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Resumen

Evaluacion de la expansion de células mononucleares humanas de sangre de cordén
umbilical en presencia de dietil ftalato, dietilhexil ftalato y diisononil ftalato
Los ftalatos son ésteres de acido ftalico usados industrialmente como aditivos
plasticos ya que les confieren a los materiales las propiedades fisicas deseadas
como flexibilidad y durabilidad. Sin embargo, los ftalatos no se unen quimicamente
al polimero y por lo tanto pueden liberarse al medio que los rodea. Pueden causar
dafio celular mediado por la interaccién con receptores nucleares y la secrecién de
citocinas proinflamatorias. Se realizaron ensayos de inocuidad para medir la
viabilidad de las células mononucleares humanas de sangre de cordén umbilical en
presencia de dietil ftalato (DEP), dietilhexil ftalato (DEHP) y diisononil ftalato (DINP).
Adicionalmente, se analizo el efecto de estos compuestos sobre la expansion de los
progenitores hematopoyéticos mediante ensayos clonogénicos. En los ensayos de
inocuidad se observd que en los cultivos tratados con 10 y 100 pg/ml de DEHP y
DINP presentaron una disminucién significativa en la viabilidad celular. En los
ensayos clonogénicos se observé que en los cultivos tratados con 100 ug/ml de
DEHP y DINP presentaron una disminucion significativa en la formacién de colonias.
En cambio, los cultivos expuestos a DEP en ambos ensayos no presentaron
diferencias significativas. Por lo tanto, los ftalatos analizados si ejercen un efecto
negativo en la viabilidad celular, siendo el DEP menos téxico que el DEHP y el DINP.
Palabras clave. plastificador, DEHP, DEP, DINP, disruptor enddécrino, toxicidad,

progenitores hematopoyéticos.



Abstract

Evaluation of the expansion of human cord blood mononuclear cells in the presence of
diethyl phthalate, diethylhexyl phthalate and diisononyl phthalate
Phthalates are esters of phthalic acid used industrially as plastic additives since they
confer to the materials desired physical properties such as flexibility and durability.
However, phthalates are not chemically linked to the polymer and therefore can be
released to the surrounding environment. They can cause cellular damage mediated
by interaction with nuclear receptors and secretion of proinflammatory cytokines.
Innocuity assays were performed to measure cell viability of human cord blood
mononuclear cells in the presence of diethyl phthalate (DEP), diethylhexyl phthalate
(DEHP) and diisononyl phthalate (DINP). Additionally, the effect of these compounds
on the expansion of human hematopoietic progenitors was analyzed by clonogenic
assays. In innocuity assays it was observed that cultures treated with 10 and 100
pg/ml of DEHP and DINP showed a significant decrease in cell viability. In
clonogenic assays was observed that cultures treated with 100 pg/ml of DEHP and
DINP showed a significant decrease in colony formation. In contrast, cultures
exposed to DEP in both assays did not present significant differences. The
phthalates analyzed do exert a negative effect on cell viability, with DEP being less

toxic than DEHP and DINP.

Keywords. Plasticizers, DEHP, DEP, DINP, endocrine disruptor, toxicity,

hematopoietic progenitors.
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1 INTRODUCCION

