuencia,
especificidad de sustrato y reactividad inmune. Entre estas clases, GST-u, GST-n, GST-a y GST-
0 son las mas abundantes y la variacion en los alelos GST es muy comun en la poblacion. Esta
variacion contribuye significativamente a las diferencias interindividuales en el metabolismo de

los xenobidticos (Strange et al., 2000)

2.1.5 Nefrotoxicidad e interaccion del glutation con el Hg. Las formas inorganicas y
organicas de Hg se acumulan facilmente en los rifiones, constituyéndose como los sitios
primarios de toxicidad, particularmente por Hg inorganico (Hg?"). La acumulacion de Hg*
ocurre principalmente en las células del tibulo proximal; se estima que aproximadamente el 50%
de una dosis no toxica se acumula rdpidamente después de algunas horas de exposicion. Aunque
los mecanismos por los cuales los iones de Hg son absorbidos por la célula tubular proximal no
estan bien definidos, la evidencia sugiere que la captacion se da a nivel de las membranas
luminal y basolateral (Clarkson y Magos, 2006).

Es importante tener en cuenta que dentro de los sistemas bioldgicos los iones de Hg,

mercuricos y metil-Hg no se encuentran como sales inorganicas o en un estado iénico libre, por
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el contrario, se encuentran unidos a una o mas biomoléculas que contienen tiol, como el
glutation. Estudios in vitro en modelos celulares de células tubulares proximales sugieren que el
conjugado de cisteina con Hg (Cys-Hg-Cys) es la principal forma de transporte a través de la
membrana luminal (Zalups, 2000).

La captacion de estos conjugados depende de la actividad enzimatica de la GGT y la DP que
se encuentran localizadas en el borde en cepillo de la membrana plasmatica luminal (Zalups,
2000) donde la GGT rompe el enlace Y-glutamilcisteina de las moléculas de glutation unidas a
Hg (GSH-Hg-GSH), obteniendo un S-conjugado de cisteinilglicina de Hg (Gly-Cys-Hg-Cys-
Gly) que por accién de la DP es convertido en un S-conjugado de cisteina de Hg (Cys-Hg-Cys),
el cual puede ser absorbido por las células tubulares proximales probablemente mediante un

transportador de aminoacidos (Chung et al., 2014). (Figura 7).
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Figura 7. Mecanismos de captacion de conjugados de Hg por la membrana luminal. La figura
proporciona algunos detalles sobre los posibles mecanismos involucrados en la captacion
luminal del conjugado dicisteinilmercurio (Cys-Hg-Cys) en la célula tubular proximal. Al menos
dos transportadores de aminoacidos parecen estar involucrados. Uno de ellos es un transportador
dependiente de sodio mientras que el otro es independiente de sodio. El sistema ASC es un
candidato probable del transportador dependiente de sodio involucrado en la absorcion de
dicisteinilmercurio. Entre los posibles candidatos de transportadores que son independientes de
sodio, se encuentra el sistema L o b0. Una de las hipotesis con respecto al mecanismo por el cual
parte del dicisteinilmercurio ingresa a las células tubulares proximales es por un mecanismo de
homologia molecular, denominada “mimetismo”. La hipotesis establece que el complejo
dicisteinilmercurio es funcionalmente homélogo al aminoacido cistina y entra a través de uno de
los sistemas de transporte involucrados en la absorcion de cistina. Adaptado de Zalups R, K.
(2000)

La estructura molecular y el tamafio del conjugado Cys-Hg-Cys es muy similar a la del
aminoéacido cistina (Cys-Cys) (Figura 8), por lo cual se ha formulado la hipdtesis de que el S-

conjugado de cisteina de Hg actia como un imitador molecular u homdélogo del aminoacido
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cistina, y por lo tanto se sugiere que puede ser absorbido por el transportador de aminoécido de
cistina en la membrana plasmética luminal (Zalups, 2000). Uno de los transportadores de
aminoacidos mas opcionado en cumplir esta funcion es el sistema b®™, el cual es un transportador
independiente de Na que participa en la absorcion de cistina y lisina (Palacin et al., 2001).
Utilizando células de rifién canino Madin-Darby (MDCK) transfectadas con el sistema b%* se
observo que éste es capaz de transportar iones de Hg en la forma Cys-Hg-Cys (Bridges y Zalups,

2017).

Dicisteinilmercurio

Cistina

Figura 8. Representacion de la molécula cistina y dicisteinilmercurio. EIl complejo formado por
dos moléculas de cisteina unidas a un i6n mercarico explica la homologia entre
dicisteinilmercurio y cistina. Adaptado de Zalups R, K. (2000)

Adicionalmente, en las células tubulares proximales se estima que aproximadamente del 40 al

60% del Hg que se acumula en ellas, es absorbido a nivel de la membrana basolateral. Utilizando
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celulas MDCK transfectadas con transportadores de la membrana basolateral de las células

tubulares proximales, como los transportadores de aniones organicos OAT1 (SLC22A6) y OAT3

(SLC22A8), se evidencio que los S-conjugados de Hg y el metil-Hg son captados por estos

transportadores (Zalups, 2000). La captacion de estos S-conjugados de Hg por los

transportadores de aniones orgénicos depende de la generacion intracelular de a-cetoglutarato

proveniente de procesos metabolicos, creando un gradiente quimico que facilita su salida a traves

de los transportadores de aniones organicos, 1o que a su vez permite la entrada de los S-

conjugados de Hg (Zalups, 2000) (Figura 9)
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Figura 9. Sistemas de transporte en la captacion basolateral de mercurio inorganico.
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El diagrama describe los posibles roles de los sistemas de transporte de aniones organicos y
acido dicarboxilico en la absorcion basolateral de mercurio inorgénico a lo largo del tubulo
proximal. El Hg inorganico ingresa a las células tubulares proximales a través del sistema de
transporte de aniones organicos por el intercambio de la salida de a-cetoglutarato. La generacion
intracelular de a-cetoglutarato (como resultado de procesos metabdlicos) crea un gradiente
quimico que facilita su salida de las células tubulares proximales en la membrana basolateral.
Después de ser transportado fuera de la célula tubular proximal, el a-cetoglutarato vuelve a
ingresar a la célula a través de un transportador de dicarboxilato que involucra el cotransporte de
sodio. El gradiente de sodio es generado por la ATPasa Na+, K+ localizado en la membrana
basolateral. EI Hg inorgénico ingresa a las celulas tubulares proximales (posiblemente como un
conjugado con GSH (GSH-Hg-GSH), cisteina (CYS-Hg-CYS) y otras moléculas pequefias que
poseen carga negativa R-Hg-R como N-acetilcisteina, a través del transportador de aniones
organicos a cambio de a-cetoglutarato intracelular La absorcién a través de este transportador
puede ser inhibida por el para-aminohipurato (HAP) y probenecid. El esquema muestra que el
succinato, el glutarato y el adipato, compiten con el a-cetoglutarato en el sitio de transportador
de acido dicarboxilico. También muestra el transporte del GSH recién sintetizado desde dentro
de las células tubulares proximales hacia el compartimento basal que rodea el tibulo donde
podria interactuar con otras moléculas unidas a iones mercuricos, lo que da como resultado la
formacion de conjugados GSH-Hg, que luego podrian transportarse a las células tubulares

proximales. Adaptado de Zalups R, K. (2000)

2.1.5.1 Efectos renales de la exposicion a Hg. Una vez los iones de Hg acceden al

compartimento intracelular, forman enlaces con proteinas y moléculas no proteicas que
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contienen tiol tales como el glutation y las metalotioneinas (MT). En el caso de las MT, se
sugiere que, el Hg con ellas produce una forma no transportable de este metal pesado,
contribuyendo asi la retencion de iones mercuricos dentro de la célula. Se ha demostrado que la
exposicion a Hg?" aumenta la expresion de ARNm de MT, lo que conduce a una mayor
formacion de complejos Hg-MT que son retenidos en las células tubulares proximales (Zalups y
Koropatnick 2000).

Debido a que el contenido celular del glutation se encuentra bajo control de retroalimentacion,
se ha observado que, a dosis bajas y moderadas de Hg inorganico, se induce la expresion de
glutamato cisteina ligasa (GCL), la enzima limitante de la velocidad de sintesis de glutation.
(Bridges et al., 2013). Estudios in vivo e in vitro han demostrado incrementos en el contenido
intracelular de glutation en células tubulares proximales luego de la administracién de bajas
dosis de Hg, a altas dosis del metal, se observaron disminuciones en la concentracion de
glutation, lo que sugiere que el contenido renal del mismo, depende de la dosis de Hg inorganico
(Zalups et al., 1993).

La acumulacién de iones mercdricos en las células tubulares proximales puede provocar
cambios en la metilacion y reparacion del ADN, inflamacion, lesion mitocondrial y estrés
oxidativo (Figura 10) con efectos significativos sobre las enzimas responsables de controlar la
detoxificacion celular (Joshi et al., 2014). Al Bakheet et al., 2013, descubrieron que la exposicion
cronica a Hg disminuye la expresion renal de algunas proteinas involucradas en la
desintoxicacion y reduccion del estrés oxidativo como NAD(P)H: quinona oxidorreductasa 1
(NQO1), hemo-oxigenasa-1 (HO-1), alfa-glutation-S-transferasa (GSTAL) y MT-1.

De manera similar, otros estudios demostraron que cuando las ratas se expusieron a HgCl», se

evidencid reduccion en los niveles de superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), GSH y


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5226910/#R233
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GSSG, lo que sugiere que estas enzimas se agotaron en el proceso de contrarrestar los efectos

oxidativos (Agrawal et al., 2014).

Figura 10. Toxicidad del Hg en las células tubulares proximales. Las formas inorganicas (Hg?*)
y organicas (CH3sHg") de Hg ingresan a las células tubulares proximales como conjugados con
tioles (Cisteina, Cys; homocisteina, Hcy; N-acetilcisteina, NAC) en la membrana luminal a
través de transportadores de aminoacidos y en la membrana basolateral a través de
transportadores de aniones organicos (OAT) 1y 3. OAT 1y 3 son impulsados por el movimiento
circular a-cetoglutarato (a-KG), que ingresa a la célula a través del Na'-transportador de
dicarboxilato (NaC3). Una vez dentro de la célula, los conjugados mercpuricos pueden provocar
cambios en la metilacion y reparacion del ADN, inflamacion, lesion mitocondrial y estrés
oxidativo. Adaptado de Bridges y Zalups, (2017)
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La exposicion de las celulas renales a todas las formas de Hg y la induccion de estrés
oxidativo intracelular puede ocasionar disfuncién mitocondrial y, por lo tanto, reduccion de la
viabilidad celular (Carocci et al.,, 2013). Los segmentos rectos del tabulo proximal,
especialmente la parte de unidn entre la corteza y la médula externa, son los sitios méas sensibles
a los efectos toxicos del Hg, suelen ser los primeros afectados por la exposicion a este metal, a
diferencia de las porciones convolucionadas y segmentos distales de la nefrona, que a bajas dosis
de Hg no se afectan, pero que a altas dosis de Hg puede afectarse con produccion de lesiones e
incluso necrosis (Zalups y Ahmad, 2005).

Los efectos nefrotdxicos producidos por Hg se pueden presentar aproximadamente en un
periodo de 24 horas de exposicion asi: a las 6 horas de exposicion al Hg las células en los
segmentos rectos comienzan a perder microvellosidades, aumenta el hinchamiento mitocondrial
y se dilata el reticulo endoplasmico (Zalups y Ahmad, 2005); a las 12 horas de exposicion se
presenta la ruptura de la membrana plasmatica, pérdida de microvellosidades, disminucién de
contacto con la membrana basal y posiblemente destruccién celular; a las 24 horas de exposicion
se pueden identificar fragmentos celulares en la luz tubular, los complejos de union entre las
células estan ausentes y la estructura nuclear se encuentra comprometida (Zalups y Koropatnick,
2000).

Adicionalmente, se ha observado que la exposicion a compuestos de Hg puede tener efectos
perjudiciales sobre los glomérulos (Bahn, 2002) ocasionando alteraciones como fibrosis y
glomerulonefritis, 1o que conlleva a una reduccion de la tasa de filtracién glomerular (Zalups y

Ahmad, 2005).
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2.1.5.2 Marcadores de lesion renal inducida por Hg. Existen varios métodos para detectar
lesiones tubulares renales inducidas por Hg, algunos métodos no son invasivos, consisten en
medir la excrecion urinaria de enzimas celulares.

Durante las primeras etapas de la nefropatia inducida por Hg, las células sufren una serie de
cambios degenerativos y comienzan a perder parte de su membrana luminal. Varios estudios
evidencian que la excrecion urinaria de las enzimas de la membrana luminal como fosfatasa
alcalina y GGT aumenta durante la nefropatia inducida por Hg. Cuando la lesion se vuelve grave
e inicia la necrosis, aumenta la excrecion urinaria de varias enzimas intracelulares como LDH,
AST, ALT y N-acetil-p-D-glucosaminidasa (NAG) (Zalups R, K. 2000)

Después de que gran parte de los tubulos proximales se encuentren funcionalmente
comprometidos por los efectos toxicos del Hg, se disminuye la capacidad de absorcion de solutos
plasmaticos filtrados y agua, lo que produce un aumento en la excrecion urinaria de agua,
glucosa, aminoacidos, albimina y otras proteinas plasmaticas tales como p-galactosidasa, NAG y
B-2-microglobulina  (2MCG). Estas proteinas plasméaticas han sido utilizadas como
biomarcadores tempranos de insuficiencia renal.

