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 RESUMEN 

La exposición crónica al material particulado derivado de la actividad minera se asocia 

con graves consecuencias clínicas. Los estudios han vinculado esta exposición con 

neumoconiosis, bronquitis crónica, enfisema, fibrosis y cáncer pulmonar en mineros de 

carbón, además de alteraciones en parámetros biológicos en las poblaciones aledañas. Sin 

embargo, establecer una causalidad directa es complejo debido a múltiples variables 

características de los modelos de exposición crónica. En orden de explorar los efectos de 

la exposición a nanopartículas de carbón proveniente de una de las minas cercanas a La 

Loma-Cesar, el presente trabajo buscó caracterizar el contenido de hidrocarburos 

aromáticos policíclicos (HAP) de las nanopartículas (NP) usando Cromatografía de Gases 

acoplada a Espectrometría de Masas (GC/MS) y se evaluaron los efectos de la exposición 

in vitro a diferentes concentraciones de NP en células de fibroblastos de pulmón de 

hámster chino (V79) usando el ensayo cometa alcalino y modificado con enzimas EndoIII y 

FPG. Dentro de los resultados obtenidos se destaca la presencia de HAPs en las NP tales 

como fluoranteno, naftaleno, antraceno, 7H-benzo[c]fluoreno, fenantreno, pireno, 

benceno[a]antraceno, criseno y algunos derivados alquilados. En el análisis de 

genotoxicidad de las NP sobre células V79 se encontró un efecto dosis-respuesta ante las 

concentraciones usadas. Estos datos respaldan la hipótesis de que las nanopartículas de 

carbón derivadas de la actividad minera tienen un impacto en la integridad genética y 

pueden llevar a muerte celular programada. Estos resultados pueden direccionar futuras 

investigaciones y estudios adicionales para profundizar en la comprensión de los efectos, 

los cuales sean punto de apoyo para explorar estrategias de mitigación o de reducción de 

los riesgos asociados con la exposición a nanopartículas de carbón. 

PALABRAS CLAVES: Nanopartículas de carbón, genotoxicidad, estrés oxidativo, 

hidrocarburos aromáticos policíclicos, células V79. 

 



 
 ABSTRACT 

Chronic exposure to particulate matter derived from mining activity is associated with 

serious clinical consequences. Studies have linked this exposure to pneumoconiosis, 

chronic bronchitis, emphysema, fibrosis, and lung cancer in coal miners, in addition to 

alterations in biological parameters in surrounding populations. However, establishing 

direct causality is complex due to multiple variables characteristic of chronic exposure 

models. In order to explore the effects of exposure to carbon nanoparticles from one of 

the mines near La Loma-Cesar, the present work sought to characterize the polycyclic 

aromatic hydrocarbon (PAH) content of the nanoparticles (NP) using Gas Chromatography 

coupled to Mass Spectrometry (GC/MS) and the effects of in vitro exposure to different 

concentrations of NP in Chinese hamster lung fibroblast cells (V79) were evaluated using 

the alkaline comet assay and modified with EndoIII and FPG enzymes. Among the results 

obtained, the presence of PAHs in the NPs stands out, such as fluoranthene, naphthalene, 

anthracene, 7H-benzo[c]fluorene, phenanthrene, pyrene, benzene[a]anthracene, 

chrysene and some alkylated derivatives. In the genotoxicity analysis of the NPs on V79 

cells, a dose-response effect was found with the concentrations used. These data support 

the hypothesis that carbon nanoparticles derived from mining activity have an impact on 

genetic integrity and can lead to programmed cell death. These results can direct future 

research and additional studies to deepen the understanding of the effects, which can 

serve as a basis for exploring mitigation or reduction strategies for the risks associated 

with exposure to carbon nanoparticles. 

KEYWORDS: Carbon nanoparticles, genetic damage, oxidative stress, polycyclic aromatic 

hydrocarbons, mining activity, V79. 

 

  



 
 INTRODUCCIÓN 

 

El carbón es un recurso natural no renovable muy importante en la economía mundial. De 

él se obtiene calor mediante combustión, lo que permite, entre otras cosas, generar 

electricidad y dar sustento a múltiples industrias a lo largo del mundo (1). Para extraer 

este mineral del suelo se han desarrollado múltiples técnicas, pero con impactos negativos 

en los recursos naturales. Entre estas técnicas, la minería a cielo abierto destaca por ser 

una de las más agresivas para el medio ambiente (2). En ella, los procesos de explotación, 

extracción y transporte del carbón se producen grandes cantidades de material 

particulado que luego es arrastrado por el viento, recorriendo largas distancias en el 

proceso (3). Este es un fenómeno complejo, cuya significancia yace en la concentración 

de partículas que se mantienen suspendidas en el aire y las reacciones fotoquímicas que 

tienen lugar en el. Ello depende tanto de las características fisicoquímicas de la partícula 

per se cómo de las condiciones atmosféricas del área en cuestión, que incluyen la 

velocidad y dirección del viento, humedad, cantidad de precipitaciones (lluvia), entre 

otros aspectos (4). En cualquier caso, una vez levantadas, las partículas más pesadas 

pueden caer en el suelo, sobre fuentes de agua y vegetación en áreas alejadas de su punto 

de origen, mientras que las más pequeñas pueden permanecer suspendidas en el aire, en 

donde terminan siendo respiradas por la fauna y los habitantes de áreas circundantes [11] 

(5) (6).  