Los ésteres de ftalato, también llamados ftalatos, son un grupo de compuestos
guimicos sintéticos, liquidos, incoloros, viscosos Y lipofilicos. Su estructura quimica
es la forma orto del acido benzenodicarboxilico (acido 1,2-benzenodicarboxilico
(Autian, 1973). Estos compuestos se utilizan como aditivos plastificadores para
brindar principalmente flexibilidad al producto plastico terminado o como vehiculo
para dar color, brillo o fragancia. Los ftalatos como dietil ftalato (DEP), diisononil
ftalato (DINP) y dietilhexil ftalato (DEHP), son algunos de los mas utilizados y
pueden encontrarse en una amplia variedad de productos, como por ejemplo en
manteles, tapiceria de muebles y automoviles, cortinas de ducha, mangueras,
juguetes, revestimiento de alambre y cable, guantes, tuberia médica, bolsas de
almacenamiento de sangre, cinta adhesiva, cepillos de dientes, envoltura de
alimentos, cosmeéticos, perfumes, aerosoles para el cabello, esmalte de ufias,
removedores de esmalte, jabones, detergentes, insecticidas y repelente de
mosquitos, adhesivos y lubricantes (ATSDR, 1995, 2002; CPSC, 2010; Latini, 2005;
Shaz et al., 2011; Simmchen et al., 2012). Se ha reportado que en algunos casos
los ftalatos pueden representar hasta 40% de un producto terminado de uso directo
por el consumidor. Especificamente en el area de la salud, se han analizado algunos
materiales médicos y se ha encontrado 20-40% de ftalatos en ellos (Kosti¢ et al.,
2016; Singh et al., 1972).

Cuando se usan como plastificadores estos aditivos no se unen quimicamente a los
polimeros del plastico que los contiene y por lo tanto pueden liberarse, migrar y

evaporarse al medio que les rodea. Estos contaminantes se han encontrado en



alimentos, aire, suelos, agua y sedimentos. Una vez en el ambiente, son
bioacumulados por invertebrados, peces y plantas, pero no se biomagnifican porque
animales superiores pueden metabolizarlos y excretarlos, aunque los metabolitos
generados son mas toxicos que los compuestos iniciales (Bang et al., 2011; Heudorf
y Mersch-sundermann, 2007; Liang et al., 2008; Shaz et al., 2011).

Debido a que los ftalatos se distribuyen con facilidad en el medio ambiente, los
humanos estan en contacto con ellos mediante diferentes rutas de exposicion. Por
ejemplo, es muy comun la exposicion oral, médica, dérmica e inhalacion para los
ftalatos de alto peso molecular como el DEHP y el DINP. Para el DEP, por ser de
bajo peso molecular, las principales rutas de exposicion son la dérmica e inhalacién,
pues es usado principalmente como solvente y vehiculo para fragancias e
ingredientes para cosméticos, en lugar de como plastificante (Api, 2001; Kavlock et
al., 2002; Latini, 2005; Meeker et al., 2009). Lo anterior explica por qué en los
humanos los ftalatos se han encontrado en orina, sangre, sudor, leche materna,
liquido amnidtico, saliva y en la sangre de corddén umbilical (Genuis et al., 2012;
Hines et al., 2009; Latini et al., 2003; Main et al., 2006; Tranfo et al., 2014).
Estudios realizados in vitro han revelado que los ftalatos modifican la morfologia de
las células de Sertoli (Gray et al., 1984), dafian la membrana plasmatica de células
CHO y de eritrocitos de rata (Phillips et al., 1986), reducen la viabilidad de leucocitos
humanos (Anderson et al., 1999), provocan apoptosis en ceélulas troncales
pluripotentes inducidas de células testiculares bovinas y necrosis en células
testiculares (Wang et al., 2013), inhiben la proliferacién en células WI-38 (Jones et
al., 1975), reducen la viabilidad de células U937 induciendo apoptosis (Yokoyama

et al., 2003), provocan la liberacién del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y



muerte celular en macrofagos alveolares de rata (Rakkestad et al., 2010), provocan
la secrecion de citocinas proinflamatorias en la linea celular de cérnea humana
B4G12 (Kruger et al., 2012). Estimulan la secrecidén de citocinas proinflamatorias
como IL1-B y VEGF en neutréfilos de neonatos mientras que en neutréfilos adultos
estimulan la secrecion de IL-8 (Vetrano et al., 2010), provocan muerte celular e
induccion de TNF-a en citotrofoblastos de corddn umbilical (Benachour y Aris,
2009), alteran la distribucion del tipo y velocidad de formacion de colonias en
progenitores hematopoyéticos CD34+ y aumentan los niveles de apoptosis en
células hematopoyéticas troncales CD34+ (Manz et al., 2015).