La concentracién plasmatica de creatinina y nitrogeno ureico en sangre (NUS) pueden
utilizarse como marcadores de funcion renal. Cuando la nefropatia inducida por Hg es severa, la
concentracion de creatinina en sangre al igual que el NUS aumentan debido a la disminucion en
la tasa de filtracion glomerular (TFR). Los mecanismos por los cuales se disminuye la TFG aun

no se conocen, aunque parecen ser complejos y multifactoriales (Zalups y Ahmad, 2004).

2.1.6 Excrecion urinaria de Hg. A pesar de la retencion intracelular de iones mercdricos,

una parte se puede secretar en ausencia de tratamiento farmacologico a traves de mecanismos
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presentes en la membrana luminal de la célula tubular proximal, permitiendo la excrecion
urinaria de iones mercurico (Bridges et al., 2011). El medio més frecuente de extraccion de estos
iones a nivel intracelular consiste en el tratamiento con un agente quelante como el acido 2,3-bis
(sulfanil) propano-1-sulfénico (formalmente conocido como 2,3-dimercaptopropano-1 - acido
sulfonico; DMPS) o &cido 2,3-dimercaptosuccinico (DMSA).

Parece que DMPS y DMSA obtienen acceso a las células tubulares proximales en la
membrana basolateral mediante los transportadores de aniones orgénicos: OAT1 y OATS3, asi
como también el transportador de dicarboxilato dependiente de sodio (NaC1; SCL13A2)(Kojima
et al., 2002). Una vez dentro de la célula, se hipotetiza que DMPS y DMSA forman complejos
con Hg?" y se exportan a través de la proteina asociada a resistencia a multiples farmacos 2
(MRP2) o proteina de resistencia al cancer de mama (BCRP) en la membrana luminal (Zalups y

Ahmad, 2005) (Figura 11)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5226910/#R44
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Célula Tubular Proximal

| Conjugados de tiol-Hg+/CH3Hg+ son excretados en orina |

Lumen

Figura 11. Mecanismos involucrados en la captacion y exportacion de Hg?*. En la membrana
plasméatica luminal de las células tubulares proximales, parece que los transportadores de
aminoacidos son los mecanismos principales por los cuales los iones mercdricos son absorbidos
por las células. En la membrana basolateral, los transportadores de aniones organicos (OAT)
parecen estar involucrados principalmente en esta absorcion. Las especies mercdricas pueden ser
secretadas desde las células tubulares proximales hacia la luz tubular a través de las acciones de
la proteina de resistencia al cancer de mama (BCRP) o la proteina asociada a la resistencia a
multiples farmacos (MRP2) ubicada en la membrana plasmatica luminal. Adaptado de Bridges y
Zalups, (2017)

2.1.7 Toxicogenética del Hg. EI genoma humano contiene millones de variantes genéticas o
polimorfismos que se presentan en la poblacion con una frecuencia > 1%. Un polimorfismo se
caracteriza porque diferentes individuos presentan distintos nucle6tidos o variantes en una
posicién concreta del genoma denominada locus.

Los polimorfismos de un solo nucledtido (SNP, del inglés Single Nucleotide Polymorphism)

son el tipo mas comdn de variacion genética, se encuentran en promedio cada 100 a 300 pares de



TOXICOGENETICA RENAL DE LA EXPOSICION AL MERCURIO | 45

bases (pb) en el genoma. Cada posible variante se denomina alelo y en el caso de un SNP,
normalmente seran dos (2) los posibles alelos en un locus: por ejemplo, el cambio de T por C
(T>C), la pareja de alelos observada en un individuo se denomina genotipo (Iniesta et al., 2005).
Segun la localizacion en el genoma, los SNPs se clasifican en: iSNP, si estan localizados en
regiones intronicas; cSNP, en regiones codificantes (exones); rSNP, en regiones reguladoras; y

gSNP, localizados en regiones intergendmicas (Figura 12) (Checa, 2007).

Inicio de  Codén de Codén de
transcripcién  inicio término

5 3
rSNP <SNP ISNP ESNP
nsSNP  sSNP

Figura 12. Clasificacion de los SNPs de acuerdo con su localizacién en el genoma. Adaptado de
Checa, 2007

Un SNP en regiones codificantes se puede clasificar como variaciones sinénimas (SSNP) y no
sinbnimas (nsSNP). A diferencia de los sSNP, que no producen un cambio del aminoacido
debido al cambio del nucledtido, el nsSNP puede inducir diferencias en la estructura molecular
en el ADN al alterar la secuencia de los aminoacidos codificados; lo que afecta no sélo la
composicién de las proteinas, sino también su funcién. Las variantes genéticas ubicadas en las
regiones reguladoras e intronicas pueden afectar la expresion, procesamiento y maduracion del
ARN mensajero (Checa, 2007).

Adicionalmente, hay polimorfismos caracterizados por la supresion de genes completos, que
eliminan cualquier actividad enzimatica funcional, mientras que otros polimorfismos implican

duplicaciones del gen completo, lo que se traduce en niveles mas altos de actividad enzimética.
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La variabilidad genética se ha relacionado principalmente con los SNPs y estos con la
susceptibilidad a padecer enfermedades complejas. La variacion individual al dafio renal
inducido por la exposicién al Hg puede explicarse en parte por factores genéticos que influyen en
la susceptibilidad humana. En este contexto, la secuencia genémica de una persona con sus
diferencias moleculares a nivel del ADN (genotipo) puede crear individualidad (fenotipo)

influenciado por factores ambientales (Figura 13) (Andreoli & Sprovieri, 2017)
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Figura 13. Interaccion gen-ambiente. Adaptado de: (Andreoli & Sprovieri, 2017)
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Varios estudios han sugerido que la respuesta a la exposicion al Hg puede estar influenciada

por variantes moleculares en genes reguladores de la via de detoxificacion de glutation,

implicados en la toxicocinética del Hg, como se puede evidenciar en la Tabla 1; los portadores

de dichas variantes genéticas pueden tolerar exposiciones mas altas de Hg, debido a una

eliminacién mas rapida y/o una mejor capacidad antioxidante (Engstrom et al., 2011).

Tabla 1.

Polimorfismos en genes candidatos implicados en la toxicocinética del Hg

. Actividad .
Funcién de la . . . . Interacciones .
Gen . Polimorfismo funcional “in . Hallazgo Referencia
proteina . estimadas
vitro”
Niveles de Hgen  Asociacién con  Gundacker et al.,
cabello niveles elevados 2007
de Hg en Gundacker et al.,
cabello 2009
Expresion génica Niveles de Hgen  Asociacién con  (Lee et al., 2010)
GSTM1  Modulala Delecion -/- nula y actividad sangre de cordén  aumento en los
conjugacion catalitica alterada  umbilical niveles de Hg
del Hg con en sangre de
GSH cordén
umbilical
Niveles de Hgen  Asociacién con  De Oliveira et al.,
plasma/sangre niveles méas 2014
altos de Hg en
plasma/sangre
Niveles de Hgen  Asociacién con  Goodrich et al.,
orina niveles 2011
disminuidosen  Harari et al.,
Modula la Delecion -/- Expresion génica orina 2012
GSTT1 conjugacion nula y actividad Niveles de Hgen Asociacién con  Gundacker et al.,
del Hg con catalitica alterada  cabello niveles elevados 2007
GSH de Hg en Gundacker et al.,
cabello 2009

Niveles de Hg en
sangre de cord6n
umbilical

Asociacion con
aumento en los
niveles de Hg
en sangre de
cordén
umbilical

Lee etal., 2010

Niveles de Hg en
orina

Asociacion con
niveles

Goodrich et al.,
2011
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. Actividad .
Funcion de la . . . . Interacciones .
Gen . Polimorfismo funcional “in . Hallazgo Referencia
proteina . estimadas
vitro”
105 lle>Val disminuidos de
(rs1695) Hg en orina.
Disminucién de Nivelesde Hgen Asociacion con  Goodrich et al.,
la eficiencia cabello niveles 2011
Modula la cataliticay la disminuidos de
GSTP1 conjugacion actividad de las Hg en cabello
del Hg con proteinas Asociacion con  Engstrom et al.,
GSH niveles de Hg 2008
Niveles de Hgen disminuidosen  Goodrich et al.,
114  Ala>Val eritrocitos eritrocitos 2011
(rs1138272) Asociacion con  Custodio et al.,
niveles 2004
aumentados de  Gundacker et al.,
Hgen 2009
eritrocitos
GSTAL Modula la 3’UTR Baja activacion Nivelesde Hgen Asociacion con  Gundacker et al.,
conjugacion (rs3957356) transcripcional y sangre niveles de Hg 2009
del Hg con disminucion de la en sangre
GSH actividad disminuidos
enzimatica
GSS Modula la 5’UTR Disminucién de Niveles de Hgen  Asociacién con  Goodrich et al.,
union de Hg (rs3761144) la expresion cabello niveles elevados 2011
por sintesis de génica de Hg en
GSH cabello
Niveles de Hgen  Asociacion con  Custodio et al.,
orina niveles 2005
Suprime la aumentos de Hg
Modula la Gen cerca de induccion de en orina
GCLC unioén de Hg 5 genesy la Niveles de Hgen  Asociacién con  Gundacker et al.,
por sintesis de  (rs17883901)  actividad cabello altos niveles de 2007
GSH promotora Hg en cabello
Niveles de Hgen  Asociacion con  Custodio et al.,
Gen cerca de eritrocitos niveles elevados 2004
GCLC 5 de Hg en
Modula la (rs17883901) eritrocitos
union de Hg Niveles de Hgen  Asociacion con  De Oliveira et al.,
por sintesis de plasma niveles elevados 2014
GSH de Hgen
plasma
Intron 9 Suprime la Nivelesde Hgen  Asociacioncon  Julvezetal.,
(rs1555903) induccién de cordon umbilical  niveles elevados 2013
genesy la de Hg en
actividad cordon
promotora umbilical
Nivelesde Hgen Asociacioncon  Hararietal.,
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. Actividad .
Funcion de la . . . . Interacciones .
Gen . Polimorfismo funcional “in . Hallazgo Referencia
proteina . estimadas
vitro”
orina los niveles 2012
aumentados de  Custodio et al.,
Hg en orina 2005
Nivelesde Hgen Asociacioncon  (Barcelos et al.,
Disminuye la cabello y sangre  niveles 2013)
GCLM Modula la Gen cercanoa  actividad disminuidos con
union de Hg 5 promotora y la Hg en sangre y

por sintesis de
GSH

(rs41303970)

expresion génica

Niveles de Hg en
plasma

Niveles de Hg en
eritrocitos

Niveles de Hg en
plasma y sangre
total

cabello
Asociacion con
niveles elevados
de Hg en
plasma.
Asociacion con
niveles elevados
de Hg en
eritrocitos
Asociacion con
bajos niveles de
Hg en sangre
total y altos en
plasma.

Custodio et al.,
2005

Harari et al.,
2012

Engstrom et al.,
2008

De Oliveira et al.,
2014

Nota: Adaptado de Goodrich et al., 2011; Andreoli y Sprovieri et al., 2017

2.2. Materiales y Métodos

2.2.1 Tipo de estudio. Se realizd un estudio observacional descriptivo de corte transversal,

donde se asociaron las variantes genéticas germinales ubicadas en los genes GCLC, GCLM,

GSS, GSTA1 y GSTP1,; implicados en el metabolismo del glutation, con las concentraciones de

Hg en muestras bioldgicas y los niveles de biomarcadores de funcion renal en un grupo de

individuos ocupacionalmente expuestos al Hg por mineria artesanal de oro, y se realizaron

comparaciones con un grupo de individuos no expuestos. Este estudio cumplié con el Codigo de

Etica Médica y se realizo de acuerdo con los estandares éticos de la Declaracion de Helsinki de

1964.
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2.2.2 Poblacion de estudio. Nuestro grupo adelanta una linea de investigacion que estudia la
toxicologia renal debida a la exposicién ocupacional al Hg. En una primera fase, desarrollada
entre junio del 2011 y julio de 2013 (COLCIENCIAS, proyecto nimero 1102-519-29272), se
recopilé informacion clinica, epidemioldgica, y de laboratorio de 281 participantes: 160 del
distrito minero de Vetas-California (grupo expuesto-Hg) y 121 de municipios no mineros (grupo
no expuesto: Charta, Mutiscua y Tona). En esta primera fase se determind la prevalencia de
disfuncion renal por la exposicion ocupacional al Hg en Santander; estudio que report6
diferencias estadisticamente significativas (P < 0.001) en las concentraciones de Hg en sangre y
orina al comparar el grupo de personas expuestas con el grupo no expuesto ocupacionalmente al
Hg. Sin embargo, y a pesar de las diferencias en las concentraciones de Hg, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos al comparar los niveles de varios
biomarcadores de funcion renal: depuracion de creatinina en orina de 24 h, beta-2-
microglobulina y albimina (Sanchez et al., 2016).