Los efectos de estas partículas dependen de dos aspectos: el tamaño de la partícula y la 

estructura química. El tamaño está relacionado con el radio medio de las partículas en 

una suspensión (medido en micrómetros), aspecto que no solo condiciona su capacidad 

para transportarse a través del viento, sino que también juega un papel crucial en la 

deposición de la partícula en el sistema respiratorio. Así, aunque existan partículas de 

tamaños variables suspendidas en el aire, se consideran de importancia clínica y ambiental 

aquellas con PM10, PM2.5-10 (denominadas “gruesas”), PM<2.5 (denominadas “finas”), y 

nanopartículas (o ultrafinas, con PM<0.1, es decir, <100 nm) (7)(8). Las PM2.5-10 tras ser 

inhaladas tienden a depositarse en las vías aéreas superiores; algunas de éstas pueden ser 

removidas por procesos mecánicos como tos o estornudo, y otras pueden provocar 

obstrucción respiratoria. Las partículas finas pueden alojarse en las vías aéreas inferiores 

y los alveolos (9). Las nanopartículas por su parte son especialmente peligrosas debido a 

que el conocimiento de su efecto en el ser humano aún es escaso. Aun con ello, la 

preocupación por los posibles efectos adversos para la salud por el contacto con los 

nanomateriales se ha elevado en los últimos 10 años (10), debido a que diferentes estudios 

toxicológicos in vitro e in vivo en animales y cultivos celulares han evidenciado que estos 

presentan, a esa escala, propiedades biológicas diferentes que a escala micrométrica, 

entre estas se encuentran que son más fáciles de ser translocadas hacia órganos 

secundarios (11) (12) (13), inadecuada eliminación por parte de los macrófagos (14), 

pueden ser transportadas a través de los axones de las neuronas sensoriales (15) y, 



 
 además, que pueden acceder a las estructuras intracelulares tales como las mitocondrias 

y núcleos (16). 

Ahora bien, la estructura y composición química del material particulado depende en gran 

medida de las características del yacimiento carbonífero. Múltiples estudios en varios 

yacimientos han encontrado los siguientes componentes en común: carbono, oxigeno, 

potasio, silicio, sulfuro, y cloro como los principales (17), estructuras hechas de carbono 

orgánico en configuraciones irregulares altamente heterogéneas, con contenido de HAPs, 

(18) (19) (20), además de metales como el hierro, zinc, níquel, plomo, cadmio, cobre, 

magnesio, aluminio, titanio, entre otros (21) (22) (23) (24). Analizando específicamente 

cada uno de los componentes, los HAPs están conformados químicamente por 2 o más 

anillos aromáticos, y pueden originarse directamente de yacimientos de carbón, o bien a 

partir de la combustión incompleta de combustibles fósiles (25) (26). Además de los anillos 

de carbono, los HAPs también pueden contener hidrógeno y, en algunos casos, átomos de 

oxígeno, nitrógeno y otros elementos. Los HAPs pueden tener una amplia gama de tamaños 

y estructuras, y se clasifican en base a la cantidad de anillos de carbono en su estructura. 

Los HAPs son considerados contaminantes de gran interés ambiental y clínico debido a la 

fuerte relación que existe entre la exposición a ellos y el riesgo de cáncer en humanos. 

Tal es la evidencia científica y clínica, que la Agencia de Protección Ambiental 

estadounidense (EPA) ha enlistado 16 de ellos como contaminantes de gran prioridad 

debido a su toxicidad para organismos vivos, y su alta estabilidad y persistencia en el 

medio ambiente. Entre estos están: naftaleno (NAP), acenaftileno (ACY), acenafteno 

(ACE), fluoreno (FLU), fenantreno (PHEN), antraceno (ANTH), fluoranteno (FLTH), pireno 

(PYR), benzo[a]antraceno (B[a] A), criseno (CHRY), benzo[b]fluoranteno (B[b]F), 

benzo[k]fluoranteno (B[k]F), benzo[a]pireno (B[a]P), benzo[g ,h,i]perileno (B[ghi]P), 

indeno[1,2,3-c,d]pireno (IND) y dibenzo[a,h]antraceno (D[ah]A).  Según la Agencia 

Internacional de Investigación sobre cáncer (IARC), de los anteriores, el benzo[a]pireno se 

clasifica como carcinógeno para humanos (grupo 1), mientras que el naftaleno, 

benzo[a]antraceno, criseno, benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno e indeno[1,2,3-c, 

d]pireno se consideran como posibles carcinógenos para humanos (grupo 2B) [12].  

Este potencial carcinogénico no es igual para todos los HAPs mencionados debido a que 

está dado por la forma en la que la molécula interactúa con el organismo expuesto a nivel 

celular, aunque por norma general, requiere interacciones enzimáticas que producen 

metabolitos activos capaces de interactuar con el ADN directamente (27). Una vez se han 

producido los metabolitos activos del HAP, estos pueden interactuar con el ADN de 

diversas maneras: a través de unión covalente directa (formando un aducto) (28); a través 

de la interrupción de mecanismos necesarios para la reparación; alterando indirectamente 

al ADN en formas que afectan la transcripción (29); induciendo la producción de 

aberraciones cromosómicas, hecho que puede ocurrir bien con la alteración de la 

maquinaria de microtúbulos responsables de la distribución equitativa de cromosomas 

(agentes aneugénicos), o a través de la ruptura y/o deleción de material genético (agentes 

clastogénicos) (30), entre muchos otros. El Benzo[a]pireno, por ejemplo, debe su gran 

carcinogenicidad a la capacidad de los epóxidos de benzo[a]pirenodiol derivados de su 



 
 procesamiento enzimático para formar aductos con el ADN. Este fenómeno provoca 

mutaciones que terminan por causar fallas en la transcripción de proteínas importantes 

para la supresión de tumores (principalmente TP53), así como en proto-oncogenes que a 

la larga inducen la interrupción de la maquinaria de reparación del ADN, lo que termina 

con la aparición de células cancerosas (31). Por otro lado, los metales son capaces de 

dañar las células catalizando la producción de especies reactivas del oxígeno (ERO) en 

solución acuosa, a través de las reacciones de Fenton y Haber Weiss (32). Estas ERO (anión 

superóxido, peróxido de hidrógeno, ion hidroxilo) tienen una naturaleza altamente 

reactiva, lo que los lleva a buscar estabilidad tomando electrones de cualquier compuesto 

químico circundante. En conjunto, los componentes del material particulado derivado de 

la actividad minera tienen el potencial de inducir daños considerables a células y tejidos 

vivos. 

Con lo anterior en consideración, es razonable que la exposición crónica al material 

particulado derivado de la actividad minera pueda llevar a consecuencias clínicas 

importantes en los individuos afectados. En efecto, múltiples estudios han asociado la 

exposición a material particulado proveniente de minería a cielo abierto con afecciones 

clínicas complejas: la exposición ocupacional se considera como causal del desarrollo de 

neumoconiosis, bronquitis crónica, enfisema, fibrosis y cáncer pulmonar en mineros de 

carbón (33)(34)(35).  