Es de particular interés conocer qué efecto ejercen los ftalatos sobre la viabilidad
celular al interactuar con la sangre de cordon umbilical que es usada como fuente
de células troncales. Las células troncales hematopoyéticas extraidas de sangre de
cordon umbilical han mostrado ventajas respecto a las células troncales
hematopoyéticas de médula ésea o movilizadas de sangre periférica, debido a que
no se utilizan técnicas invasivas para obtenerlas y porque exhiben un mayor
potencial de proliferacion y expansion (Andrade et al., 2013; Cairo y Wagner, 1997).
Dado que los ftalatos causan dafio y muerte celular y estan presentes en bolsas de
almacenamiento de sangre es de importancia clinica estudiar el efecto que tienen
sobre la poblacion celular total de la sangre de cordon umbilical pues esta se utiliza
para trasplantes de células troncales como tratamiento para tumores hematoldgicos
malignos recurrentes, sindromes de falla de médula Osea, estados de

inmunodeficiencia congénita severa y algunas alteraciones metabdlicas.



2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Ensayos de inocuidad de dietil ftalato, dietilhexil ftalato y

diisononil ftalato

Los ensayos de inocuidad de los ftalatos sobre la viabilidad celular de las células
mononucleares humanas de sangre de corddén umbilical se realizaron de la siguiente
manera. Se recuperaron las células mononucleares humanas de sangre de cordon
umbilical mediante un gradiente de Ficoll-paque plus (GE Healthcare) y se
resuspendieron en un solucion salina amortiguada con fosfatos (PBS) pH 7.2,
posteriormente se sembraron 500,000 células/ml en placa de 24 pozos y se
cultivaron durante 2 semanas a 37°C con 5% de CO2 en medio IMDM (Sigma) con
10% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco), 0.1 mg/ml de estreptomicina, 100 U/ml de
penicilina y 0.25 pug/ml de anfotericina B (Sigma), 5 ng/ml de interleucina-3 (IL-3),
12.5 ng/ml de interleucina-6 (IL-6), 5 ng/ml de factor de células troncales (SCF), 5
ng/ml de ligando del receptor Flt-3 (Flt-3-L) (Peprotech), 10 ng/ml de factor
estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF) (FILATIL), 10 ng/ml de factor
estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) (GRAMAL) y 3
U/ml de eritropoyetina (Epo) (BIOYETIN) (Probiomed). Durante el cultivo se tomaron
muestras cada 24 horas y las células se contabilizaron con Azul de tripano (Sigma).
Al dia 5 se realizo el recambio de la mitad del medio del cultivo por medio fresco y
se afadieron las diferentes concentraciones a analizar (0.1, 1, 10 y 100 ug/ml) de
DEP (Sigma), DEHP (Sigma) o DINP (Sigma) en etanol. Los ensayos de inocuidad

se realizaron por triplicado para las 4 concentraciones de ftalatos y para los



respectivos controles (medio sin etanol y medio con etanol sin el ftalato). Para DEP

y DEHP se realiz6 réplica biologica.

2.2 Ensayos clonogénicos de las cinéticas de dietil ftalato,

dietilhexil ftalato y diisononil ftalato

Para explorar el efecto que tienen los ftalatos sobre células hematopoyéticas
progenitoras se realizaron ensayos clonogénicos donde se colectaron 10,000
células/ml de los ensayos de inocuidad en los dias 0 y 10 y se cultivaron en medio
semisolido Methocult (StemCell Tecnologies) por 14 dias a 37°C con 5% de COe..
Pasado este tiempo, se contabilizaron las diferentes unidades formadoras de
colonias (UFC) con base en su morfologia. Los ensayos se realizaron por duplicado

con réplica biologica para DEP y DEHP.