Las personas incluidas en el estudio pertenecian a la misma region geogréfica en el noreste
del pais y presentaron caracteristicas sociodemograficas similares. Todos los municipios se
encontraban entre 2000 — 3000 m sobre el nivel del mar y en un rango de temperatura de 6 -
18°C. Adicionalmente, la poblacion de esta region del pais (Santander, Colombia) presenta una
mezcla homogénea y no se encuentra concentrada en grupos étnicos segun los analisis genéticos
de estructura poblacional que se han reportado hasta el momento (Ledn et al., 2012; Hincapie et
al., 2009).

El muestreo fue no probabilistico, mediante busqueda poblacional y apoyo con referidos (voz
a voz) de personas que cumplieran con criterios de seleccion y aceptaran participar

voluntariamente en el estudio. Los criterios de seleccion de los participantes del estudio fueron:



TOXICOGENETICA RENAL DE LA EXPOSICION AL MERCURIO | 51

Criterios de inclusion para la poblacién ocupacionalmente expuesta:

- Residente del municipio de Vetas o California

- Trabajador(a) en las minas de oro artesanales

- Mayor de 18 afios

- Tiempo de trabajo en la mineria mayor a 5 afios

Criterios de inclusion para poblacion no expuesta:

- Residente de los municipios de Charta, Mutiscua o Tona durante al menos los ultimos 5 afios
previos al estudio.

- Persona que realiza alguna actividad laboral

- Mayor de 18 afios

- Sin antecedente de trabajo en mineria

Criterios de exclusion

- Personas que no acepten dar su consentimiento informado por escrito de participacion en el
estudio

- Personas con enfermedad mental o fisica que les impida responder de manera voluntaria y
auténoma una entrevista oral.

- Personas menores de 18 afios

La prevalencia de enfermedad renal fue similar en ambos grupos (3.1%, P = 0.97) (Sanchez et
al., 2016). Teniendo en cuenta el posible efecto confusor de otras variables en la funcion renal o
en la exposicion a Hg se tuvieron en cuenta como posibles variables de ajuste el sexo y la edad
de las personas, ya que estas variables presentaron las diferencias significativas mas altas (P =

0.008 y P < 0.0001, respectivamente) entre los grupos de estudio (Sanchez et al., 2016)
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2.2.3 Tamafio de la muestra. En la segunda fase, que estudia el componente genético
(COLCIENCIAS, proyecto numero 110274455577), se estim6 un tamafio de muestra objetiva de
al menos 258 individuos usando el software QUANTO, version 1.2.4 con nivel de significancia
de 0.05 y poder de 80%, asumiendo un modelo de herencia log-aditivo. Para el calculo del
tamafio de muestra se tuvo en cuenta una exposicién ambiental a Hg de 2.5%, un riesgo
poblacional de reduccién en tasa de filtracion glomerular estimada (eTFG; <76.4 ml/min x 1.73
m?) de 25% Yy un efecto ambiental debido al Hg de 1.3; parametros determinados con base en la
depuracién de creatinina en la poblacidén expuesta reportada por nuestro grupo (Sanchez et al.,
2016). Se asumio una razén de posibilidad (OR, del inglés Odds Ratio) del efecto genético de 1.8
bajo un modelo de herencia aditivo y una frecuencia alélica minima de 0.2 utilizando la
informacion reportada para la poblacion colombiana (CLM) en las bases del Proyecto 1000

Genomas (SIVA, 2008).

2.2.4 Recoleccién de muestras bioldgicas. Los participantes del estudio fueron entrevistados
por profesionales de la salud previamente capacitados en el contexto del proyecto, quienes les
explicaron los objetivos del estudio y recopilaron informacion sociodemografica, asi como otros
factores relacionados con la exposicion al Hg. Después de recibir la explicacion detallada del
estudio y sus posibles consecuencias, cada voluntario firmé un consentimiento informado
autorizando el uso de las muestras y los datos. Este consentimiento informado fue estudiado y
aprobado por el Comité de Etica de la Universidad Industrial de Santander (Apéndice A).

Se obtuvieron tres muestras de orina: la primera correspondié a orina de 24 horas recolectada
en recipiente lavado previamente con HNOs al 10%, la segunda correspondié a la primera orina

de la mafiana y la tercera correspondié a orina inducida una hora después del consumo de 300
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mL de agua, la cual se tratd con NaOH para alcalinizar el pH entre 6 — 8 con el fin de estabilizar
las proteinas.

La obtencion de la muestra sanguinea se realizé bajo condiciones de ayuno utilizando tres
clases de tubos: uno seco; sin anticoagulante, y otros dos con EDTA y heparina sédica como
anticoagulantes. El tubo sin anticoagulante se utilizd para la determinacién de creatinina en
suero, el tubo con EDTA para la obtencion del ADN y el tubo con heparina sodica para la
cuantificacion de Hg.

Se tomaron muestras de cabello; aproximadamente 50 a 100 cabellos de la region occipital, se
cortaron lo méas cerca posible al cuero cabelludo y se fijaron con cinta a una hoja de papel,

especificando el segmento préximo a la raiz.

2.2.5 Biomarcadores

2.2.5.1 Biomarcadores de efecto: pruebas de funcion renal. La funcion glomerular fue
evaluada mediante la determinacion de albumina y creatinina. Por una parte, la albimina fue
medida en la primera orina de la mafiana mediante un ensayo enzimatico competitivo
inmunomeétrico quimioluminiscente en fase solida usando el kit de Albumina Immulite Siemens
en el analizador Immulite One (Siemens Healthcare Diagnostics, Alemania). De acuerdo con los
valores de referencia establecidos por el laboratorio, aquellos participantes con niveles superiores
a 18 pg/mL se consideraron con alta excrecion de albumina urinaria.

Por otra parte, la creatinina se midid en muestras de sangre y orina de 24 horas, ambas
mediciones se realizaron por espectrofotometria mediante el método cinético de Jaffé (Jaffe,

1886), usando el kit CREA de Randox en el analizador bioquimico Selectra JR (Vital Scientific,
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Francia). La tasa de filtracion glomerular estimada (eTFG) fue determinada con la formula CKD-
EPI basada en creatinina en suero, edad, género y raza: TFG (mL/min/1.73 m?) = K1 x
(creatinina en suero/K2)1-2%9x 0.993%%4: donde K1 = 144 y K2 = 0.7 si es mujer 0 K1 = 141 y K2
= 0.9 si es hombre (Levey et al., 2009). Los participantes fueron categorizados como eTFG
reducida si sus niveles estaban por debajo del percentil 25 de la distribucion de la poblacién total
(<76,4 mL/min/1.73 m?).

La funcion tubular fue evaluada determinando la excrecion urinaria de la beta-2-
microglobulina (B-2MCG) una hora después de una diuresis inducida y medida mediante ensayo
inmunomeétrico quimioluminiscente en fase s6lida usando el kit Siemens Immulite -2MCG en el
analizador Immulite One (Siemens Healthcare Diagnostics, Alemania). Los participantes fueron
categorizados como aquellos con alto nivel urinario de B-2MCG si sus niveles eran superiores a

300 ng/mL de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

2.2.5.2 Biomarcadores de exposicion: analisis de Hg en cabello, sangre y orina. Los niveles
de Hg en cabello, sangre y orina (24 horas) fueron cuantificados por el grupo de investigacion en
la primera fase del estudio. Las concentraciones de Hg en sangre y orina fueron medidas usando
un espectrémetro de absorcion atémica S4 equipado con un sistema de generador de hidruros
VP100 (Thermo Electron Co., Cambridge, Reino Unido). Las concentraciones de Hg en cabello
se midieron mediante un espectrometro RA-915+ con correccion de fondo Zeeman y un
atomizador catalizador de dos camaras RP-91C (Lumex, San Petersburgo, Rusia). Los materiales
empleados se lavaron previamente con HNOz al 10% y los reactivos utilizados en los

procedimientos fueron grado analitico. La exactitud se determind utilizando materiales de
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referencia certificados (IAEA 086, International Atomic Energy Agency, Vienna, Austria; y
SRM 955C y 2670A, National Institute of Standards and Technology, Bethesda, MD).

Los limites de deteccion y cuantificacion para la determinacion de Hg en sangre y orina
fueron calculados promediando las mediciones de 22 blancos fortificados con patron de
concentracion conocida de Hg (0.5 WL para sangre y 0.3 WL para orina) y sumando los
resultados de 3 a 10 desviaciones estandar (DE). En el caso de Hg en cabello, el limite de
deteccion fue calculado multiplicando la DE de tres réplicas de muestras por el valor del
estadistico t (95%, n-1) y el limite de cuantificacion fue el doble del limite de deteccidn (Sanchez
et al., 2016). Las pruebas se llevaron a cabo en el Laboratorio de Consultas Industriales de la

Universidad Industrial de Santander, acreditado con ISO / IEC 17025: 2005.

2.2.6 Genotipificacion

2.2.6.1 Aislamiento y cuantificacion de ADN. Las muestras de sangre anticoaguladas con
EDTA fueron tomadas bajo condiciones de esterilidad, y la capa leucocitaria fue separada y
almacenada a -20°C hasta su procesamiento. El aislamiento del ADN gendémico se realizd
mediante el método de salting-out (Reira et al., 2010), en el cual se utilizan altas concentraciones
de sales para la precipitacién de proteinas, permitiendo de esta manera obtener un ADN
relativamente puro. Brevemente, la capa leucocitaria se mezcl6 con 0.8 ml de solucién de lisis de
eritrocitos (3M de sacarosa, 10 mM de Tris de HCI, pH 7.5, 5mM de MgCI2 y 1% de triton X-
100). La mezcla se centrifugo a 12000 rpm durante 5 minutos a 4°C y el precipitado se trato con
solucion de lisis de leucocitos (0.024M de EDTA pH 8.0, 50 mM de NaCl, 10% de SDS y 5M de

perclorato de sodio).
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Luego se incubd 1h a 65°C, agitando el preparado con vortex cada 10 minutos. Las proteinas
se precipitaron en presencia de solucion 6M NaC>HzO. y posteriormente se centrifugaron a
12000 rpm durante 5 minutos con el fin de recuperar el sobrenadante, el cual se mezclé con dos
volumenes de Isopropanol al 99% para precipitar el ADN, y nuevamente se centrifugé a 12000
rpm por 5 minutos. El precipitado obtenido se lavd con etanol al 70% y se descartd todo el
alcohol remanente después de un paso de centrifugacion. Finalmente, el ADN precipitado se
resuspendid en Tris-EDTA (TE) 1X. Una vez las muestras se resuspendieron, se procedio a la
cuantificacion en el espectrofotometro Nanodrop One (Thermo Fisher Scientific, USA) y se

ajustod la concentracion de ADN a 20 ng/uL con TE 1X.

2.2.6.2 Determinacion de SNPs mediante ensayos TagMan. La genotipificacion de los
SNPs GCLC rs1555903, GCLM rs41303970, GSS rs3761144, GSTA1L rs3957356 y GSTP1
rs4147581 se realiz6 mediante PCR (del inglés Polymerase Chain Reaction) en tiempo real
utilizando los ensayos de discriminacion alélica TagMan (Applied Biosystems, USA). El
principio de esta herramienta se basa en la transferencia de energia fluorescente mediante
resonancia (FRET, del inglés Fluorescence Resonance Energy Transfer) entre 2 fluorocromos
adyacentes. Uno de los fluorocromos opera como emisor (del inglés reporter) en el extremo 5’
emitiendo fluorescencia y el segundo fluorocromo opera como apagador (del inglés quencher) en
el extremo 3’ absorbiendo la energia del primero.

Se utilizaron dos sondas fluorogenicas, cada una capaz de hibridar especificamente a uno de
los dos alelos del SNP en los productos de PCR. Estas sondas fueron marcadas en el extremo 5’
con una molécula espectralmente diferente por alelo (FAM; 6-carboxifluoresceina, o VIC;

hexacloro-6-carboxifluoresceina) y en el extremo 3’ con una molécula apagadora de
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fluorescencia. En el curso de la PCR, la sonda se une a los alelos que se encuentran presentes en
la reaccion y, durante la extension de la cadena, la actividad 5’ exonucleasa de la enzima
polimerasa AmpliTaq Gold provoca la liberacion del "reporter” del extremo 5° de la sonda, que
al separarse del "quencher" comienza a emitir fluorescencia (Figura 14). La acumulacion de los
productos de PCR se detecta monitorizando el aumento de fluorescencia, por lo que la intensidad
de la fluorescencia es proporcional a la cantidad de amplicén generado. En el caso de los
homocigotos la fluorescencia proviene de uno de los dos alelos, mientras que en el caso de los

heterocigotos esta fluorescencia proviene de ambos alelos (Figura 15). Las sondas que no

hibridan perfectamente son desplazadas sin emitir fluorescencia (Vega et al., 2005).