Ahora bien, estudios en áreas aledañas a zonas de extracción minera han reportado la 

alteración de parámetros biológicos en poblaciones humanas: Buttling et al (2021) y 

Ruktanonchai (2022) encontraron que la residencia de mujeres embarazadas cerca de una 

mina a cielo abierto activa ubicada en la región de los Apalaches centrales durante la 

gestación aumentó la posibilidad de parto prematuro (PTB) y bajo peso al nacer (LBW) 

debido, al menos parcialmente, a la exposición a material particulado derivado de la 

actividad minera (36) (37). Hendryx, M & Entwhistle (2015) reportaron que residentes que 

vivían cerca de una mina a cielo abierto ubicada en el este de los Estados Unidos tenían 

valores de proteína C reactiva significativamente elevados en comparación con controles 

(con media ajustada = 4,9 mg/L en el grupo expuesto y 0,9 mg/L en el grupo control, p < 

0,03). Los residentes expuestos también reportaron significativamente más enfermedades 

cardiopulmonares y más síntomas de enfermedad. Además, cuando se analizó los 

recuentos de partículas en rango respirable (0.5μm – 5.0μm), se encontró una cantidad 

significativamente mayor tanto dentro de los hogares como al aire libre en las ubicaciones 

cerca de minas (38). León-Mejía et al (2011, 2014) encontraron una relación significativa 

entre la exposición a material particulado proveniente de la explotación minera y 

biomarcadores de daño al ADN en trabajadores mineros de La Guajira, Colombia (39) (40). 

Ávila Júnior et al (2009) realizaron un estudio en Lauro Müller, un municipio brasileño del 

estado de Santa Catarina. En este, evaluaron la actividad de múltiples marcadores de 

estrés oxidativo, entre ellos TBARS, marcadores de peroxidación lipídica; TG, glutatión 

total; GSH, glutatión reducido; y GST, glutatión s-transferasa, en trabajadores de la mina, 

residentes de áreas aledañas a esta y controles no expuestos. Entre sus resultados más 

reveladores, encontraron que los trabajadores directa e indirectamente expuestos, así 



 
 como los sujetos que vivían en las proximidades de la planta minera de carbón, tenían 

niveles elevados de TBARS en plasma y niveles reducidos de TG y GSH en sangre total en 

comparación con los controles, lo que soporta la conclusión de que la exposición a material 

particulado de la minería de carbón conlleva a estrés oxidativo en el organismo (41). 

En Colombia, las actividades de extracción de carbón a cielo abierto son especialmente 

prominentes en la Guajira y el Cesar (42). En este último departamento, varias 

comunidades habitan cerca a esas zonas, generando un ambiente económico y social que 

gira en torno a esta práctica. Entre estas comunidades se encuentra La loma, un 

corregimiento del Paso-Cesar. Este corregimiento se encuentra ubicado en las 

inmediaciones de un área de explotación minera de carbón a cielo abierto con gran 

importancia económica en la región, que lleva operando desde el año 1990 bajo la 

administración de la empresa Drummond LTD (43). En lo corrido de los últimos años, 

estudios en la comunidad han evidenciado alteraciones de parámetros biológicos en seres 

vivos que habitan la zona; como por ejemplo Guerrero-castilla et al, (2014) hallaron altas 

concentraciones hepáticas de cobre y Zinc, así como el aumento de la transcripción de 

genes asociados con el estrés oxidativo y el daño genético en ratones obtenidos de casas 

ubicadas en el área minera (44). En humanos, investigaciones han observado alteraciones 

diferentes biomarcadores de los habitantes de la zona; como lo descrito en el estudio de 

León Mejía et al (2023) en el que se analizó el citoma de micronúcleo con bloqueo de 

citocinesis (CBMN-Cyt) y el citoma de micronúcleo bucal (BM-Cyt), encontrando 

diferencias significativas asociadas a cito y genotoxicidad entre el grupo de individuos 

expuestos de la Loma- Cesar y el grupo control (sin exposición a carbón). De manera 

adicional, reportaron un incremento significativo en la concentración de bases de 

ADN/ARN, creatinina, polisacáridos y ácidos grasos en la orina (45). En otro estudio, León-

Mejía et al (2023) reportaron que individuos expuestos en el área minera tenían 

concentraciones significativas de aluminio, azufre, cromo, hierro y cobre en la sangre, así 

como hipopotasemia (46). Finalmente, Miranda-Guevara et al (2023) realizaron un estudio 

en el que reportaron que individuos expuestos al material particulado del área durante 

más de 10 años evidenciaron telómeros significativamente más cortos y niveles 

significativamente más altos de daño directo al ADN y daño generado por estrés oxidativo 

comparado con los controles. De manera adicional, al analizar muestras de orina de los 

individuos expuestos, los autores detectaron concentraciones significativamente mayores 

de sodio (Na), fósforo (P), azufre (S), cloro (Cl), potasio (K), hierro (Fe), zinc (Zn) y bromo 

(Br) en comparación con el grupo de control (47). 

A pesar de que la evidencia mencionada sugiera una correlación innegable, aún resulta 

difícil apuntar directamente al material particulado derivado de la actividad minera como 

agente causal de las anomalías genéticas reportadas en la Loma-Cesar, debido a la 

cantidad de variables y complejidad que involucran los estudios con seres vivos. Por este 

motivo, los estudios in vitro ofrecen la posibilidad de aportar datos fiables sobre los 

efectos de la exposición a agentes químicos en las células bajo condiciones de tiempo y 

concentraciones controladas (48). Para lograrlo en las condiciones particulares 

planteadas, múltiples parámetros deben ser estudiados: en primera instancia, es 



 
 necesario aislar nanopartículas derivadas del carbón de la mina aledaña a la zona de 

estudio. Estas nanopartículas deben ser un reflejo de aquellas producidas de forma 

natural, a las que se expone las poblaciones humanas estudiadas. En segundo lugar, es 

necesario caracterizar fisicoquímicamente las nanopartículas extraídas: su contenido en 

metales, HAP y PM, dado que estas variables condicionan directamente el daño que 

pueden ser capaces de provocarle a organismos vivos.  