2.3 Analisis estadisticos

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey para determinar
la probable diferencia de las distintas concentraciones de ftalatos evaluadas con sus
respectivos controles. Los experimentos con un valor p < 0.05 son estadisticamente

diferentes. Para el andlisis estadistico se utilizé el software OriginPro® version 9.



3 RESULTADOS

3.1 Ensayos de inocuidad de dietil ftalato, dietilhexil ftalato y

diisononil ftalato

En la fig. 1 se muestra la cantidad de células viables por mililitro de los cultivos
expuestos desde 0.1 hasta 100 pg/ml de DEP, DEHP y DINP y de los controles en
el dia 14 de incubacion de los ensayos de inocuidad. En la fig. 1A se observa que
los cultivos expuestos a 100, 10, 1 y 0.1 pg/ml de DEP no presentaron diferencia
significativa en la viabilidad celular respecto a los controles. Mientras que en los
ensayos con DEHP mostrados en la fig. 1B se observa que los cultivos expuestos
a 10 y 100 pg/ml presentaron una reduccion significativa en la viabilidad celular del
59.3% y 93.5%, respectivamente. Asi mismo, se encontraron diferencias
significativas respecto a los controles en la expansion celular en los ensayos
expuestos a 10 y 100 pg/ml de DINP con una reduccion en la viabilidad celular del
32.9% y 87.6%, respectivamente (fig. 1C).

En la fig. 2 se muestran las cinéticas de la expansion de las células mononucleares
humanas de los cultivos expuestos a 0.1, 1, 10 y 100 pg/ml de DEP, DEHP y DINP
y los controles durante los 14 dias de incubacion. Para todos los casos los cultivos
controles (medio con etanol con ftalato y medio sin etanol) presentaron un
comportamiento similar y se mantuvieron sin diferencias significativas. En la fig. 2A
se muestra una cinética representativa de la expansion celular de los cultivos
expuestos a DEP (0.1, 1, 10 y 100 pg/ml) y los controles. Se observé que para los
6 tratamientos la fase lag fue de 6 dias. Los controles y los cultivos tratados con 0.1,

1y 10 pg/ml presentaron una expansion similar y se mantuvieron sin diferencias



significativas; en el dia 7 entraron a la fase exponencial; en el dia 13 presentaron la
fase de meseta; y finalmente se observo un decremento en la pendiente al dia 15.
Por otro lado, en los cultivos tratados con 100 pug/ml se observo una disminucion en
la velocidad de crecimiento ya que entraron a la fase exponencial hasta el dia 9 y
pasaron a la fase de meseta el dia 14; no obstante, se observé una disminucién
significativa en la viabilidad celular respecto a los controles a partir del dia 8. En la
fig. 2B se muestra una cinética representativa de la expansion celular de los cultivos
expuestos desde 0.1 hasta 100 pg/ml de DEHP y los cultivos controles. Se encontré
gue para los 6 tratamientos la fase lag fue de 4 dias. Los controles presentaron la
fase exponencial al dia 5, la fase estacionaria al dia 9 y en el dia 12 la fase de
decaimiento. En los cultivos expuestos a 0.1 ug/ml la fase exponencial se presentd
en el dia 5, a partir del dia 10 la pendiente comenzé a disminuir observandose una
diferencia significativa sobre la viabilidad celular al dia 12. Los cultivos tratados con
1 y 10 pyg/ml presentaron un comportamiento semejante; entraron a la fase
exponencial el dia 5; a la fase de meseta el dia 9; y a la fase de decaimiento el dia
11. Se observo una diferencia significativa sobre la viabilidad celular respecto a los
controles a partir de los dias 9 y 8, respectivamente. En los cultivos expuestos con
100 pg/ml se observo una disminucion significativa en la viabilidad celular a partir
deldia 7. En la fig. 2C se muestra una cinética representativa de la expansion celular
de los cultivos expuestos a DINP a 0.1, 1, 10 y 100 pug/mly los respectivos controles.
En este caso se observo que para los 6 tratamientos la fase lag fue de 6 dias. Los
controles y los cultivos expuestos a 0.1 y 1 pg/ml presentaron un comportamiento
similar y se mantuvieron sin diferencias significativas. La fase exponencial la