(mes >
Forward @ d
Primer 4 Probe
[ 1 ] 3

aw a

Reverse
(A) Primer

AIIeIe -' 3 (mGB) @% @Gj
@ \
l l Il llLll Il ll

Match Mismatch
Allele % wGB §$ @)
llll:; | lll lllll “AI“
(B) Match Mismatch

Figura 14. Ensayo de genotipificaciéon TagMan® SNP. (A) Unién de la sonda y el iniciador en
un ensayo de genotipificacion TagMan® SNP. (B) La discriminacion alélica ocurre cuando la
sonda hibrida con la secuencia que contiene el SNP, emitiendo fluorescencia. Adaptado de:Vega

et al., 2005
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Figura 15. Ejemplo de discriminacién alélica por TagMan para GSS C>G. El genotipo C/C se
representa en forma de cuadrado azul, el genotipo C/G se observa como un triangulo verde y
G/G se muestra de forma redonda color naranja.

La amplificacion por PCR vy la discriminacion alélica se realiz6 de acuerdo con las
especificaciones del fabricante utilizando un termociclador para PCR en tiempo real CFX96

Touch™ (Bio-Rad, EEUUV).

2.2.7 Analisis estadistico. Las frecuencias alélicas y genotipicas fueron determinadas por el
método de recuento de genes. Se determiné el equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) para cada
SNP tanto en el grupo de participantes ocupacionalmente expuestos como de controles y la
presencia de estructura genética en la poblacion total mediante anélisis de varianza molecular
(AMOVA) utilizando el software ARLEQUIN versién 3.5.2.2 (Excoffier et al., 2005). Las
diferencias entre las frecuencias genotipicas y alélicas entre los grupos de estudio se compararon

mediante %2 (ji-cuadrado) utilizando el software SPSS.

2.2.8 Las razones de posibilidades (OR) se establecieron con un intervalo de confianza del

95% (1C95%). Se us6 un modelo de regresion lineal generalizado multivariable para evaluar el
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efecto del SNP sobre los niveles de Hg en sangre y orina y sobre los biomarcadores de la funcion
renal: eTFG, B-2MCG y albumina urinaria (24 h) mientras se ajustaban los posibles factores de
confusion. Cada SNP se codific6 como 0, 1 y 2 de acuerdo con el recuento de su alelo menor.
Los valores de P menores de 0.05 (P < 0.05) fue considerados estadisticamente significativo. El
nivel de significancia nominal se mantuvo cuando se obtuvieron valores de P empiricos
significativos mediante 5000 permutaciones aleatorias (Clarke et al., 2011; Knijnenburg et al.,
2009).

2.2.9 Las interacciones entre los SNP se examinaron mediante regresion logistica para
analizar sus efectos combinados sobre los niveles de Hg en sangre y orina y los biomarcadores
de la funcién renal. Los términos de interacciones significativas se descompusieron mediante un
simple analisis de pendiente. El andlisis estadistico se realiz6 con el lenguaje de programacion R,

versiéon 3.5.1.

2.3 Resultados

Las caracteristicas sociodemograficas de la poblacion estudiada, incluyendo los niveles de los
biomarcadores de exposicion (concentraciones de Hg en sangre, cabello y orina) y de funcién
renal, se presentan en la Tabla 2. Las frecuencias alélicas y genotipicas de los cinco SNPs
analizados en esta poblacion se presentan en la Tabla 3. No se evidencid estructura genética en la
poblacién estudiada de acuerdo con el andlisis de jerarquia entre los grupos de estudio (FST =
0.00521; P = 0.10182 £ 0.00091). No se encontraron desviaciones del equilibrio de Hardy
Weinberg en el grupo de individuos no expuestos al Hg para todos los SNPs evaluados, y solo se

encontré desviacion del equilibrio de Hardy Weinberg para el GSS rs3761144 en el grupo de
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individuos expuestos al Hg, asi como también cuando el analisis se realiz6 en la poblacion total

para este SNP (Tabla 3).

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en la distribucién de las frecuencias

alélicas y genotipicas de las variantes GCLM rs41303970 y GSTP1 rs4147581 entre el grupo de

personas expuestas y no expuestas ocupacionalmente al Hg: con una mayor frecuencia del

genotipo homocigoto TT (P = 0.021; OR = 3.48; IC 95% = 1.14 — 10.62) y el alelo T (P =

0.0004; OR = 1.97; 1C95% = 1.35 — 2.89) del GCLM rs41303970 y una menor frecuencia del

genotipo homocigoto GG (P = 0.007; OR =0.37; IC 95% = 0.18 — 0.78) y el alelo G (P = 0.005;

OR = 0.60; I1C 95% = 0.43 — 0.86) del GSTP1 rs4147581 en el grupo expuesto en comparacion

con el grupo no expuesto (Tabla 3). No se observaron diferencias estadisticamente significativas

en las otras variables genéticas analizadas entre los grupos estudiados.

Tabla 2.

Caracteristicas sociodemograficas de la poblacion de estudio y biomarcadores.

Grupo control

Grupo minero

N =127 N =164

Variable n (%) o media (IQR) n (%) o0 media (IQR) p-Valor
Edad (afios)? 47 (39-52) 40 (31-46) 0.000
Sexo®

Mujeres 67 (52.7) 61 (37.2) 0.008

Hombres 60 (47.2) 103 (62.8)
Ocupacion®

Actividades de mineria de oro 0 74 (45.1) <0.001

Agricultura y ganaderia 23 (18.1) 6 (3.6)

Obras de construccién 28 (22.1) 18 (10.9)

Cuidados del hogar 44 (34.6) 44 (26.8)

Otras 32 (25.2) 22 (13.4)
Consumo de pescado® 117 (92.1) 155 (94.5) 0.414
Estimado de la ingesta de Hg por pescado (mg 0.62 (0.1-2.7) 1.5(0.5-3.7) <0.001
Hg/kg/dia 10—5)?
Amalgamas dentales (hnumeros)? 4 (2-6) 3 (2-6) 0.081
Exposicion directa a vapores de Hg el afio pasado 0 720 (180-3180)
(min)
Lugar de exposicion a vapores de Hg el afio pasado

Casa 0 111 (67.6)
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Grupo control Grupo minero
N =127 N =164
Variable n (%) o media (IQR)  n (%) o media (IQR) p-Valor
Mina 0 31 (18.9)
Rio 0 47 (28.6)
Otros 0 19 (11.6)
Exposicién de por vida (afios) a vapores de Hg 0 19.5 (9-25)
Biomarcadores de exposicién a Hg
Hg en sangre (ug Hg/L)? 25(1.1-4.8)25 7.0(3.4-11.0) 6.1 <0.001
Hg en orina (ug Ha/g de creatinine)? 15(0.9-2.8) 1.7 3.9(1.3-9.6)4.1 <0.001
Hg en cabello (ug de Hg/g de cabello)? 0.4 (0.2-0.7)0.4 0.8 (0.5-1.3)0.8 <0.001
Biomarcadores de funcion renal
Creatinina en sangre (mg/dl) 1.0 (0.9-1.1) 1.0 (0.9-1.1) 0.402
Aclaramiento de creatinina (mL/min/1.73 m?)a¢ 89.6 (75.9-104.4) 89.3 (75.5-102.9) 0.772
Aclaramiento reducido de creatinina®® 31 (25.0) 57 (35.6) 0.055
eTFG (mL/min/1.73 m?)de 81.2 (73.8-89.2) 87.9 (80.1-96.4) <0.001
eTFGreducido®d 44 (34.6) 29 (17.8) <0.001
b-2MCG urinaria (ng/mL)? 36.6 (20.9-68.8) 41.4 (23.1-66.3) 0.942
Incremento urinario b-2MCGP 2(1.6) 3(1.9) 0.864
AlbUmina urinaria (mg/ml)? 4.3 (2.5-7.8) 4.6 (2.9-8.1) 0.457
Incremento de albGmina urinaria® 12 (9.7) 15 (9.4) 0.927

Hg: mercurio; IQR: rang intercuantil; b-2MCG: b-2-microglobulina; eTFG: Tasa de filtracion

glomerular estimada.

%Prueba U de Mann-Whitney/ prueba de suma de rangos de Wilcoxon para las diferencias entre

los grupos.
bTest 722

‘Corregido por el area de superficie corporal. Aclaramiento reducido de creatinina definido como

<85 ml/min/1.73 m? en hombres y <75 ml/min/1.73 m?en mujeres.
4eTFG reducido: <eTFG de percentil 25: 76.4 mL/min/1.73 m?
*Prueba-t Student's

Adaptado de: Sanchez et al., 2016

Tabla 3.

Distribucion de las variantes genéticas en genes relacionados con el metabolismo del glutation
en un grupo de personas expuestas ocupacionalmente al Hg y un grupo de personas no

expuestas a este metal.

EXxpuestos No-expuestos
Genotipo/ _ _ EHW P- OR
Gen SNP Alelo N =160 N=121 P-valor valor?  (1C95%)
N (%) N (%)
GCLC rs1555903 TT 66 (41.3) 48 (39.7) 1.000%
TC 73 (45.6) 56 (46.3)  1.000°
ccC 21 (13.1) 17 (14.0) 0.897° 0.822 0.92 (0.46
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EXxpuestos No-expuestos
Genotipo/ _ _ EHW P- OR
Gen SNP Alelo N =160 N=121 P-valor valor®  (1C95%)
N (%) N (%)
T 205 (64.0) 152 (62.8) —-1.84)
C 115 (36.0) 90 (37.2) 0.760
1.05(0.75
—-1.49)
GCLM rs41303970 cC 63 (39.4) 72 (59.5)  0.30372
CT 80 (50.0) 45 (37.2) 0.4335°
TT 17 (106) 4 (3.3) 0.3196°  0.021 3.48 (1.14-
C 206 (64.3) 189 (78.0) 10.62)
T 114 (35.7) 53 (22.0) 0.0004
1.97 (1.35
-2.89)
GSTA1  rs3957356 CcC 71 (44.4) 45 (40.2)  0.59962
CT 69 (43.1) 59 (52.7)  0.0875°
TT 20 (125) 8 (7.1) 0.4977¢  0.152 1.86 (0.78
C 211 (66.0) 149 (66.5) —4.38)
T 109 (34.0) 75 (33.5) 0.888
1.03(0.71
—1.47)
GSTP1  rs4147581 CcC 76 (475) 43 (35.5) 0.5801?
CG 71 (44.4) 55 (45.4)  0.4598°
GG 13 (8.1) 23 (19.1) 0.7933°  0.007 0.37 (0.18
C 223 (69.7) 141 (58.3) -0.78)
G 97 (30.3) 101 (41.7) 0.005
0.60 (0.43
- 0.86)
GSS rs3761144 CcC 64 (40.0) 53 (43.8) 0.03372
CG 64 (40.0) 51 (42.2) 0.4263°
GG 32 (20.0) 17 (14.0) 0.0313¢ 0.193 1.53(0.80
—2.90)
C 192 (60.0) 157 (64.8)
G 128 (40.0) 85 (35.2) 0.238 1.23(0.87
-1.74)

Valor de p para el equilibrio de Hardy Weiberg (HWE) en grupo expuesto?, no expuesto® y toda
la poblacion®.
d\valor de p para asociaciones de alelos y genotipos.
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Con el fin de determinar el efecto de los SNPs sobre los niveles de Hg en sangre y orina, se
utilizaron modelos lineales generalizados multivariables en la poblacién total bajo un modelo de
herencia aditivo (Tabla 4), ajustados por sexo, edad, estado de exposicién (expuesto o no
expuesto), eTFG para controlar el efecto fisioldgico de la funcién renal, y concentraciéon de Hg
en cabello para eliminar el efecto de la exposicion debida al metil-Hg. Los resultados obtenidos
mostraron que de los SNPs analizados respecto a los biomarcadores de exposicion, el alelo T del
GCLM rs41303970 se asoci6 significativamente con niveles altos de Hg en orina (f = 0.062, P =
0.047, P perm = 0.009) pero no con Hg en sangre (f =-0.012, P = 0.653, P perm = 0.563) (Tabla

4, Figura 16.A 'y B).

Tabla 4.
Asociacion de las variantes genéticas en genes relacionados con el metabolismo del glutatién
con los niveles de Hg en sangre y orina.