Con estos datos, el siguiente paso es probar su toxicidad en ambientes controlados. Esto 

es posible a través del uso de linajes celulares estandarizados y medios de cultivo 

especiales que inducen su proliferación y estabilidad celular. De entre los linajes celulares 

disponibles en investigación, las células de fibroblastos de pulmón de hámster chino (V79) 

son de las más utilizadas. Estas células son ideales para su uso en estudios de exposición 

debido a su relativa facilidad de cultivo, poseer un cariotipo estable y una alta tasa de 

proliferación, lo que permite ensayos rápidos y confiables. Respecto a esto, 

investigaciones previas ya han hecho uso satisfactorio de este linaje en el estudio de daño 

cito y genotóxico de múltiples agentes, entre ellos, el material particulado proveniente 

de minas de carbón (47)(49)(50)(51)(52).  

Para poder establecer correlaciones significativas entre la exposición a un agente y el 

daño derivado de dicha exposición en sistemas biológicos, se hace uso de biomarcadores 

que permitan evaluar alteraciones en la actividad biológica de los individuos expuestos a 

agentes particulares con relación a individuos control. La naturaleza de estas técnicas 

determina el parámetro biológico a evaluar, así como las conclusiones que se pueden 

obtener de ellos. El ensayo cometa (también conocido como electroforesis de células 

individuales) es una técnica que permite la evaluación cuantitativa de las rupturas de 

hebra simple o de doble cadena en el ADN a través de la migración de fragmentos que se 

logra por una electroforesis y la posterior observación por microscopia de fluorescencia 

(53). Estas rupturas pueden ser causadas por agentes genotóxicos como productos 

químicos, radiación ultravioleta, estrés oxidativo, agentes genotóxicos, entre otros (54) 

(55). Cuando el ADN sufre dichas rupturas pierde su integridad, afectando la información 

que codifica. Esto desencadena que la maquinaria celular realice la reparación del daño 

o que conlleve a procesos de muerte celular programada (apoptosis), o a mutaciones 

peligrosas que al acumularse terminan por producir células cancerosas (56). Sin embargo, 

otros tipos de daño son menos evidentes: el daño oxidativo, por ejemplo, es resultado del 

ataque al ADN de moléculas altamente reactivas de entre las que destacan las ERO. Estas 

moléculas son capaces de oxidar componentes del ADN, afectando su integridad. La 8-

oxoguanina es uno de los productos principales de la oxidación de las purinas, junto con 

las formamidopirimidinas, mientras que el 5-Hydroxyuracil representa el principal daño 

dirigido a las pirimidinas (57). El daño oxidativo es igual de preocupante que las rupturas 

dobles dado que puede inducir mutaciones y fallas de expresión de la información 

contenida en el ADN, hecho que, si no se repara correctamente termina por desencadenar 

mutaciones peligrosas capaces de inducir procesos de carcinogénesis (58). Para permitir 

la detección de este tipo de daño a través del ensayo cometa es necesario el uso de 

enzimas específicas (59). Estas enzimas son la endonucleasa III (ENDOIII) y 



 
 formamidopirimidina [fapy]-ADN glicosilasa (FPG), capaces de interactuar con pirimidinas 

y purinas oxidadas respectivamente.  

La forma de explorar más a fondo las observaciones realizadas por el equipo de trabajo 

en la Loma-Cesar, se propuso utilizar las nanopartículas aisladas del carbón mineral de la 

zona minera para estudiar los efectos de la exposición en el linaje V79 a través del ensayo 

cometa alcalino y con enzimas ENDOIII y FPG. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Cultivo celular 

Células pertenecientes al linaje V79 se cultivaron como monocapa en cultivo continuo en 

botellas de cultivo celular de 25 cm2 en medio DMEM suplementado con 5% suero fetal 

bovino termo-inactivado (SFB), y penicilina/estreptomicina 100 μg/ml. Las células se 

incubaron a 37 °C en una atmósfera húmeda con 5 % de CO2. Para realizar pase de células, 

se realizó retirado aséptico del medio de cultivo, con lavado posterior con ½ del volumen 

del medio en buffer fosfato salino estéril a 37°C. Posteriormente se añadió 1/10 del 

volumen del medio en tripsina-EDTA (0.05%/0.02%) y se permitió actuar a la enzima 

durante 5 minutos a 37°C. Tras la tripsinización, se neutralizó con ½ del volumen final de 

medio en medio completo (DMEM+SFB+antibiótico) y se realizaron pasajes del volumen de 

medio con células desprendidas a matraces de cultivo, momento en el cual se completó 

con el otro ½ de volumen final de medio en medio completo.  

Aislamiento, caracterización y suspensión de nanopartículas de carbón 

Se siguieron los lineamientos de extracción por ácido nítrico planteados por Huang et al 

(2019) (60). Brevemente, 5 gramos de carbón mineral proveniente de la Loma-Cesar, 

fueron resuspendidos en ácido nítrico y dejados en agitación durante 24 horas. Posterior 

a esto, se centrifugó a 4300 revoluciones por minuto (RPM) durante 40 minutos y se 

recuperó el sobrenadante. Este sobrenadante fue centrifugado a 15000 RPM durante 1 

hora. Luego, se recuperó el sobrenadante y se calentó a 100°C durante 24 horas. Las 

nanopartículas obtenidas (NP) fueron solubilizadas en medio DMEM + antibiótico sin suero 

fetal bovino con relación 2mg/1mL. Para controlar la esterilidad, la suspensión fue dejada 

bajo luz UV durante 30 minutos. El producto de este proceso fue utilizado en experimentos 

posteriores (47).  

Siembra, exposición y aplicación del ensayo cometa 

El ensayo del cometa alcalino se realizó según lo descrito por Singh et al. (1988) (61) con 

modificaciones planteadas por León mejía et al (2016) (49). Brevemente, se sembraron 3 

x 105 células V79 en cada pocillo de placas de 6 pocillos. Después de 24 h, cada pozo se 

preparó así: pozo 1, control negativo tratado con medio completo suplementado; pozo 2, 

celulas expuestas a 50 µg/mL de NP; Pozo 3, celulas expuestas a 100 µg/mL de NP; pozo 

4, celulas expuestas a 300 µg/mL de NP; pozo 5, control positivo; pozo 6, control no 



 
 inoculado, solo con medio completo para vigilar esterilidad. Los pozos se incubaron 

durante 48 horas a condiciones descritas con anterioridad. Previo al final del tiempo de 

incubación, se trató el pozo 5 con 150 μM H2O2 durante 1 h.  

