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Resumen

Efecto de los ftalatos DBP y BBP sobre la expansion in vitro de las células
hematopoyéticas humanas

Los ftalatos son aditivos que le confieren a los plasticos mejores propiedades
como mayor flexibilidad y durabilidad, sin embargo no estan unidos
covalentemente a la matriz del polimero, lo que permite que facilmente puedan
migrar y pasar al ser humano a través de la dieta. En diversos estudios tanto in
vitro como in vivo se han confirmado los efectos adversos en la salud provocados
por estos compuestos, desde citotoxicidad hasta disrupciéon endocrina. El ser
humano se encuentra continuamente expuesto a los ftalatos; ya que una gran
cantidad de productos alimenticios son empacados en recipientes plasticos. Estas
sustancias han sido detectadas en diferentes fluidos corporales humanos;
incluyendo la sangre de corddén umbilical, la cual contiene células seminales
hematopoyéticas que son usadas como tratamiento para una gran cantidad de
enfermedades genéticas y malignas del sistema hematopoyético principalmente
en recién nacidos. Esto es preocupante, ya que el éxito de la terapia depende
tanto de la cantidad, como de la calidad de las células trasplantadas. Hasta este
momento no se ha estudiado el efecto del dibutil ftalato (DBP) y bencil-butil ftalato
(BBP) sobre las células seminales hematopoyéticas expuestas a dichos
contaminantes. Por esta razén el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto
de los ftalatos: dibutil ftalato (DBP) y bencil-butil ftalato (BBP) sobre la expansion
in vitro de células hematopoyéticas humanas. Los resultados demostraron que ha
concentraciones de 0.01 hasta 100 ug/mL de DBP y BBP mostraron un efecto
citotéxico, ya que se redujo la expansion celular total desde un 28% hasta un 81%
y de un 23% hasta un 68%, respectivamente. Ademas se demostrd en el Ensayo
de Unidades Formadoras de Colonias (UFC), que Ilos progenitores
hematopoyéticos expuestos a concentraciones de 10 y 100 pg/mL de DBP,
mostraron una reduccion significativa de 74.6 % y 99.1% respectivamente
comparadas con el control, mientras que en el caso del BBP solo se observo una
reduccion significativa de 97.1% con respecto al control a una concentracion de
100 pg/mL. Con esto se concluye que los ftalatos DBP y BBP son toxicos para las
células hematopoyéticas principalmente sobre los progenitores hematopoyéticos;
ya que afectan su expansion in vitro. Esta informacion es atil dado que células
expuestas a concentraciones toxicas de ftalatos podrian no ser utiles para usarse
en terapia clinica, por presentar un posible dafio y dar como resultado en un
trasplante no exitoso.

PALABRAS CLAVE. Plasticos, plastificantes, DBP, BBP, disruptor endocrino,
toxicidad, progenitores hematopoyéticos, hematopoyesis.



Abstract

Effect of DBP and BBP phthalates on in vitro expansion of human
hematopoietic cell

Phthalates are additives used to improve plastic properties such as flexibility and
durability, however they are not covalently bound to the polymer matrix, which
allowing them to easily migration and pass to humans consumption through the
diet. In several studies both in vitro and in vivo they have been confirmed to have
adverse effects caused by these compounds, from cytotoxicity to endocrine
disruption. The human population is continuously exposed to phthalates; because
a lot of food products are packaged in plastic containers. These substances have
been detected in different human body fluids including cord blood, which contains
hematopoietic stem cells that are used as treatment for many genetic and
malignant diseases of the hematopoietic system primarily in infants. This is of
concern of the success of therapy depends on both the quantity and quality of the
transplanted cells. Until now it has not studied the effect of dibutyl phthalate (DBP)
and benzyl-butyl phthalate (BBP) on hematopoietic stem cells exposed to these
contaminants. For this reason the aim of this study was to evaluate the effect of
two phthalates: dibutyl phthalate (DBP) and benzyl butyl phthalate (BBP) on the in
vitro expansion of human hematopoietic cells. The results indicate that the
concentrations ranging from 0.01 to 100 ug / mL evaluated of DBP and BBP
showed cytotoxic, a reduction was observed in the total cell expansion from 28% to
81% and from 23% to 68%, respectively. Moreover, in the Colony Forming Unit
(CFU) assay, which hematopoietic progenitor exposed to 10 and 100 pg/mL of
DBP showed a significant reduction of 74.6% and 99.1% respectively compared to
the control. While in the case of BBP only affected significtly at a concentration of
100 pg/mL. With, these results, we conclude that DBP and BBP might cytotoxic
effect on the hematopoietic cells because they affect the in vitro cell expansion.
This information is useful because cells exposed to toxic concentrations of
phthalates may not be optimal for clinical therapy use, to present a possible
damage and result in an unsuccessful transplantation.