Hg en sangre Hg en orina
Gen SNP N _(HgHg/L) (Mg Hg/g creatinina)
B P- P- [ P- P-
valor®  valor® valort  valor®

GCLC rs1555903 281 -0.042 0.074 0.032 -0.008 0.765 0.745

GCLM rs41303970 281 -0.012 0.653 0.563 0.062 0.047 0.009

GSTA1  rs3957356 272 0.032 0.191 0.745 -0.012 0.677 0.318

GSTP1  rs4147581 281  0.004 0.868 0.882 -0.003 0.923 1

GSS rs3761144 281 0.014 0.514 0.554  -0.002 0.943 1

Cada SNP fue evaluado mediante modelos lineales generalizados multivariables ajustados por
sexo, edad, estado de exposicion (municipio expuesto o no expuesto), TFG y concentracion de
Hg en cabello como biomarcador de exposicion a metil-Hg, bajo un modelo de herencia aditivo.
&/alor de p correspondiente a los modelos de regresion lineal multivariados.

b\/alor de p empirico en base a 5000 permutaciones del modelo de regresion lineal multivariado.
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Figura 16. Efecto de GCLM rs41303970 sobre Hg en orina (A) y Hg en sangre (B). El gréafico de
cajas y bigotes muestra que el alelo T del GCLM rs41303970 se asoci6 significativamente con
niveles altos de Hg en orina (A) (B = 0.062, P = 0.047, P perm = 0.009) pero no con Hg en
sangre (B) (B = -0.012, P = 0.653, P perm = 0.563). Los valores  y P corresponden a las
asociaciones mediante modelos lineales generalizados multivariables bajo un modelo de herencia
aditivo, ajustando por sexo, edad, estado de exposicién (municipio expuesto 0 no expuesto),
concentracion de Hg en cabello como biomarcador de exposicion a metil-Hg, y eTFG para
controlar el efecto fisiologico de la funcion renal. El punto rojo indica el promedio de los niveles
de Hg en orina y sangre estratificados por genotipos.

Con el fin de determinar el efecto de los SNPs sobre los biomarcadores de funcion renal se
utilizaron modelos lineales generalizados multivariables tanto en la poblacion total (Tabla 5)
como por grupos (Tabla 6) bajo un modelo de herencia aditivo, ajustados por sexo, edad, estado
de exposicién (expuesto 0 no expuesto, para la poblacién total), y concentracion de Hg en
cabello para eliminar el efecto de la exposicion debida al metil-Hg. Los resultados obtenidos
mostraron que de los SNPs analizados respecto a los biomarcadores de funcién renal en la
poblacion total, el alelo C del GCLC rs1555903 se asocio significativamente con niveles mas
bajos de €TFG (B =-0.01, P =0.011, P perm = 0.009) y p-2MCG (B = -11.88, P = 0.031, P perm

=0.023) (Tabla 5, Figura 17A y Figura 18A).
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Tabla 5.

Asociacidn de las variantes genéticas en genes relacionados con el metabolismo del glutation

con los biomarcadores de funcién renal.

|65

eTFG AlbUmina urinaria, 24h B-2MCG
H 2

Gen SNP N (mL/min/1.73 m?) (mg/mL) (ng/mL)

B P- P- B P- P- B P- P-

valor?  valor® valor?2  valor® valor?  valor®

GCLC rs1555903 275 -0.01 0.011 0.009 -46.66  0.138 0.047 -11.88 0.031 0.023
GCLM rs41303970 275 -0.009 0.056 0.029 -54.34  0.160 0.063 1.896 0.766 0.686
GSTA1 rs3957356 266 0.005 0.222 0.198 68.19 0.059 0.087 6.995 0.226 0.207
GSTP1 rs4147581 275 0 0.966 0.823 -36.03  0.298 0.054 -1.88 0.739 0.541
GSS rs3761144 275 0.001 0.797 0.803 55.95 0.075 0.037 -3.031 0.558 1

Cada SNP fue evaluado mediante modelos lineales generalizados multivariables ajustados por
sexo, edad, estado de exposicion (municipio expuesto 0 no expuesto) y concentracién de Hg en
cabello como biomarcador de exposicion a metil-Hg, bajo un modelo de herencia aditivo.

&/alor de p de modelos lineales generalizados.

b\/alor de p empirico basado en 5000 permutaciones de modelos lineales generalizados.

Cuando este analisis se realizé de manera independiente para el grupo expuesto y el grupo no
expuesto, se encontrd una asociacion estadisticamente significativa respecto al alelo C del GCLC
rs1555903 con la disminucion de la eTFG (B =-0.017, P = 0.014, P perm = 0.021) en el grupo no
expuesto (Tabla 6, Figura 17B) y de la B-2MCG (B = -20.01, P = 0.013, P perm = 0.026) en el
grupo expuesto (Tabla 6, Figura 18C). Adicionalmente, se encontrd otra asociacion
estadisticamente significativa respecto al alelo T de GCLM rs41303970 con la disminucion de la
eTFG en el grupo no expuesto (B = -0.018, P = 0.037, P perm = 0.049) pero no en el grupo
expuesto (p =-0.005, P = 0.33, P perm = 0.28) (Tabla 6, Figura 19B y 19C). No se evidenciaron
asociaciones significativas entre las otras variantes geneticas analizadas y los niveles de
albimina urinaria tanto para el analisis de la poblacion total como para el andlisis por grupos

(Tabla 5y 6).
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Tabla 6.
Asociacidn de las variantes genéticas en genes relacionados con el metabolismo del glutation
con los biomarcadores de funcion renal por grupo de exposicion.
eTFG AlbUmina urinaria, 24h B-2MCG
(mL/min/1.73 m?) (mg/mL) (ng/mL)
Grupo SNP N B B B B =3 =3 b P P
valor?  valor® valor?  valor® valor?  valor®
Expuesto  GCLC 156 -0.005 0.300 0.784 -71.06 0.230  0.131 -20.01 0.013  0.026
al Hg rs1555903
GCLM 156 -0.005 0.335  0.280 7094 0.269 0220 1.934 0.826 1
rs41303970
GSTA1 156 0.003 0.516 0.432 108.43  0.066 0.077 9.231 0.250 0.190
rs3957356
GSTP1 156 0.003 0.581 1 -67.79  0.286 0.092 -11.46 0.185 0.206
rs4147581
GSS 156 0 0915 0.843 8236 0.123  0.169 -0.924 0.898  0.960
rs3761144
No GCLC 119 -0.017 0.014  0.021 -22.22 0.056  0.037 -1.862 0.794  0.764
expuesto rs1555903
al Hg GCLM 119 -0.018 0.037  0.049 -19.17 0201 0458 4269 0.641  0.581
rs41303970
GSTA1 110  0.011 0.184  0.152 7575 0588 0980 0.266 0.974  0.921
rs3957356
GSTP1 119 -0.002 0.787 1 -6.072 0.607 0375 7591 0.292 0.921
rs4147581
GSS 119 0.002 0.804 0.615 1583 0.178 0.234 -4703 0.519 0.340
rs3761144

Cada SNP fue evaluado mediante modelos lineales generalizados multivariables ajustados por
sexo, edad, estado de exposicion (municipio expuesto 0 no expuesto) y concentracién de Hg en
cabello como biomarcador de exposicion a metil-Hg, bajo un modelo de herencia aditivo.
&/alor de p de modelos lineales generalizados.
b\/alor de p empirico basado en 5000 permutaciones de modelos lineales generalizados.
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Figura 17. Efecto de GCLC rs1555903 sobre eTFG. El grafico de cajas y bigotes muestra que el
alelo C del GCLC rs1555903 se asocid significativamente con la disminucion de la eTFG en la
poblacion total (A) (B =-0.01, P = 0.011, P perm = 0.009), asi como en el grupo no expuesto (B)
(B=-0.017, P = 0.014, P perm = 0.021) pero no en el grupo expuesto (C) (B = -0.005, P = 0.300,
P perm = 0.784). Los valores B y P corresponden a las asociaciones mediante modelos lineales
generalizados multivariables bajo un modelo de herencia aditivo, ajustando por sexo, edad,
estado de exposicion (municipio expuesto 0 no expuesto) y concentracion de Hg en cabello como
biomarcador de exposicion a metil-Hg. El punto rojo indica el promedio de la eTFG estratificada
por genotipos.
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Figura 18. Efecto de GCLC rs1555903 en B-2MCG. El gréfico de cajas y bigotes muestra que el
alelo C del GCLC rs1555903 se asocio significativamente con la disminucion de la f-2MCG en
la poblacion total (A) (B =-11.88, P =0.031, P perm = 0.023), asi como en el grupo expuesto (C)
(B = -20.01, P = 0.013, P perm = 0.026) pero no en el grupo no expuesto (B) (B =-1.862, P =
0.794, P perm = 0.764). Los valores B y P corresponden a las asociaciones mediante modelos
lineales generalizados multivariables bajo un modelo de herencia aditivo, ajustando por sexo,
edad, estado de exposicion (municipio expuesto 0 no expuesto) y concentracion de Hg en cabello
como biomarcador de exposicion a metil-Hg. El punto rojo indica el promedio de la B-2MCG
estratificada por genotipos.
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Figura 19. Efecto de GCLM rs41303970 sobre eTFG. El grafico de cajas y bigotes muestra que
el alelo T del GCLM rs41303970 se asocio significativamente con la disminucion de la eTFG en
el grupo no expuesto (B) (B =-0.018, P = 0.037, P perm = 0.049), pero no el grupo expuesto (C)
(B =-0.005, P =0.335, P perm = 0.280) y la poblacién total (A) (B = 1.896, P =0.766, P perm =
0.686). Los valores B y P corresponden a las asociaciones mediante modelos lineales
generalizados multivariables bajo un modelo de herencia aditivo, ajustando por sexo, edad,
estado de exposicion (municipio expuesto 0 no expuesto) y concentracion de Hg en cabello como
biomarcador de exposicion a metil-Hg. El punto rojo indica el promedio de la eTFG estratificada
por genotipos.

Con el fin de identificar asociaciones marginales que podrian ayudar a arrojar informacion
adicional sobre la toxicogenética de Hg, la interaccion entre todos los pares de SNP individuales
se probd mediante modelos de regresion lineal generalizados. Se encontré una interaccién SNP-
SNP estadisticamente significativa entre los SNP GSS rs3761144 y GSTAL rs3957356 con los
niveles de Hg en orina (P = 0.015, P perm = 0.017) (Apéndice B; Figura 20). Un analisis de
pendiente simple mostro que el efecto del alelo rs3761144-G sobre un aumento en los niveles de
orina-Hg sélo existe cuando los individuos portan el alelo rs3957356-C, aunque fue
marginalmente significativo (p = 0.08, P = 0.05) (Figura 21A). Al realizarse el analisis por grupo
expuesto y no expuesto ocupacionalmente al Hg, se observo que el aumento en los niveles de Hg

en los portadores de los alelos rs3761144-G de GSS y rs3957356-C de GSTAL se da en el grupo
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expuesto al Hg (B = 0.13, P = 0.04) pero no en el grupo no expuesto al Hg (f = 0.00, P = 0.95)

(Apéndice D; Figura 21B y C).

A. B
P-valor P-valor
[ 0.885 | corar niseres N 0.489
0.00 025 950 075 100 0.00 0.25 950 075 100
53761 0.672 GSS 3761144 0.553 .
LM ) 0-667 CLM . rs 1303870 . 0-867 .
GCLC, 31555900 0934 0.695 GCLC r3 1665900 0.678 0.654 0-535

ITo1144
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"

LM red130%970
SCLM. red 1203970

Figura 20. Interaccion entre los SNPs sobre los niveles de Hg en orina (A) y en sangre (B) bajo
un modelo de herencia aditivo. La matriz de interaccion muestra una epistasis significativa entre
el alelo GSS rs3761144-G y el alelo GSTA1 rs3957356-C con los niveles de Hg en orina (P =
0.015) (A), pero no se observan interacciones significativas entre los SNPs analizados con los
niveles de Hg en sangre (B). La intensidad del color rojo aumenta a medida que el valor de P
disminuye (P < 0.05).
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Figura 21. Efecto de los alelos GSTAL rs3957356-C y GSS rs3761144-G sobre los niveles de Hg
en orina. El grafico de pendientes muestra que el efecto del alelo rs3761144-G sobre un aumento
en los niveles de orina-Hg solo existe cuando los individuos portan el alelo rs3957356-C. Este
efecto es marginal en la poblacion total (A) (B = 0.08, P = 0.05). El analisis por grupos muestra
que esta interaccion el efecto es significativo en el grupo expuesto (C) (= 0.13, P = 0.04) pero
no en el grupo no expuesto (B) (B = 0.00, P =0.95).

Con respecto a la evaluacion de la funcion renal, no se encontraron asociaciones
estadisticamente significativas para ninguna de las interacciones SNP-SNP con ninguno de los

biomarcadores de funcion renal evaluados (Apéndice C, E, F; Figura 22, 23 y 24).
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Figura 22. Interaccion entre los SNPs sobre los niveles de eTFG. No se encontraron
interacciones significativas entre los SNP analizados con los niveles de eTFG. La intensidad del
color rojo aumenta a medida que el valor de P disminuye (P < 0.05).
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Figura 23. Interaccion entre los SNPs sobre los niveles de albdmina urinaria. No se encontraron
interacciones significativas entre los SNP analizados con los niveles de albumina urinaria. La
intensidad del color rojo aumenta a medida que el valor de P disminuye (P < 0.05).
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Figura 24. Interaccion entre los SNPs sobre los niveles de f-2MCG. No se encontraron
interacciones significativas entre los SNP analizados con los niveles de f-2MCG. La intensidad
del color rojo aumenta a medida que el valor de P disminuye (P < 0.05).