presentaron en el dia 7; la fase de meseta en el dia 13; y finalmente se observé una



disminucién en la pendiente al dia 15. Por otro lado, en los cultivos tratados con 10
Mg/ml se observd una disminucidon significativa respecto a los controles en la
viabilidad celular a partir del dia 9, la fase exponencial la presentaron al dia 7
mientras que la fase de meseta entre los dias 12 y 15. En los cultivos tratados con
100 ug/ml se observd una disminucion significativa en la viabilidad celular a partir
del dia 8.

En la fig. 3 se observa el dafio causado a la morfologia celular por la exposicion a
ftalatos al final del ensayo de inocuidad. En las filas se muestra el efecto de la
concentracion del ftalato en la morfologia celular de los cultivos tratados con 0.1, 1,
10 y 100 pg/ml y los controles (medio con etanol sin ftalato y medio sin etanol),
respectivamente. En las columnas se muestra el efecto del ftalato utilizado, DEP,
DEHP y DINP, respectivamente. En las fig. 4A, 4D, 4G, 4J, 4M y 40 se muestra la
morfologia celular de cultivos tratados con 0.1, 1, 10 y 100 pg/ml de DEP vy los
controles, respectivamente. No se observo una disminucién evidente en la cantidad
y el tamafio celular en los cultivos tratados desde 0.1 hasta 100 uyg/ml comparados
con los controles. Sin embargo, a 100 ug/ml pocas células presentaron un cambio
leve en su morfologia. En las fig. 4B, 4E, 4H, 4K, 4N y 4P se muestra la morfologia
celular de cultivos tratados con 0.1, 1, 10 y 100 pg/ml de DEHP y los controles,
respectivamente y en las fig. 4C, 4F, 41, 4L, 4N y 4Q se muestra la morfologia celular
de cultivos tratados con 0.1, 1, 10 y 100 pg/ml de DINP y los controles,
respectivamente. Los cultivos tratados con DEHP y DINP a 0.1 y 1 pyg/ml no
presentaron un cambio aparente en la cantidad y la morfologia celular respecto a
los controles. En cambio, los cultivos tratados con 10 ug/ml de DEHP y de DINP

presentaron una disminucién visible en la cantidad de células y un cambio leve en



la morfologia celular. Los cultivos tratados con 100 ug/ml de DEHP y de DINP
presentaron una disminucion considerable en la cantidad de células, asi como

cambios en la morfologia celular.

3.2 Ensayos clonogénicos de las cinéticas de dietil ftalato,

dietilhexil ftalato y diisononil ftalato

En la fig. 4 se muestra las unidades formadoras de colonias (UFCs) presentes en el
dia 10 del ensayo de inocuidad expuestas a concentraciones desde 0.1 hasta 100
pMg/ml de DEP, DEHP y DINP vy los controles. En la fig. 4B y 4C se muestran las
UFCs presentes al dia 10 del ensayo de inocuidad de los cultivos expuestos desde
0.1 hasta 100 pg/ml de DEHP y DINP, respectivamente y de los cultivos controles.
Se observé que a 100 ug/ml de DEHP y de DINP hubo una disminucién significativa
de los progenitores hematopoyéticos del 81% y del 41% respectivamente en
comparacion con los controles. Esto indica que tanto DEHP como DINP afectan
negativamente la expansion de progenitores hematopoyéticos. Por el contrario, en
la fig. 4A se muestran las UFCs presentes al dia 10 del ensayo de inocuidad de los
cultivos expuestos a desde 0.1 hasta 100 ug/ml de DEP. No se observé disminucion
significativa en los ensayos clonogénicos con células que fueron tratadas con DEP
en concentraciones de 0.1 a 100 ug/ml respecto a las células de los cultivos