KEYWORDS. Plastics, plasticizers, DBP, BBP, endocrine disruptor, toxicity,
hematopoietic progenitors, hematopoiesis.



1. INTRODUCCION

La hematopoyesis es el proceso de formacioén de los componentes celulares de la
sangre (eritrocitos, linfocitos, granulocitos, megacariocitos/plaquetas,
monocitos/macrofagos) entre otras (Kelley & Daley, 2013). Todas las células
sanguineas surgen de la célula seminal o troncal hematopoyética (CSH) que
reside en la medula 6sea (MO), sitio donde se lleva a cabo la hematopoyesis en la
etapa adulta (Rieger & Schroeder, 2012). (Figura 1). La sangre es uno de los
tejidos con mayor capacidad regenerativa y plastica, dado que se producen 10'-
10* millones de células sanguineas en un dia, producto del proceso normal de
renovacion celular o por cambios en los niveles sanguineos causados por alguna
enfermedad, infeccion o trauma (Smith, 2003, Rieger & Schroeder, 2012, Andrade-
Zaldivar et al., 2014). Las células troncales hematopoyéticas se caracterizan por
tener algunas capacidades Unicas como la habilidad de auto-renovacion y de
diferenciacion. Las CSH dan origen a las células progenitoras hematopoyéticas
(CPH), los cuales han perdido su capacidad auto-replicativa, pero mantienen su
capacidad proliferativa y de diferenciacion, las CPH dan origen a todas las células
hematopoyéticas (entre ellos los linajes mieloides y linfoides), los cuales a su vez
dan origen a cada uno de los tipos celulares que conforman el sistema

hematopoyético (Torok-Storb, 1988, Domen et al., 2006, Granick et al., 2012).
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Figura 1. Esquema general de la hematopoyesis humana.

Las células sanguinas se derivan de la célula seminal hematopoyética, la cual da origen a los
progenitores multipotentes, la cual a su vez, se puede diferenciar en dos linajes (células
progenitoras linfoides y células progenitoras mieloides). Las células progenitoras linfoides se
especializan y forman a los linfocitos T, linfocitos B y a las células Natural Killer (NK). Los
progenitores mieloides, dan origen a los glébulos rojos, a los megacariocitos/plaquetas,
monocitos/macrofagos y a los granulocitos (eosindfilos, basoéfilos y neutréfilos). Tomado y
modificado de (Domen et al., 2006).




La células seminales hematopoyéticas pueden obtenerse de una variedad de
tejidos, como la médula 0sea, de la sangre periférica (previa movilizacion desde la
médula O6sea por medio de estimulacion con Factor Estimulante de Colonia-
Granulocitica (G-CSF) o Factor Estimulante de Colonia-Granulocitica-Monaocitica
(GM-CSF), higado fetal y del cordon umbilical (Thomas et al., 2002, Granick et al.,
2012, Hequet, 2015). Enseguida se describird un poco mas a detalle de cada una
de las fuentes:

Medula 6sea (MO): Es la fuente clasica de CSH utilizadas en trasplantes desde
Su uso por primera vez en 1957 por E. Donnall Thomas (Appelbaum, 2007). La
medula O0sea se colecta de la cresta posterior del hueso iliaco, bajo anestesia
general del donante. La cantidad necesaria para un trasplante exitoso es de al
menos 2.4 x 108 células nucleadas por kg de peso del receptor (Appelbaum, 2007,
Yesilipek, 2014). La medula 6sea presenta los inconvenientes, de que es un
procedimiento invasivo (traumatico) y no siempre hay donadores compatibles
(Andrade-Zaldivar et al., 2011).