2.4 Discusion

El uso del Hg en la mineria no s6lo representa una amenaza para el medio ambiente sino también
para la salud humana. La exposicién a vapores de Hg metalico por MAPE ocurre principalmente
durante la combustion de la amalgama (Esdaile & Chalker, 2018); en donde el vapor de Hg es
inhalado y una vez en el torrente sanguineo es distribuido a los diferentes érganos blancos:
principalmente los rifiones; siendo los tdbulos proximales los segmentos de la nefrona més
vulnerables a la acumulacién de los iones de Hg. Aunque los mecanismos por los cuales el Hg
logra ingresar a la célula no estan completamente dilucidados, la evidencia experimental sugiere
que los iones de Hg parecen ser transportados a las células tubulares proximales por mimetismo
molecular a través de mecanismos de transporte presentes en las membranas luminal vy
basolateral (Bridges et al., 2013; Cannon et al. 2000). Una vez se encuentran en el espacio

intracelular, los iones de Hg pueden causar la sobreproduccion de ERO induciendo, como
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consecuencia, la sintesis de moléculas antioxidantes como el glutation. Interesantemente, los
conjugados de Hg con glutation no sélo contrarrestan el efecto toxico de este metal, sino que
también contribuyen a la retencion de los iones mercdricos; ya que no son facilmente
transportables fuera de la célula, ocasionando desde disfuncion tubular hasta necrosis tubular
renal (Zalups, 2000).

Sin embargo, en el estudio epidemioldgico adelantado por nuestro grupo de investigacién, no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de varios biomarcadores
de funcién renal al comparar un grupo de personas ocupacionalmente expuestas al Hg con un
grupo de personas control, a pesar de encontrarse diferencias estadisticamente significativas (P <
0.001) en las concentraciones de Hg en sangre y orina entre ambos grupos (Sanchez et al., 2016).
Por lo tanto, es importante entender los factores que estarian mitigando el efecto nefrotéxico del
Hg en nuestra poblacion de estudio. Dado el papel funcional del glutation presentado lineas
arriba y con el animo de abordar el componente genético como uno de los factores que podrian
estar influenciando la susceptibilidad/resistencia del individuo expuesto a desarrollar el proceso
fisiopatoldgico. Nosotros analizamos variantes genéticas de tipo SNPs en genes involucrados en
el metabolismo del glutation respecto a los niveles de Hg en sangre y orina y a los biomarcadores
de funcidn renal en la misma poblacion de estudio.

De las variantes genéticas analizadas en este trabajo, los polimorfismos en los genes GCLM y
GCLC estarian mitigando el efecto nefrotéxico inducido por Hg. Estos genes codifican las dos
subunidades que componen la enzima GCL; considerada la enzima limitante de la velocidad de
sintesis de glutation en tanto que la sobreexpresion de GCL incrementa la sintesis de este

tripéptido (Perrine Susan, 2005). Por lo tanto, las variantes genéticas en estos genes estarian
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modulando los niveles de biosintesis de glutation, lo que podria explicar, al menos en parte, la
susceptibilidad/resistencia individual a los efectos toxicos del Hg.

Respecto al GCLM rs41303970, nuestros resultados mostraron que los portadores del alelo T
presentaban niveles aumentados de Hg en orina (Tabla 4, Figura 16A). Este resultado esta de
acuerdo con lo reportado en la literatura, donde se encontré que individuos ocupacionalmente
expuestos al Hg elemental mostraron que el alelo T del GCLM rs41303970 se asocio
significativamente con un aumento en los niveles de Hg en orina (Custodio et al., 2004; Harari et
al., 2012). Adicionalmente, en individuos expuestos a metil-Hg por consumo de pescado, este
SNP también se asocio significativamente con un aumento de los niveles de Hg en sangre
(Engstrom et al., 2008). Interesantemente, cuando exploramos la distribucion de las frecuencias
genotipicas y alélicas del GCLM rs41303970 en nuestra poblacién, encontramos un
enriquecimiento del genotipo TT y del alelo T de este SNP en el grupo ocupacionalmente
expuesto al Hg en comparacion con el grupo no expuesto (Tabla 3), lo que podria sugerir una
adaptacion humana a este metal. En este contexto, existe evidencia epidemioldgica que sugiere
que estresores ambientales de tipo metal probablemente han impulsado el aumento en las
frecuencias de variantes genéticas protectoras en genes relacionados con el metabolismo del
metal estresor (Schlebusch et al. 2015).

El SNP rs41303970 se localiza en la regién promotora del gen GCLM. La sustitucion de C por
T regula la expresion génica a nivel transcripcional, disminuyendo la produccion de la subunidad
modificadora GCLM); responsable de modular la eficiencia de la catalisis de la enzima GCL, por
lo que como consecuencia disminuiria la biosintesis de glutation en los portadores del alelo T
(Nakamura et al., 2002). En este contexto, al disminuir la biosintesis de glutation se forman

menos conjugados GSH-Hg, afectando la absorcion y acumulacion del Hg a nivel renal y
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favoreciendo la excrecion urinaria del Hg (Custodio et al., 2004). Nosotros sugerimos que este
mecanismo podria explicar, al menos en parte, la proteccion frente a la nefrotoxicidad inducida
por Hg ya que mitigaria el riesgo de generar una situacion prolongada de estrés oxidativo que
podria favorecer el desarrollo del dafio renal.

Respecto al GCLC rs1555903, nuestros resultados mostraron que los portadores del alelo C
presentaban niveles disminuidos de eTFG y B-2MCG (Tabla 5, Figura 17A y 18A). A nuestro
entender, no existen publicaciones previas que reporten asociaciones de este polimorfismo con la
nefrotoxicidad inducida por Hg o la enfermedad renal en general. Un estudio de cohorte encontrd
una asociacion significativa del alelo C del GCLC rs1555903 con retencién de metil-Hg en el
cordon umbilical (Julvez etal., 2013). Sin embargo, nuestros resultados no mostraron
asociaciones estadisticamente significativas de este SNP con los niveles de Hg en sangre y orina
(Tabla 4). En conjunto, esto sugiere que el GCLC rs1555903 podria estar favoreciendo la
retencion del Hg a nivel del tejido renal, posiblemente mediante el aumento de los conjugados
GSH-Hg.

El SNP rs1555903 se localiza en el intron 9 del gen GCLC. Hasta el momento no hay
evidencia experimental que demuestre el efecto de la sustitucion de T por C en la expresion de
GCLC. Sin embargo, el analisis de la expresion del loci de rasgos cuantitativos (eQTL, del inglés
expression quantitative trait loci) realizado utilizando la base de datos Genotype-Tissue
Expression (GTEx) (CONSORTIUM 2013) revel6 que el alelo C de rs1555903 podria estar
asociado con la expresion de GCLC en muestras de corteza renal (n = 73, B = 0.58, P = 0.0047)
(Apéndice G), por lo que como consecuencia aumentaria la biosintesis de glutation en los
portadores del alelo C. En este contexto, al aumentar la biosintesis de glutation se forman mas

conjugados GSH-Hg, los cuales son acumulados a nivel tisular y, como consecuencia, generarian
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una situacion prolongada de estrés oxidativo que podria favorecer el desarrollo del dafio renal,
como se muestra con la disminucion de los niveles de eTFG observados en este estudio.

Interesantemente, cuando analizamos el efecto de los SNPs sobre los biomarcadores de
funcion renal de manera independiente para el grupo expuesto y no expuesto ocupacionalmente
al Hg, encontramos que tanto los portadores del alelo C del GCLC rs1555903 como los
portadores del alelo T del GCLM rs41303970 del grupo no expuesto al Hg presentaron
disminucion de eTFG (Tabla 6, Figura 17B y 19B). Si bien en nuestra poblacion no se evidencio
dafio renal, ya que todos los participantes presentaron eTFG >76.4 mL/min/1.73 m? (Tabla 2),
nuestros resultados sugieren que pueden existir otros factores que podrian explicar la
disminucion de la eTFG en este grupo de personas no expuestas ocupacionalmente al Hg.
Adicionalmente, nosotros exploramos el efecto epistatico de estos dos SNPs sobre los
biomarcadores de efecto, pero no encontramos evidencias estadisticamente significativas;
posiblemente debido a que los grupos formados por las combinaciones de alelos presentaron una
muestra muy pequefia para hacer la inferencia estadistica.

Teniendo en cuenta nuestros hallazgos, los resultados apuntan a que los niveles de glutation,
determinados por la actividad de la enzima GCL, estarian determinando la magnitud del efecto
toxico del Hg en la funcién renal mediante la modificacion del balance redox celular. El
glutation es el principal actor del sistema celular de defensa antioxidante, cuya concentracion
intracelular se incrementa para disminuir las ROS, pasando en el proceso de glutation reducido
(GSH) a glutation oxidado (GSSG) (Zhang etal., 2012). Ya que la biosintesis de glutation
depende de la enzima GCL, un aumento en la expresion de alguna de sus subunidades: GCLC o
GCLM, conduciria a un aumento en la concentracion de GSH (Choi et al., 2000). Si bien un

exceso de GSH podria disminuir las ROS en condiciones de estrés oxidativo, esto también podria
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conducir a la generacion de estrés reductor. En este sentido, se ha reportado evidencia
experimental en células embrionarias de rifion humano (HEK293T), en las cuales se sobre-
expresaron independientemente los genes GCLC o GCLM y se observo un cambio en el
potencial redox mitocondrial; aumentando el potencial redox reductor y, como consecuencia, se
generé oxidacion mitocondrial y citotoxicidad (Zhang et al., 2012). Este efecto fisioldgico
celular se puede explicar debido a que los organelos celulares presentan diferentes potenciales
redox: en el citoplasma, la relacion GSH/GSSG oscila entre 30:1 y 100:1, con un potencial redox
de -290 mV; en el reticulo endoplasmaético, la relacion GSH/GSSG oscila entre 1:1 y 3:1, con un
potencial redox entre -170 y -185 mV, siendo méas oxidante; y en las mitocondrias, la relacién
GSH/GSSG oscila entre 20.1 y 40:1, con un potencial redox entre 1250 y -280 mV, siendo mas
reductor en la matriz y mas oxidante en el espacio interno de la membrana (Zhang et al., 2012).
Un incremento en los niveles de glutatién puede generar una relocalizacién de este antioxidante
en la matriz mitocondrial, lo que llevaria al aumento de las peroxidasas mitocondriales;
generando un potencial redox mas reductor que activa las enzimas glutation reductasa y
tiorredoxina reductasa, oxidando el GSH (GSSG) vy la tiorredoxina mitocondrial y generando
productos citotdxicos como superoxido y perdxido de hidrogeno (Korge et al., 2015).

En el contexto anteriormente descrito podriamos explicar, al menos en parte, nuestros
resultados de asociacion. Por una parte, la disminucion en la eTFG observada en los portadores
del alelo C de GCLC rs1555903 del grupo no expuesto ocupacionalmente al Hg (Tabla 5), se
podria deber a un incremento en los niveles de glutation que ocasionarian un aumento en el
potencial redox reductor, ocasionando oxidacion mitocondrial y, como consecuencia,
citotoxicidad. Por otra parte, la disminucion en los niveles de B-2MCG observada en los

portadores del alelo C de GCLC rs1555903 del grupo expuesto ocupacionalmente al Hg (Tabla



TOXICOGENETICA RENAL DE LA EXPOSICION AL MERCURIO | 78

6), se podria deber a la modulacion de la actividad de la enzima GCL sobre la biosintesis de
glutation por parte de la subunidad GCLM, la cual esta disminuida en los portadores del alelo T
de GCLM rs41303970, permitiendo asi la formacion de los conjugados GSH-Hg en un balance
homeostéatico entre las fuerzas prooxidantes y las antioxidantes que mitigan el dafio a nivel del
tabulo proximal. Adicionalmente, nuestros resultados también sugieren que no se estaria
favoreciendo la acumulacion de los conjugados GSH-Hg en la célula tubular proximal debido a
los niveles aumentados de Hg en orina que presentaron los portadores del alelo T de GCLM
rs41303970; apoyando asi la evidencia reportada sobre la importancia de esta subunidad sobre la
actividad de GCL. De hecho, se ha reportado que cuando el Hg forma conjugados con moléculas
cargadas negativamente, toda la absorcion renal de Hg se produce a nivel de la membrana
basolateral e impide la absorcion de los conjugados de Hg a nivel de la membrana luminal,
promoviendo la excrecion urinaria de Hg (Jan et al., 2011).