controles.
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Fig. 1. Ensayos de inocuidad de dietil ftalato, dietilhexil ftalato y diisononil

ftalato al dia 14 de incubacioén

Las gréaficas muestran el numero de células viables al final de los ensayos de inocuidad de los cultivos
controles y los expuestos a 0.1, 1, 10 y 100 pug/ml de DEP, DEHP y DINP, respectivamente. Los
cultivos se iniciaron con 500,000 células/ml. C-OH (control sin etanol) y C+OH (control con etanol
sin ftalato). El ensayo se realiz6 por triplicado para los cultivos expuestos a las 4 diferentes
concentraciones a analizar de ftalato y para los cultivos controles. Se realizé réplica biol6gica para
DEP y DEHP. (A) Cultivos expuestos a DEP. El analisis estadistico arrojo que los cultivos expuestos
a DEP desde 0.1 hasta 100 pg/ml se mantuvieron sin diferencias significativas respecto a los
controles. (B) Cultivos expuestos a DEHP. El andlisis estadistico arroj6 diferencias significativas en
los cultivos tratados con DEHP a 10 y 100 pg/ml respecto a los cultivos controles. (C) Cultivos
expuestos a DINP. El analisis estadistico arrojé diferencias significativas en los cultivos tratados con
DINP a 10 y 100 pg/ml respecto a los cultivos controles.
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Fig. 2. Cinética de los ensayos de inocuidad de dietil ftalato, dietilhexil ftalato
y diisononil ftalato

Las graficas muestran las curvas de expansioén celular total durante el periodo de incubacion de las
células mononucleares humanas de sangre de cordén umbilical expuestas desde 0.1 hasta 100
pg/ml de DEP, DEHP y DINP y los respectivos cultivos controles. Los ensayos se iniciaron con
500,000 células/ml. C-OH (control sin etanol) y C+OH (control con etanol sin ftalato). El ensayo se
realizé por triplicado para los cultivos expuestos a las 4 diferentes concentraciones a analizar de
ftalato y para los cultivos controles. Se realizd réplica biolégica para DEP y DEHP. (A) Cultivos
tratados con DEP. El analisis estadistico arrojé que los Unicos cultivos que presentaron diferencia
significativa respecto a los controles fueron los cultivos expuestos a 100 ug/ml en el dia 8. (B) Cultivos
tratados con DEHP. El andlisis estadistico arrojo que, respecto a los cultivos controles, al dia 7 los
cultivos expuestos a 100 pg/ml presentaron diferencias significativas, al dia 8 y 9 los cultivos
expuestos a 10 y 1 ug/ml, respectivamente y al dia 12 los cultivos expuestos a 0.1 ug/ml. (C) Cultivos
tratados con DINP. El analisis estadistico arrojé que, respecto a los cultivos controles, al dia 8 los
cultivos expuestos a 100 pg/ml y al dia 9 los cultivos expuestos a 10 ug/ml presentaron diferencias
significativas. En cambio, los cultivos expuestos a 0.1 y 1 yg/ml no presentaron diferencias

significativas. Los cultivos controles se mantuvieron sin diferencias significativas.
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Fig. 3. Células mononucleares humanas de sangre de cordén umbilical en el
dia 14 de cultivo de los ensayos de inocuidad

Se muestran las células de los cultivos de células mononucleares humanas expuestas desde 0.1
hasta 100 ug/ml de DEP, DEHP y DINP y los cultivos controles al dia 14 de incubacién. Las imagenes
fueron tomadas en un microscopio de contraste de fases invertido a una ampliaciéon de 40X. La barra
de escala corresponde a 100 um. Las flechas negras presentes en las imagenes de los cultivos
expuestos a 100 pg/ml de DEP, DEHP y DINP y 10 pg/ml de DEHP y DINP indican células con

posibles dafios por la exposicion a los ftalatos.
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Fig. 4. Ensayos clonogénicos de dietil ftalato, dietilhexil ftalato y diisononil
ftalato