Después del tratamiento, las células se tripsinizaron y se resuspendieron en el mismo 

medio completo usado durante la exposición. De esta suspensión, se mezclaron 20 µl con 

80 µl de agarosa de bajo punto de fusión (LMP) al 0,75 %. Esta mezcla se colocó en un 

portaobjetos previamente recubierto con 1,5 % de agarosa de punto de fusión normal 

(NMA) procesada a 60 °C. Las capas de agarosa se cubrieron con un cubreobjetos y, 

después de solidificarse el gel, se retiraron los cubreobjetos. Los portaobjetos se 

sumergieron durante la noche en una solución de lisis (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM y Tris 10 

mM, pH 10,0–10,5, 1 % con Triton X-100 al 1 % y DMSO al 10 % añadido en fresco) a 4 °C 

en la oscuridad. Posteriormente, los portaobjetos se colocaron durante 30 min en tampón 

alcalino a 4 °C (NaOH 300 mM y EDTA 1 mM, pH >13) para desenrollar el ADN. La 

electroforesis alcalina se realizó durante 30 min a 25 V y 300 mA. Los geles fueron 

neutralizados con Tris 0,4 M (pH 7,5) con tres lavados de 5 min cada uno. Los geles se 

secaron a temperatura ambiente. Luego se enjuagaron los portaobjetos y se tiñeron con 

20 µl de tinte fluorescente SYBR safe (2 ul/ml).   

Los análisis de portaobjetos se realizaron mediante el uso de OpenComet version 3.0 

(GPLv3). Se midió la genotoxicidad de 100 células (50 células de cada uno de los dos 

portaobjetos replicados por concentración) a través del porcentaje (%) de DNA en la cola, 

longitud de la cola y momento de Olive, parámetros que son ampliamente utilizados en el 

análisis estadístico del ensayo cometa dado que permiten cuantificar el daño: el %ADN en 

cola refiere a la proporción de ADN que migra desde el núcleo de la célula hacia la cola 

del cometa durante el ensayo, interpretado como la frecuencia de los cortes de doble 

cadena; el largo de cola representa la distancia que recorre el ADN en la cola del cometa, 

interpretable como el tamaño de los fragmentos producidos después del corte; y el 

momento olive, por su parte, es una medida que combina tanto el porcentaje de ADN en 

cola como el largo de la cola. Cuanto mayor sea el momento Olive, mayor será el daño 

genético. Este valor resulta considerablemente útil debido a que permite valorar tanto 

colas cortas con fracciones altas de ADN, como colas largas con fracciones bajas de ADN 

(62) (63). 

Ensayo cometa modificado con EndoIII y FPG 

El ensayo del cometa modificado siguió las modificaciones realizadas por León mejía et al 

(2016) (49). Brevemente, se incluyeron los mismos pasos del ensayo del cometa estándar 

hasta el paso de lisis celular. Después de este paso, los portaobjetos se retiraron de la 

solución de lisis y se lavaron tres veces con tampón de enzimas (HEPES 40 mM, KCl 100 

mM, EDTA 0,5 mM, albúmina sérica bovina 0,2 mg/ml, pH 8,0), se escurrieron y se 

incubaron a 37ºC en tampón enzimático suplementado con 60 μL de FPG (solución de 1 

μg/mL) durante 45 min, EndoIII (solución de 1 μg/mL) durante 30 min, y solución tampón 

de enzimas durante 30 min, a modo de control.  



 
 Cromatografía de gases y espectrometría de masas  

La muestra de partículas de carbón (5 g) se sometió a una extracción Soxhlet con éter de 

petróleo/cloruro de metileno (1:1) durante 24 horas, según lo descrito en el método EPA 

3540C (EPA 1996). El extracto se concentró, se fraccionó utilizando una columna de SiO2 

y se analizó mediante cromatografía de gases (utilizando una columna RTX-1MS de Restek) 

y espectrometría de masas (con 70 eV y un rango de m/z de 50-450 en modos de 

exploración completa/SIM). Las dimensiones de la columna capilar fueron de 30 m x 0.25 

mm (ID) x 0.5 µm (df). El tamaño de grano de SiO2 fue de 0.2-0.5 mm, con una temperatura 

de activación y tiempo de 100 °C y 24 horas. Los datos cromatográficos y espectroscópicos 

se procesaron utilizando el software Thermo XcaliburTM (Versión 2.2 SP1.48, Thermo 

Fisher Scientific, Inc.) y AMDIS (Sistema de Desconvolución e Identificación Espectral 

Masiva Automatizada, Build 130.53, Versión 2.70). Las fracciones saturadas y aromáticas 

se separaron utilizando hexano y cloruro de metileno, respectivamente. La programación 

de la temperatura del horno del cromatógrafo de gases fue de 85 °C (1 minuto) a 310 °C 

(5 minutos) a una velocidad de 4°C/minuto; relación de división: 5:1; temperatura del 

inyector: 250 °C. Se utilizó helio (99.999%) como gas portador, con una velocidad de flujo 

constante de 1.0 mL/minuto. 

Los constituyentes orgánicos se identificaron y confirmaron comparando sus espectros de 

masas con los disponibles en bibliotecas espectrales y bases de datos como NIST11, NIST 

Retention Index y Wiley9. Además, se utilizaron mezclas estándar certificadas que incluían 

alcanos de C10 a C40 (ref. # 68281, Sigma Aldrich) y una mezcla de calibración de PHA 

(Mezcla de Calibración SV # 6/610 de PAHs, cat. # 31011, Restek) para fines de 

comparación y verificación. Además, se calcularon los índices de retención (RI) lineales 

de temperatura programada para cada componente y se utilizaron con fines de 

comparación con los RI reportados en la literatura existente (64), (Datos in press). 

 

 

 

 

  



 
 RESULTADOS 

 

Aislamiento de nanopartículas de carbón derivadas de material extraído de la mina  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Mosaico que muestra el procesamiento y obtención de NP de carbón  

A, pesaje del carbón; B, suspensión y homogenizado en ácido nítrico; C, resultado 

de primera centrifugación; D, resultado de segunda centrifugación; E, 

recuperación de sobrenadante de segunda centrifugación en beaker; F, resultado 

de calentado de sobrenadante a 100°C durante 24 horas; G, recuperación de 

nanopartículas total; H, pesado de nanopartículas obtenidas. 