Nuestros resultados también mostraron una sobrerrepresentacion del alelo G y del genotipo
GG del GSTP1 rs4147581 en el grupo no expuesto ocupacionalmente al Hg en comparacion con
el grupo expuesto (Tabla 3). Aunque el efecto de este SNP sobre GSTP1 sigue sin estar
completamente esclarecida, un analisis de eQTL utilizando la base de datos GTEXx revel6 que el
alelo G de rs4147581 podria estar asociado con la expresion de GSTP1 en muestras de corteza
renal (n = 73, B = 0.36, P = 0.006). Ademas, el alelo C de rs4147581 se ha asociado con la
metilacion del ADN (Breton et al., 2009). Por lo tanto, este SNP puede controlar la expresion de
GSTP1 al influir sobre la metilacion del ADN (Liu et al., 2001), y como consecuencia, modular
la acumulacion de Hg al nivel del rifion mediante la formacién de conjugados de Hg con
glutation. Sin embargo, en andlisis posteriores no observamos asociaciones significativas con los

niveles de Hg en sangre y orina, ni con los biomarcadores de funcion renal analizados. Por lo que



TOXICOGENETICA RENAL DE LA EXPOSICION AL MERCURIO | 79

se necesitaria un tamafio de muestra mayor, lo suficiente como para poder detectar el efecto de
este SNP sobre las concentraciones de Hg en las condiciones de nuestro estudio.

El andlisis de interaccion entre los SNPs estudiados sobre los biomarcadores de exposicién
mostro un incremento en los niveles de Hg en orina en portadores de los alelos GSS rs3761144-G
y GSTA1 rs3957356-C; asociacion que fue estadisticamente significativa en el grupo expuesto al
Hg pero no en el grupo no expuesto (Figura 21 A y B). Los SNPs rs3761144 y rs3957356 se
localizan en la regiéon 5’UTR del gen que los contiene. Las sustituciones de C por G para GSS
rs3761144 y de T por C para GSTAL rs3957356 actlan a nivel transcripcional, regulando
negativamente la expresion del gen respectivo (Goodrich et al.,2011; Coles et al., 2001). La
disminucion de la expresion de estos dos genes conduciria no sélo a la disminucién de la
biosintesis de glutation por parte de la enzima GSS, sino también a la disminucion de la
conjugacion con este tripéptido por parte de la enzima GST (Hayes et al., 2005). De acuerdo con
lo anterior, los niveles aumentados de Hg en orina evidenciados en los portadores de los alelos
GSS rs3761144-G y GSTA1L rs3957356-C en el grupo expuesto al Hg (Figura 21 B) se pueden
explicar, al menos en parte, por una disminucion en la biosintesis de glutation y la conjugacion
de Hg con GSH, favoreciendo la excrecién urinaria del metal. En apoyo a esta hipotesis, se ha
reportado que los portadores del alelo G de rs3761144 GSS presentaron niveles elevados de
metil-Hg en cabello por consumo de pescado (Goodrich et al., 2011), aunque no se observaron
efectos similares para el GSTAL rs3957356 con niveles de metil-Hg en eritrocitos (Custodio et
al., 2004).

Existen algunas limitaciones en este estudio de asociacion. Primero, debido al pequefio
tamafo de la muestra, los hallazgos deben interpretarse con precaucion hasta que se confirmen

en estudios mas amplios. En segundo lugar, dado que los SNP en los genes de interés se
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seleccionaron en funcién de su participacion en el metabolismo de glutation, nuestro analisis
podria pasar por alto otras variantes genéticas relevantes que podrian estar modulando el
metabolismo del Hg. Finalmente, la compleja patogénesis de la toxicidad de Hg sugiere que
otros factores genéticos y ambientales pueden estar contribuyendo a las asociaciones encontradas
en nuestro estudio y, por lo tanto, deben ser abordadas para esclarecer su funciéon en este

contexto.
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3. Conclusiones

Nuestros resultados sugieren que las variantes genéticas germinales en los genes GCLM, GCLC,
GSTA1, GSTP1, y GSS podrian mitigar el efecto nefrotdxico por Hg mediante la modulacién de
la biosintesis del glutation. Es asi como la sobrerrepresentacion de los alelos GCLM rs41303970-
Ty GSTP1 rs4147581-C en el grupo expuesto comparado con el grupo no expuesto, asi como las
asociaciones encontradas con los niveles aumentados de Hg en orina para los portadores del
grupo expuesto de los alelos GCLM rs41303970-T, GSTAL rs3957356-C y GSS 3761144-G
sugieren que la disminucién en la biosintesis de glutation y posterior conjugacion con Hg estaria
limitando la formacion de los conjugados GSH-Hg, lo que impediria su acumulacion en la célula
tubular proximal y, como consecuencia, favoreceria la excrecion urinaria del Hg, mitigando el
efecto toxico de este metal a nivel renal como lo sugiere la asociacion encontrada entre el alelo
GCLC rs1555903-C con los niveles disminuidos del biomarcador de dafio tubular p-2MCG. Este
mecanismo propuesto es consistente con la literatura cientifica que reporta que a pesar de que el
glutation es el principal antioxidante intracelular, un exceso del mismo debido a la
sobreexpresion de alguna de las enzimas involucradas en su biosintesis puede generar
citotoxicidad debido a un efecto prooxidante. En este contexto, nuestra evidencia mostro que los
portadores del alelo GCLC rs1555903-C presentaron niveles disminuidos de la eTFG en el grupo
no expuesto ocupacionalmente al Hg. Finalmente, no se encontraron asociaciones significativas

entre los SNPs estudiados con los niveles de albimina urinaria.
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Apéndices

Apendice A: Consentimiento Informado.

=

GRUPO DE INMUNOLOGIA Y EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR
INGRESO DE MUESTRAS PARA ANALISIS TOXICOLOGICO

| Et g B

— |

DECLARATORIA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
TOXICOLOGIA DEL MERCURIO

E grupe de invesigacion de Inmunologla y Epidemioiogia Molecufar de la Facultad de Salud de ta Univessidad Industrial de Saatander realiza
tna investigacion para delerminar los efectos Woxicos del marcurio, Para poder delerminar estos valores a cada persona se e lomardn muestzas
de sanare y ofna. Se busca deterrninar las altaraciones inmunolbgicas y renales en personas: expuestss a vapores de mercwio. Los resultados
ubleridos sen importantes suministrarios a fas autoridades de salud para que los ulifoen para hacer campanas prevenivas en el uso del
frereuni, 251 coma para que s médces puedan ulilizarlos para ta realizacidn de un diagndstion, tratamiento y sequimiento mas acurtado de ks
pacientes inxicadoes por este metal,

Procedimiznto del estudio

Siusted acepla padicipar en ef esludio se Je alizarh una encuusta ton informacion personal y olres datos gerurales, Tambibn se ks har un
exami fisioo general por parte de un méxlico y so le tomardn muestras de sangre én 3 tubos de 7mi, oring da 24 horas, primara orina d¢ I
mafang y se ko cordarin can tleras unos pocos cabets (aproximadaments 50) cercanos a 13 nuca, pam conocer lo valores de meruno y
evahunr alieraciones renales e nmunokigicas.

Henoficios

St sted pospla parkicipar 10 reaibird ninglin beneficio directo de los resultados de este estudio. La infonnacibn y resultados do sus axdmenes e
serin entregados y se le dard orianlacin, si lo requiere; para qua la empresa de salud en fa qua se encuentra afiiado la aga en cuents en
caso de requerdr sequittiento o fralamiento, La informacion oblenida en ests estudio podrfa ayudamos en & futuro a mejorar el contrel ¥
prevoncién de las infoxicaciones por mercunio,

Ricsgos

La toma de mugstra de sangre se hard bajo condiclones de biosequridad para ovitar cualquier tipo da infeocidn. En I foma de miesta da
smgto ustad podrin presentar un leve dolor o un pequelto morado en ef sio de la extiaccion, La canbidad 1otal de sange que s¢ tomard es
slmi:unmuﬁradauawa!qﬁwwuobadohbumbwndymmmmmsgohnpwmtnpafawmd.lamdamnwadal
cabclo se hard ko més cercana #f cvero cabafudo y bajo condiciones de bioseguridad para evitar cualquier infeccidn, Este procedimisnlo de
consenfimiento informado estd sjustaco a las normas de éica madica vigentes en Colombia, a la dedaracitn de Helsinki y sus enmiendas, 3 la
guhmmlwm&nrécﬁcasd’nmomEs)yaraaambadbndelmdeEkachlaFauﬂaddeSatuddelaUnimﬂiadea
onlander,

Responsabiiidades det paclente

St acupta participa en of estudio usted debe pemisi fa toma de las muestras do sangre, orina y cabello para ta realizaciin de las pruchas de
faboratonio, fa reafzacdn de los exdmenes fisicos si son requeridos. Usted debe suministrar la infonnacion que se b solicite. Usled ayudara
1o si ke Gioe @ Su médico cuakuier molestia que presente durante kos procedimientos,

Alternativas
St usted estoge no parkcinar en el estudio se b realizard ef examen médico de Kgual forma que a kas otras personas,

Confidenctalidad

Sulo s decler y sus oolaboradores sabrén que usted esld participando en este estudio. Guardaremos privacdad acetca do los registios que
pusdan identificarko a usted hasta donde 1nos lo permita la ley, Se utiizara un cdigo del estudio para su identificacitn, Su nomive no aparecard
&n ningin inforine, ni publicacion da este estudo.

Compunsacion

Usted no incuericd en ningla gasto por la paricipacitn en este estudio. Los examincs médicos y de laboratoro son complelimente gratuitos. En
caso de requent cualquier olro examen se fe dard ka asesoria y orientacidn para que sea suministrado por ki empresa de saud én ka cual sa
encuentre affiado,

Parsonas a contactar

Si tiene cusloular pregunta acerca de st estudio o acerca de lo que deba hacar en case da que sienta alguna meolastia durante & estudio,
puede comunicarse con T Dra, Luz Helena Sanchez Rodriguez en la Escuela de Bacteriologia ol tekfono 6348223 0 con fa Dra. Yolanda
Vargas Fiato def Laboratorio Quimico de Consultas Industriales ai teléiono 6349009, Si ene dudas cun respecto a os darechos y dederes qua
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INGRESO DE MUESTRAS PARA ANALISIS TOXICOLOGICO

GRUPO DE INMUNOLOGIA Y EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR gz

Sl por au participauion en este estudio, puede comunicasse con 1a Dra, Esparanza Cruz, presidente del Comiti de Institucional de Elica en
Humanos al fedfono S344000 Ext, 3145.

S madico mepongable de esta investigaciin estard disponible para responder cualquier progunta adicional
Hombe: Div Lauris Arvdeea Rodriguez, Direccitn; Carrera 32 No. 29-31, Facultad de Salud, Departamento de Salud Pétlica Telélono: 6454726,

Ustad enonde quo s parficipacion en ef estudio es VOLUNTARIA. En cuakyuier momento usted puade refirar su consentiniento 8 participar en
fes wsludios. Su midico lambién podrd detaner ol estudi por 1azones médicas u olras tazones,

Aulorizacitn bira yuardar Sus muesiras

o Jo soksitn ey sulodzacion para que fa informacion y las muestras, incuyendo s matarial genético, oblenidas en este estudio poedan ser
uliEzadas un olfes estudios relacionados con la toxicologia del mercurio, previa aprobacicn det Comité de Efica de Investigacion de Ja Facultad
diz Sald 1o B Undversidod Industrial de Samtander,

Aaio Fiema de autorizacion

Hoautorzo

Aceplacidn

Con lechia hablendo comprendido fo anterior y una vez que se me actararon todas fas dudas que

sungienan con respecto a mi participacion en lafs) investicacin(es) desarrolladas por el grupo de Inmunologia y Epidemiologia Molecufar,

’ Datos

! Pareatesco con el
participante

Nombre Lugary fecha

Lelra imprenta) (oDMwap) | Fimaohudlla

Nombre del pux;icip:mto

Ho. du Identificacton

Represantents Joan)
Fode asicncd O cihad @ o d ok mowkther)

No. do identificacion
Testigod

- —— e — e ——

| ¥o. de entificacién
Tustigo 2

"\'J_.. }1&!({\‘_3{![“&&‘0()

mvestigmior, Médico,

Eabe procedimientu do consenimiento informade esta ajustado a 'as normas de éfica médica vigentes en Colombia, a la dectaraciin de Helsinki
y sus enmiendas, a la Gula para Buenas prixcticas clinicas (JCH E6) y a fa aprobacidn del Comilé de Elica de la Faculd de Salwd de fa
Universiad Indusiial de Sentander
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Apéndice B: Interacciones SNP-SNP con biomarcadores de exposicion al Hg en poblacién

total.
Hg en sangre Hg en orina
Interacciones SNP-SNP (ng Ha/L) (ug Hy/g creatinina)
B P-valor? P-valor® B P-valor? P-valor®
GSS_rs3761144_add - 0553172  0,745098  -0,101  0,014592 0,0172
GSTAL rs3957356_add 0,021
GOLM, 1541308970.add © 0089217 0606061 0074  0,067485 0,0106
GSS 153761144 add 0059 0653599 0622051 0068 0068197  0,057229
GCLC._rs1555903_add - 0867221  0,745098  -0,076  0,115045  0,227405
GSS_rs3761144_add 0014 (311522 0252525  -0,066  0,117923  0,097849
GSTAL_rs3957356_add © 0233639 0,200501 002 0666612 0372781
GCLM_rs41303970_add 0,007 : ' e ' '
GSTAL rs3957356_add - 0,150096 0,331707 -0,016 0,672354 1
GCLC._rs1555903_add 0036 0534625  0,363128 0,016  0,694975  0,571429
GCLM _rs41303970_add 0049 048923 0705882 0,006  0,884598 1
GSTPL rs4147581_add )
" - 0,678303  0,594203 0,004  0,933577 1