Las graficas muestran el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) de los cultivos
expuestos a DEP, DEHP y DINP en concentraciones de 0.1 a 100 pg/mly las de los cultivos controles
en el dia 10 de los ensayos de inocuidad. Los cultivos se iniciaron con 10,000 células/ml. C-OH
(control sin etanol) y C+OH (control con etanol sin ftalato). El ensayo se realizé por duplicado para
los cultivos expuestos a las 4 diferentes concentraciones de ftalatos y para los cultivos controles. Se
realiz6 réplica bioldgica para el DEP y DEHP. (A) Cultivos expuestos al DEP. El andlisis estadistico
no arrojo ninguna diferencia significativa entre los tratamientos y controles. (B) Cultivos expuestos al
DEHP. El andlisis estadistico arrojé diferencias significativas en la cantidad de las UFCs expuestas
a 100 pg/ml respecto a los controles. (C) Cultivos expuestos a DINP. El andlisis estadistico arrojo

diferencias significativas en la cantidad de las UFCs expuestas 100 pug/ml respecto a los controles.
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4 DISCUSION

4.1 Ensayos de inocuidad de dietil ftalato, dietilhexil ftalato y

diisononil ftalato

Nuestros resultados sobre el dafio celular concuerdan con otros trabajos donde se
reporta el dafo celular causado por estos compuestos. Por ejemplo, se ha reportado
que los ftalatos inducen apoptosis en espermatocitos (Bhattacharya et al., 2005). En
citotrofoblastos provocan apoptosis y necrosis celular debido al incremento en la
produccién del TNF-a (Benachour y Aris, 2009). En la linea celular endotelial de
cornea humana B4G12 los ftalatos inducen la secrecion de citocinas
proinflamatorias como IL-1B, IL-6 e IL-8 (Kruger et al., 2012), usadas como
marcadores de dafio celular. En células mononucleares el DEHP estimula la
liberacion de IL-1 (Vetrano et al., 2010). Estos resultados indican un dafio directo a
las células que liberan citocinas mediadoras de la respuesta de inflamacién en
muchos tejidos.

Un estudio previo reportd que las células hematopoyéticas progenitoras troncales
contienen los receptores de hormona foliculoestimulante, hormona luteinizante,
prolactina, androgenos, estrégeno B y progesterona capaces de estimular la
hematopoyesis (Mierzejewska et al., 2015). Por lo tanto, los ftalatos pudieran estar
ejerciendo su accion por medio de estos receptores nucleares. Ademas, se sabe
que los ftalatos pueden interactuar o modificar la expresion de algunos receptores
nucleares tales como los receptores de estrogenos, androgenos, aril-hidrocarburo,
proliferadores de peroxisomas y de acido retinoico (Bhattacharya et al., 2005; Harris

et al., 1997; Hong et al., 2005; Mankidy et al., 2013; Takeuchi et al., 2005).
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El cambio en la morfologia celular ha sido observado en otros estudios enfocados
a los ftalatos, por ejemplo, cambios en la morfologia en las células de Sertoli (Gray
et al., 1984) y dafio a la membrana celular de la linea celular CHO y de eritrocitos
de rata (Phillips et al., 1986).