 

Evaluación del daño genotóxico en linaje V79 mediante el ensayo cometa alcalino y 

modificado  

Los resultados obtenidos del ensayo cometa estándar y modificado con EndoIII y FPG 

mostraron un aumento concentración-dependiente de todos los parámetros evaluados, 

A B C 

D E F 

H G 



 
 destacando a la concentración de 300 ug/mL como la más genotóxica para el linaje celular 

pasadas 48 horas de exposición, con valores similarmente genotóxicos a los obtenidos en 

el control positivo con H2O2 (Figura 2). 

 

Figura 2. Porcentaje de DNA en la cola de los ensayos ENDOII (derecha) y FPG 

(izquierda) comparados con el ensayo cometa alcalino estándar (en blanco). 

*Diferencia estadísticamente significativa con relación al control negativo (CN) (P 

< 0,05). # Diferencia significativa del aumento del daño oxidativo con relación al 

control negativo con EndoIII y FPG (P < 0,05). Los resultados se muestran como la 

media ± error estándar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Parámetro momento de Olive usando ENDOIII (derecha) y FPG 

(izquierda) comparados con el ensayo cometa alcalino estándar (en blanco). 

*Diferencia estadísticamente significativa con relación al control negativo (CN) (P 

< 0,05). # Diferencia significativa del aumento del daño oxidativo con relación al 

control negativo con EndoIII y FPG (P < 0,05). Los resultados se muestran como la 

media ± error estándar. 



 
 Como es mostrado en la Figura 3, se encontró un aumento concentración- dependiente 

del momento Olive resultado de la exposición a las concentraciones evaluadas, 

observándose niveles más altos de daño oxidativo en la mayor concentración y en el 

control positivo. En el caso del cometa modificado con FPG, existió un aumento 

comparativamente mayor comparado con EndoIII.  

Figura 4. Longitud de la cola de los cometas obtenidos en los ensayos ENDOIII 

(derecha) y FPG (izquierda) comparados con el ensayo cometa alcalino estándar 

(en blanco). *Diferencia estadísticamente significativa con relación al control 

negativo (CN) (P < 0,05). # Diferencia significativa del aumento del daño oxidativo 

con relación al control negativo con EndoIII y FPG (P < 0,05). Los resultados se 

muestran como la media ± error estándar. 

En la Figura 4 se analiza la longitud de la cola, se observa la misma tendencia de los otros 

parámetros analizados, significancia estadística en las concentraciones más altas. 
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 Figura 5. Mosaico de cometas observados en el microscopio de fluorescencia 

A, cometas control negativo; B, cometas de concentración 50 µg/mL; C, cometas de 

concentración 150 µg/mL; D, cometas de concentración 300 µg/mL; E, cometas de 

control positivo; F, vista de cerca de un cometa que muestra daño considerable, con sus 

partes identificadas. Figura hecha por el autor. 

Caracterización de HAPs de importancia clínica y medioambiental presentes en las 

nanopartículas de carbón por GC-MS 

A partir del análisis de GC-MS (modo full scan) del extracto orgánico (rendimiento: 0.34%), 

se identificaron algunos constituyentes relevantes (CAP - Compuestos Aromáticos 

Policíclicos) junto con hidrocarburos lineales/ramificados y cíclicos C12-C31 (TIC en la 

Figura 6). El análisis reveló que el extracto total estaba compuesto principalmente por 

hidrocarburos lineales/ramificados (51.2%) junto con hidrocarburos mono-/bicíclicos 

(6.1%) e insaturados (5.1%). Además, un grupo diverso de componentes con diferentes 

características químicas contribuyó hasta un 24.0%, incluyendo un 4.2% de hidrocarburos 

tricíclicos tetracíclicos, un 3.4% de alquil-naftalenos, un 2.8% de hidrocarburos 

monoaromáticos alquilados y un 1.8% de hidrocarburos tricíclicos pentacíclicos/PAH y 

alquil-fenantrenos/antracenos. Otros componentes incluyeron aldehídos fenólicos (1.2%), 

cetonas alifáticas (1.1%), ésteres alifáticos (1.0%), cetonas monoaromáticas (0.9%), éteres 

alifáticos (0.6%) y compuestos alifáticos di-/trisulfuro/cetonas fenólicas (cada uno 0.5%). 

Además, el extracto contenía bifenilos/ésteres monoaromáticos (cada uno 0.4%), 

benzo[b]naftofuranos/aldehídos monoaromáticos/hidrocarburos monoaromáticos 

tetracíclicos (cada uno 0.3%) y aldehídos alifáticos/éteres monoaromáticos/PAH 

oxigenados/quinonas (0.2%). Finalmente, el extracto contenía naftalenos oxigenados 

(0.1%), pirenos alquilados (0.05%) y fenoles alquilados (0.04%). 

A partir de la composición general descrita anteriormente, se resaltan: (i) el principal 

componente, además de los hidrocarburos lineales, fue 4,7-dimetil-1,2,3,4-

tetrahidrocriceno (3.5%); (ii) se identificaron dos tipos de alquil-naftalenos: (a) naftalenos 

C1-C2 (1.0%), (b) naftalenos C3-C8 (2.4%); (iii) los hidrocarburos monoaromáticos 

alquilados identificados fueron de dos tipos: (a) bencenos C1-C5 (0.8%), (b) bencenos C6-

C13 (2.0%); (iv) los hidrocarburos tricíclicos pentacíclicos derivados de octahidropiceno 

1,2,3,4,4a,5,6,14b-octahidropiceno; (v) se identificaron ocho (siete son prioritarios) PAHs 