GSS_rs3761144_add 0,047
GSTP1_rs4147581_add
GSTP1_rs4147581_add
GCLC_rs1555903_add

GSTA1_rs3957356_add
GSTP1_rs4147581_add 0,015
GCLC_rs1555903_add

GCLM _rs41303970_add

0,022

0,026

&/alor de p correspondiente a los modelos de regresion lineal multivariados.
b\/alor de p empirico en base a 5000 permutaciones del modelo de regresion lineal multivariado.
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Apéndice C: Interacciones SNP-SNP con biomarcadores de funcion renal en poblacion

total

eTFG Albdmina urinaria, 24h
Interacciones SNP-SNP (mL/min/1.73 m?) (mg/mL)
[ P-valor? P-valor® B P-valor? P-valor®

GSS_rs3761144_add GSTA1_rs3957356_add -0,007 0,243376 0,176596 -0,031 0,485915 0,3875
GCLM_rs41303970_add GSS_rs3761144_add 0,001 0,857468 0,615385 -0,027 0,541028 0,413793
GCLC_rs1555903_add GSS_rs3761144_add -0,005 0,394259 0,901961 0,011 0,791074 1
GSTA1_rs3957356_add GCLM_rs41303970_add 0,006 0,382099 0,960784 -0,049 0,350397 0,200495
GSTA1_rs3957356_add GCLC_rs1555903_add -0,003 0,667218 0,359116 -0,009 0,843642 0,591549
GCLM_rs41303970_add GSTP1_rs4147581_add 0,001 0,839848 1 -0,032 0,528755 0,745098
GSS_rs3761144_add GSTP1_rs4147581_add 0,003 0,5887 1 0,04 0,335678 0,237654
GSTP1_rs4147581_add GCLC_rs1555903_add 0,004 0,484848 0,547619 0,017 0,70155 0,660377
GSTAL rs3957356_add GSTP1_rs4147581_add -0,001 0,875989 0,843137 0,015 0,750776 1
GCLC_rs1555903_add GCLM_rs41303970_add 0,006 0,337233 0,214092 0,011 0,807196 1

&/alor de p correspondiente a los modelos de regresion lineal multivariados.
b\/alor de p empirico en base a 5000 permutaciones del modelo de regresion lineal multivariado.

B-2MCG

Interacciones SNP-SNP (ng/mL)
B P-valor? P-valor®

GSS_rs3761144_add GSTA1_rs3957356_add 0,051 0,249 0,131148
GCLM_rs41303970_add GSS_rs3761144_add -0,025 0,571859 0,862745
GCLC_rs1555903_add GSS_rs3761144_add -0,029 0,47171 1
GSTA1_rs3957356_add GCLM_rs41303970_add 0,009 0,85774 0,564103
GSTA1_rs3957356_add GCLC_rs1555903_add -0,007 0,868928 0,921569
GCLM_rs41303970_add GSTP1_rs4147581_add -0,036 0,490744 0,167665
GSS_rs3761144_add GSTP1_rs4147581_add -0,016 0,693862 0,960784
GSTP1_rs4147581_add GCLC_rs1555903_add 0,018 0,686403 0,481481
GSTA1_rs3957356_add GSTP1_rs4147581_add -0,027 0,564538 1
GCLC_rs1555903_add GCLM_rs41303970_add -0,017 0,71477 0,666667

&V/alor de p correspondiente a los modelos de regresion lineal multivariados.
b\/alor de p empirico en base a 5000 permutaciones del modelo de regresion lineal multivariado.
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Apendice D: Interacciones SNP-SNP con biomarcadores de exposicion al Hg por grupo de

exposicion.

Hg en sangre

Hg en orina

Interacciones SNP-SNP Grupo Expuesto (ng Hy/L) (Mg Hy/g creatinina)

[ P-valor? P-valor® B P-valor? P-valor®
GSTA1_rs3957356_add GSS_rs3761144_add -0,053 0,253329 0,245955 -0,139 0,011609 0,0018
GSTA1_rs3957356_add GCLC_rs1555903_add -0,035 0,492077 0,389937 -0,114 0,062201 0,051435
GCLM_rs41303970_add GSTA1_rs3957356_add 0,001 0,9909 1 -0,11 0,111458 0,169355
GCLM_rs41303970_add GSS_rs3761144_add -0,098 0,052297 0,057576 0,081 0,171819 0,121379
GCLC_rs1555903_add GSS_rs3761144_add -0,008 0,864319 0,980392 0,068 0,230461 0,131619
GCLC_rs1555903_add GSTP1_rs4147581_add -0,004 0,945102 1 0,059 0,429435 0,42963
GSTP1_rs4147581_add GCLM_rs41303970_add 0,06 0,346825 0,510204 -0,051 0,497962 1
GSS_rs3761144_add GSTP1_rs4147581_add -0,056 0,309607 1 0,044 0,505378 0,573333
GSTAL_rs3957356_add GSTP1_rs4147581_add 0,014 0,817783 0,784314 0,032 0,656452 1
GCLC_rs1555903_add GCLM_rs41303970_add 0,064 0,228375 0,215259 0,024 0,70946 0,784314

&/alor de p correspondiente a los modelos de regresion lineal multivariados.
b\zalor de p empirico en base a 5000 permutaciones del modelo de regresion lineal multivariado.

Hg en sangre

Hg en orina

Interacciones SNP-SNP Grupo no expuesto (Hg Hy/L) (ng Hg/g creatinina)

[ P-valor? P-valor® B P-valor? P-valor®
GCLM_rs41303970_add GSTP1_rs4147581_add 0,074 0,119087 0,123944 0,054 0,086509 0,052399
GSTP1_rs4147581_add GSS_rs3761144_add -0,032 0,377993 0,284585 -0,024 0,319045 0,248366
GSS_rs3761144_add GCLM_rs41303970_add -0,031 0,543556 0,477477 0,027 0,431346 0,363636
GSTA1_rs3957356_add GCLM_rs41303970_add -0,085 0,162499 0,151786 -0,032 0,453947 1
GSS_rs3761144_add GCLC_rs1555903_add -0,054 0,163528 0,158287 -0,017 0,511187 0,421429
GSS_rs3761144_add GSTA1_rs3957356_add 0,042 0,419221 0,372781 -0,022 0,544421 0,622951
GCLM_rs41303970_add GCLC_rs1555903_add -0,026 0,570651 0,554217 0,017 0,580748 0,309735
GSTA1_rs3957356_add GCLC_rs1555903_add -0,034 0,435406 0,181223 -0,006 0,83107 1
GSTP1_rs4147581_add GCLC_rs1555903_add 0,02 0,57001 1 -0,002 0,919648 0,573333
GSTA1_rs3957356_add GSTP1_rs4147581_add -0,06 0,166912 0,27037 -0,003 0,922462 0,823529

&/alor de p correspondiente a los modelos de regresion lineal multivariados.
b\/alor de p empirico en base a 5000 permutaciones del modelo de regresion lineal multivariado.
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Apendice E: Interacciones SNP-SNP con biomarcadores de funcién renal en grupo

expuesto.
eTFG AlbUmina urinaria, 24h
Interacciones SNP-SNP (mL/min/1.73 m?) (mg/mL)
B P-valor? P-valor® B P-valor? P-valor®
GSTA1_rs3957356_add GSS_rs3761144_add -0,005 0,507466 0,349206 0 0,993715 1
GSTA1_rs3957356_add GCLC_rs1555903_add -0,004 0,588045 1 -0,085 0,076443 0,188073
GCLM_rs41303970_add GSTA1_rs3957356_add 0,005 0,526843 0,541176 -0,061 0,257783 0,15035
GCLM_rs41303970_add GSS_rs3761144_add 0,003 0,655929 0,745098 -0,022 0,637189 0,444444
GCLC_rs1555903_add GSS_rs3761144_add -0,002 0,823413 0,843137 -0,012 0,784452 0,357143
GCLC_rs1555903_add GSTP1_rs4147581_add -0,009 0,314412 0,764706 0,033 0,571123 0,573333
GSTP1_rs4147581_add GCLM_rs41303970_add 0,002 0,787758 0,980392 -0,053 0,364284 0,642857
GSS_rs3761144_add GSTP1_rs4147581_add -0,003 0,744437 0,515789 -0,035 0,495422 0,622951
GSTAL_rs3957356_add GSTP1_rs4147581_add -0,004 0,648753 0,784314 -0,055 0,317168 0,510417
GCLC_rs1555903_add GCLM_rs41303970_add 0,001 0,850396 0,495146 0,014 0,780934 1

&/alor de p correspondiente a los modelos de regresion lineal multivariados.
b\zalor de p empirico en base a 5000 permutaciones del modelo de regresion lineal multivariado.

B-2MCG
Interacciones SNP-SNP (ng/mL)
B P-valor? P-valor®

GSTA1_rs3957356_add GSS_rs3761144_add 0,089 0,077376 0,063989
GSTA1_rs3957356_add GCLC_rs1555903_add -0,006 0,910478 0,862745
GCLM_rs41303970_add GSTA1_rs3957356_add -0,051 0,420326 0,784314
GCLM_rs41303970_add GSS_rs3761144_add -0,014 0,79482 1
GCLC_rs1555903_add GSS_rs3761144_add -0,014 0,785941 1
GCLC_rs1555903_add GSTP1_rs4147581_add 0,105 0,121691 0,088547
GSTP1_rs4147581_add GCLM_rs41303970_add -0,08 0,243931 0,112374
GSS_rs3761144_add GSTP1_rs4147581_add 0,026 0,658961 1
GSTA1_rs3957356_add GSTP1_rs4147581_add -0,076 0,237594 0,541176
GCLC_rs1555903_add GCLM_rs41303970_add -0,037 0,538435 0,5

&V/alor de p correspondiente a los modelos de regresion lineal multivariados.
b\/alor de p empirico en base a 5000 permutaciones del modelo de regresion lineal multivariado.
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Apendice F: Interacciones SNP-SNP con biomarcadores de funcion renal en grupo no

expuesto.

eTFG AlbUmina urinaria, 24h

Interacciones SNP-SNP (mL/min/1.73 m?) (mg/mL)

B P-valor? P-valor® B P-valor? P-valor®
GCLM_rs41303970_add GSTP1_rs4147581_add 0,004 0,755675 0,606061 -0,015 0,8743 0,960784
GSTP1_rs4147581_add GSS_rs3761144_add 0,011 0,268393 0,171843 0,12 0,095455 0,107656
GSS_rs3761144_add GCLM_rs41303970_add -0,01 0,469231 1 -0,042 0,686684 1
GSTA1_rs3957356_add GCLM_rs41303970_add 0,011 0,46429 0,803922 -0,001 0,99471 1
GSS_rs3761144_add GCLC_rs1555903_add -0,013 0,176883 0,183445 0,05 0,510576 0,654545
GSS_rs3761144_add GSTA1L_rs3957356_add -0,016 0,211149 0,510204 -0,116 0,258724 0,23913
GCLM_rs41303970_add GCLC_rs1555903_add 0,014 0,237348 0,261324 -0,003 0,972622 1
GSTA1_rs3957356_add GCLC_rs1555903_add 0 0,98454 1 0,108 0,226904 0,120219
GSTP1_rs4147581_add GCLC_rs1555903_add 0,017 0,056696 0,020736 0,019 0,786223 0,602941
GSTA1_rs3957356_add GSTP1_rs4147581_add -0,001 0,894197 1 0,113 0,195859 0,170732

&/alor de p correspondiente a los modelos de regresion lineal multivariados.
b\/alor de p empirico en base a 5000 permutaciones del modelo de regresion lineal multivariado.

B-2MCG

Interacciones SNP-SNP (ng/mL)
[ P-valor? P-valor®

GCLM_rs41303970_add GSTP1_rs4147581_add 0,007 0,928835 1
GSTP1_rs4147581_add GSS_rs3761144_add -0,065 0,304947 0,130631
GSS_rs3761144_add GCLM_rs41303970_add -0,042 0,646626 0,666667
GSTA1_rs3957356_add GCLM_rs41303970_add 0,162 0,133719 0,090462
GSS_rs3761144_add GCLC_rs1555903_add -0,023 0,732052 0,660377
GSS_rs3761144_add GSTAL_rs3957356_add -0,067 0,455005 0,288
GCLM_rs41303970_add GCLC_rs1555903_add 0,023 0,770227 0,571429
GSTA1_rs3957356_add GCLC_rs1555903_add 0 0,996924 1
GSTP1_rs4147581_add GCLC_rs1555903_add -0,064 0,29964 0,231454
GSTAL_rs3957356_add GSTP1_rs4147581_add 0,053 0,477503 0,654545

&/alor de p correspondiente a los modelos de regresion lineal multivariados.
b\zalor de p empirico en base a 5000 permutaciones del modelo de regresion lineal multivariado.
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Apendice G: Resultado analisis de la expresion del loci de rasgos cuantitativos (eQTL)
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