En la figura 2B se puede observar que los cultivos tratados con DEHP a 0.1 pg/mi
mostraron una diferencia significativa al dia 12 cuando los cultivos controles ya
estaban en fase de decaimiento. Esta diferencia pudo deberse al declive de la
pendiente por la generacion de sustancias que inhiben el crecimiento celular y por
la disminucion de sustratos como glucosa y glutamina indispensables para la
supervivencia celular. Lo anterior ha sido observado en un estudio que analizé el
efecto del amonio y el lactato sobre la linea celular CHO. Encontraron que el amonio
generado a partir del metabolismo de la glutamina y el lactato generado por el
consumo de la glucosa disminuyen la proliferacién celular (Slivac et al., 2010).
Estudios enfocados en la liberacion de ftalatos hacia la sangre y sus derivados
cuando son almacenados en contenedores plasticos han reportado que las bolsas
de almacenamiento de plasma liberan 57 + 20 pg/ml de DEHP después de 24 horas
de almacenaje, mientras que, en eritrocitos almacenados la concentracién de DEHP
aument6 de 4.1 £ 0.9 yg/ml al dia 1 a 33 = 11 pug/ml al dia 42 de almacenamiento
(Lagerberg et al., 2015). Por lo tanto, conforme avanza el tiempo de almacenaje la
concentracion de DEHP también aumenta. En sangre total almacenada por 21 dias
se encontro hasta 83.2 pg/ml de DEHP (Inoue et al., 2005). En sangre de corddn se
encontré hasta 17.8 = 2.7 pg/ml de DEHP en las primeras 24 horas de almacenaje
(Yamaguchi et al., 2014). Por otro lado, se determind que la velocidad de liberacion

del DEHP desde las bolsas plasticas de almacenamiento hacia la sangre es de
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0.0025 £ 0.0003 mg/ml/dia a 4°C (Jaeger y Rubin, 1972). Las concentraciones de
DEHP encontradas en sangre almacenada se deben a que los materiales plasticos
utiizados en el area médica contienen cantidades elevadas de este aditivo
plastificador. Por ejemplo, en bolsas y tubos para dialisis se ha reportado que el

DEHP representa el 31-34% del producto (Kosti¢ et al., 2016).

4.1 Ensayos clonogénicos de dietil ftalato, dietilhexil ftalato y

diisononil ftalato

El efecto negativo de los ftalatos sobre los progenitores hematopoyéticos se ha
observado en cultivos iniciados con células CD34+ en presencia de DEHP por 72 h,
donde se reporté una reduccion significativa (57.4%) en la cantidad de colonias
formadas respecto al control (Manz et al., 2015). En otro estudio Ortiz-Rodriguez
(2016) encontro que tanto dibutil ftalato (DBP) como benzil butil ftalato (BBP) afectan
la viabilidad y la morfologia de las células mononucleares humanas expuestas a
concentraciones de 100 pg/ml asi como a la expansion de los progenitores
hematopoyéticos. Estas observaciones son consistentes con los resultados

obtenidos en este trabajo para DEHP y DINP.
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5 CONCLUSIONES

El DEHP y el DINP son mas toxicos que el DEP vy el efecto téxico del DEHP y el
DINP sobre la viabilidad celular es concentracion-dependiente. La exposicion a 100

pg/ml de DEHP o DINP reduce la expansion de los progenitores hematopoyéticos.
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6 PERSPECTIVAS

Medir la concentracién de ftalatos en muestras de plasma del cordén
umbilical de neonatos mexicanos para conocer la concentracion inicial a la
cual estan expuestas las muestras.

Cuantificar el contenido de ftalatos en las bolsas de almacenamiento de
sangre de cordon umbilical y materiales de laboratorio para determinar el
porcentaje de ftalatos presentes.

Medir en el pellet celular la expresion de transcritos de citocinas
proinflamatorias y receptores involucrados en la muerte celular para elucidar
el mecanismo de accion de los ftalatos.

Correlacionar la expresion de transcritos de receptores y citocinas con las
proteinas respectivas para verificar la produccion de las proteinas y su
localizacion celular.

Cuantificar ftalatos, glucosa, glutamina, lactato y amonio en el medio de
cultivo para confirmar si la disminucion en la pendiente al final del periodo de
incubacion correlaciona con la disminucion de nutrientes esenciales y la

generacion de compuestos toxicos.
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