(pueden ser de origen natural/biogénico/diagenético o petrogénico): 

naftaleno/fluoranteno (cada uno 0.4%), antraceno/7H-benzo[c]fluoreno (cada uno 0.3%), 

fenantreno/pireno (cada uno 0.2%), benzo[a]antraceno (0.04%) y criseno (0.006%); (vi) los 

alquil-fenantrenos/antracenos sustituidos por alquil C1-C4; (vii) los aldehídos fenólicos 

estaban sustituidos por alquil C0-C2; (viii) las cetonas alifáticas C12-C18 fueron derivados 

de "2-ona"; (ix) la mayoría de las cetonas monoaromáticas estaban sustituidas por alquil-

fenoles; (x) las cetonas fenólicas estaban sustituidas por alquil C1-C2; (xi) los bifenilos 

estaban sustituidos por alquil C0-C4; (xii) se identificaron tres isómeros de 

benzo[b]naftofuranos; (xiii) los aldehídos monoaromáticos estaban sustituidos por alquil; 

(xiv) los aldehídos alifáticos eran todos lineales; (xv) los PAH oxigenados se derivaron de 

E Célula 



 
 2H-fenantro[9,10-b]pirano; (xvi) y se identificó un alquil-pireno C1. En la Figura 7 se 

muestran los espectros de masas y las estructuras de cuatro de los PAHs más importantes 

identificados en el extracto de carbón: naftaleno, fenantreno, criseno y fluoranteno. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Perfil típico (corriente total de iones) obtenido por GC-MS (70eV, full scan) del 

extracto total de la muestra de carbón particulado. En la figura se incluyen los nombres 

de algunos constituyentes relevantes (enumerados según su orden de elución), junto con 

hidrocarburos lineales, ramificados y cíclicos de C12 a C31, que fueron los componentes 

principales. 

 

 

 



 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Espectro de masas obtenidos mediante GC-MS (full scan) de algunos compuestos 

aromáticos policíclicos encontrados en el extracto orgánico de la muestra de carbón. 

 

  



 
 DISCUSIÓN 

El carbón es una fuente importante de energía en muchos países, sin embargo, su 

explotación puede ser perjudicial para los seres humanos y el medio ambiente debido a 

una serie de impactos negativos asociados con esta actividad. Varias investigaciones 

previas realizadas en el área han señalado la existencia de una relación entre el material 

particulado emitido durante las actividades de extracción de carbón derivadas de la 

actividad minera y la alteración de parámetros biológicos de individuos que habitan en las 

inmediaciones de esta. En el presente trabajo, y en concordancia con hallazgos anteriores, 

se encontró que la exposición In vitro del linaje celular V79 a las nanopartículas de carbón 

durante 48 horas se vio capaz de inducir rupturas en el ADN de manera concentración-

dependiente, lo cual fue evidenciado tanto en el ensayo cometa estándar como en el 

modificado usando enzimas EndoIII y FPG.  

En principio, el ensayo cometa alcalino no solo es capaz de medir daño directo en la forma 

de rupturas dobles, sino que, gracias a su componente alcalino, puede detectar daños en 

el ADN a nivel de rupturas simples y sitios alcali-lábiles, lugares en el ADN donde las bases 

nitrogenadas están dañadas o modificadas de tal manera que son susceptibles a la rotura 

cuando se expone a pH alcalinos. Esto puede ocurrir debido a la oxidación, la alquilación 

u otros procesos que afectan las bases del ADN, como el daño oxidativo [87]. Además, Las 

enzimas endonucleasa III (ENDOIII) y formamidopirimidina [fapy]-ADN glicosilasa (FPG) 

usadas en la versión modificada son capaces de interactuar con pirimidinas y purinas 

oxidadas respectivamente, produciendo más rupturas de cadena doble que luego se 

manifiestan en la electroforesis como más daño (53) (59). En suma, el aumento 

considerable de daño entre versiones del ensayo refleja de forma más significativa el daño 

total sufrido por la molécula durante el periodo de exposición de 48 horas. estos resultados 

de genotoxicidad pueden ser atribuidos a múltiples mecanismos de daño actuando en 

conjunto: cambio de la permeabilidad membranal; interrupción de la función 

mitocondrial; interrupción de la síntesis/actividad enzimática; daño oxidativo y 

rupturas/mutaciones/aductos en el ADN.  

Para que las nanopartículas sean capaces de ingresar a la célula, primero deben atravesar 

la membrana citoplasmática, una estructura semipermeable compuesta a grandes rasgos 

por una bicapa lipídica, colesterol y proteínas constitutivas. En condiciones normales, esta 

membrana es semipermeable y requiere de transportadores para permitir el paso de 

estructuras químicas voluminosas de un lado a otro. Sin embargo, a la escala de PM<2.5, las 

partículas se han visto capaces de difundir a través de la membrana sin la necesidad de la 

intervención de mecanismos de transporte activo o facilitado, aumentando la presencia 

de marcadores de daño de membrana (65); de esta forma pueden interactuar con las 

estructuras intracelulares, provocando todo tipo de daños: expresión al alza de proteínas 

proapoptóticas Bax, caspasa-3 y caspasa-8 y disminución de la expresión de la proteína 

antiapoptótica Bcl-2, disminución de viabilidad celular, daño a la membrana plasmática 

con consecuente fuga de contenidos intracelulares de entre los que destacan la lactato 

deshidrogenasa; entre otros (66) (67) (68). Para esta investigación, a través del uso de la 



 
 técnica de dispersión dinámica de luz, Miranda-Guevara et al (2023) determinaron que las 

nanopartículas extraídas de la Loma-Cesar usadas en este estudio poseen un tamaño medio 

de entre 20 y 40 nm (0.02 y 0.04 μm) (69). Ello implica que no son capaces de difundir a 

través de la membrana citoplasmática e ingresar al citosol (dando pie a la expresión de 

diferentes formas de daño), sino que también pueden ingresar al núcleo, lugar donde 

pueden causar daño directo al afectar directamente al material genético (70) (71).  

En una caracterización del contenido de metales del material particulado originado de La 

Loma, León Mejía et al (2023) reportaron la presencia de cobre (Cu), aluminio (Al), cromo 

(Cr), silicio (Si) y de hierro (Fe) en las partículas. De estos elementos químicos, el hierro, 

cobre y cromo son catalizadores de la reacción de Fenton y haber Weiss (72) (73) (32). Las 

ERO derivadas de esta actividad catalítica dañan las células con las que tienen contacto 

al arrancarles electrones a estructuras como la bicapa lipídica (induciendo peroxidación 

lipídica), las proteínas (afectando su estructura tridimensional), al ADN (oxidando las 

purinas y pirimidinas), entre otros (74). A nivel del ADN, el principal mecanismo de daño 

tiene lugar mediante la oxidación de la guanina llevando a la formación de 8-oxo-7,8-

dihidroguanina (8-oxoG). Esto ocurre porque la guanina, una de las cuatro bases 

nitrogenadas que componen el ADN, contiene un grupo amino en una posición particular 

que la hace más susceptible a la oxidación por ERO. El producto de esta oxidación es 8-

oxo-7,8-dihidroguanina (8-oxoG), que puede llevar a errores en la replicación del ADN, 

dada la tendencia que tiene por emparejarse incorrectamente con adenina en lugar de 

citosina, provocando alteraciones de código que llevan a cambios considerables en la 

expresión y funcionalidad de proteínas (75) y consecuentemente llevar a procesos de 

carcinogenicidad. Esta propensión de la guanina a la oxidación puede explicar los 

resultados obtenidos en este estudio, en el cual se evidencian valores del ensayo con FPG 

comparativamente más altos que los resultados para EndoIII.  

Para considerar el daño producido por los HAPs, es necesario abordar que su toxicidad 

puede provenir bien de los metabolitos producidos tras la interacción del HAP con enzimas 

de fase 1 que hidrolizan, reducen y/o oxidan la molécula exógena, o bien de las 

interacciones directas que puedan tener los HAPs y componentes celulares. En el primer 

caso, la producción de metabolitos puede ocurrir a través de tres vías principales: i. la 

formación de HAP-o-quinonas mediante oxidación catalizada por dihidrodiol 

deshidrogenasas; ii. la formación de un catión radical HAP en un proceso de oxidación 

metabólica que involucra la peroxidasa del citocromo P450 y; iii. la creación de epóxidos 

de dihidrodiol, catalizada por enzimas del citocromo P450 (66,76) (77). Para estudiar las 

consecuencias del metabolismo se ha optado por el uso de linajes celulares hepáticos o 

por la modificación genética de linajes para introducirles el gen de la p450 humana, e 

incluso por la exposición a los metabolitos directamente (78). Debido al hecho de que el 

linaje V79 no expresa citocromos p450 reportados, este se ve incapaz de metabolizar los 

HAPs a sus formas activas por las rutas mencionadas de una forma que resulte significativa 

para considerarlos como causales del daño observado en los resultados (79). Sin embargo, 

sí que es posible asociarlos con las observaciones realizadas por León-Mejía et al (45) (46) 

en las poblaciones humanas de estudio, puesto que la actividad hepática podría dar pie 



 
 para la producción de los metabolitos a partir de HAPs introducidos al torrente sanguíneo 

transportados en PM<1, aunque se requiere investigaciones posteriores que validen este 

razonamiento. En cualquier caso, lo anterior implica que los resultados obtenidos 

involucran mecanismos de daño provocados directamente por la interacción HAP-célula. 

En el presente trabajo se logró identificar en las nanopartículas varios HAPs en los que 

destacan: fluoranteno, naftaleno, antraceno, 7H-benzo[c]fluoreno, fenantreno, pireno, 

benzo[a]antraceno, criseno y algunos derivados de alquilo. Sin necesidad de activación 

enzimática, se ha visto que algunos son capaces de dañar estructuras celulares: el 

naftaleno y el fenantreno pueden inducir daño celular directo al afectar el funcionamiento 

de la mitocondria, un organelo responsable no solo de la producción de energía en forma 

de ATP, sino que también de la regulación de la apoptosis por vía intrínseca. El naftaleno, 

el más prominente de ambos, lo hace (presumiblemente) al interferir directamente con 

la coenzima Q10, y a nivel general, con la cadena de transporte de electrones vía inhibición 

de la actividad enzimática dependiente de NADH (80)(81); el fenantreno es menos 

citotóxico debido a su baja solubilidad, pero también se ha involucrado en procesos de 

daño mitocondrial (82). El antraceno, por su parte, se ha visto capaz de interferir con la 

actividad de la catalasa, una enzima importante en el control del daño oxidativo 

provocado por ERO, al interactuar químicamente con ella (83). 

Así, la suma de los componentes genotóxicos discutidos con el tamaño y las capacidades 

que dicha característica fisicoquímica confieren a la nanopartícula, brindan una base 

teórica a partir de la cual se puede fundamentar sus efectos in vitro. Sin embargo, 

fenómenos como la metabolización y los sistemas de detoxificación aun resultan elusivos 

y, por tanto, difíciles de abordar. Para lograr una comprensión más amplia de los riesgos 

asociados con la exposición a las nanopartículas de carbón, será esencial investigar en 

detalle cómo estas partículas son metabolizadas en el organismo y cómo los sistemas de 

detoxificación responden a su presencia. Esto implica explorar los posibles metabolitos 

que se generan a partir de las nanopartículas y cómo pueden influir en los efectos 

observados para, en última instancia, analizar los mecanismos celulares de defensa y 

reparación que entran en juego en respuesta al daño causado por las nanopartículas, 

fundamental para el desarrollo de estrategias de prevención y mitigación que protejan la 

salud pública y el ecosistema en general. 

 

  



 
 CONCLUSIÓN 

En el presente trabajo se logró establecer una relación entre la exposición del linaje 

celular V79 a nanopartículas derivadas de La Loma-Cesar, y la generación de daño 

genotóxico directo y mediado por estrés oxidativo de forma concentración-dependiente 

durante el tiempo evaluado que, junto con la caracterización de la presencia de HAPs y 

los metales detectados por investigaciones previas permiten fundamentar con mayor 

solidez la correlación entre la exposición crónica al material particulado y las alteraciones 

de parámetros biológicos observados en la comunidad de La Loma-Cesar. Además, permite 

plantear mecanismos celulares capaces de explicar, al menos en parte, el daño observado, 

atribuyéndolo a las alteraciones en la permeabilidad membranal, interrupción de la 

función mitocondrial, interrupción de la actividad enzimática, así como rupturas, lesiones 

y formación de aductos en el ADN provocados directa o indirectamente por las 

nanopartículas de carbón. Estos datos subrayan la importancia de abordar problemáticas 

desde una perspectiva de salud pública y medio ambiente. Se necesitan investigaciones 

adicionales para comprender completamente la extensión de los efectos en humanos y las 

posibles medidas de mitigación en la zona. 
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