Sangre periférica: En el afio 1971 se detectd la presencia de CSH en la sangre
periférica (SP), las cuales deben de ser movilizadas desde la medula 6sea hacia el
torrente sanguineo con ayuda de la administracion de 10 yg/kg/Dia de G-CSF de
4-5 dias antes del proceso de aféresis (proceso de separacion de los
componentes de la sangre) (Hequet, 2015). Mediante este proceso se han
recolectado hasta 4 x 10° progenitores/kg de peso corporal y la cantidad minima
reportada para que ocurra un injerto exitoso es de al menos 2 x 10°
progenitores/kg (Kurnaz & Kaynar, 2015). El procedimiento para obtener CSH de

sangre periférica tienen la ventaja con respecto a las de médula ésea, ya que se



evita la hospitalizacion del donante (Horowitz, 2009). Sin embargo no siempre es
posible la movilizacién de las células, debido a que depende de varios factores
como: la edad, la presencia de infecciones o de ciertas enfermedades como la
Diabetes. También depende de la intensidad de quimioterapia y radioterapia antes
de la recoleccion de las células. Aunado a esto ha surgido un debate con respecto
al uso de G-CSF, dado que hay varios reportes que relacionan un incremento en
el riesgo de la aparicion de leucemias en donadores sanos, posterior a la
aplicacion de dicho quimiomovilizador (Moalic, 2013, Kurnaz & Kaynar, 2015).

Sangre de cordén umbilical (SCU): El uso del cordon umbilical como fuente de
CSH, fue propuesto por primera vez por el Dr. Hal E. Broxmeyer en 1982, sin
embargo fue hasta 1988 en Francia, cuando la Dra. Eliane Gluckman llevo a cabo
el primer trasplante exitoso de este tipo de células en un nifio de 5 afios que
presentaba anemia de Falconi (Broxmeyer & Smith, 2009). La sangre del corddn,
es recolectada en condiciones estériles y colocada en un tubo con algun agente
anticoagulante. El volumen y el numero de CSH y CPH recolectada puede variar
dependiendo de la muestra, obteniéndose en el mejor de los casos cantidades que
oscila entre 108 + 28 mL de SCU, 1.25 + 0.53 x 10° CMN y 3.6 + 3.3 x 10° CPH
(Hequet, 2015). La dosis recomendada para un trasplante exitoso van desde
2x10"a 2.5 x 10" CMN/kg y 1.7 x 10° a 5 x 10° de CPH/kg (Andrade-Zaldivar et al.,
2008, Andrade-Zaldivar et al., 2014, Yesilipek, 2014). Varios reportes demuestran
que la SCU tiene ventajas con respecto a otras fuentes de CSH y CPH. Por
ejemplo una de estas ventajas es que las células se obtiene a través de un
procedimiento no invasivo e indoloro y ademas estas células pueden ser

almacenadas por criopreservacion para su posterior uso, aunado a esto se ha



observado que debido a la inmadurez de los linfocitos presentes en la SCU, hay
un bajo riesgo de enfermedad injerto contra hospedero (por sus siglas en Inglés:
GVHD, Graft Versus Host Disease), lo que permite un mayor numero de
compatibilidad entre los donantes y los receptores (Gluckman et al., 1997,
Andrade-Zaldivar et al., 2014). No obstante, la cantidad de CSH no siempre es
suficiente, lo que reduce su posible uso a individuos de bajo peso corporal,
limitandolo a pacientes pediatricos en la mayoria de los casos (Andrade-Zaldivar
et al., 2008, Andrade-Zaldivar et al., 2014). Recientemente se han tomados ciertas
medidas para eliminar este problema, por ejemplo, el trasplante de dos unidades
de sangre de cordon umbilical (USCU) (donde wuna unidad equivale
aproximadamente a 80 mL de SCU) o la infusidon simultaneamente tanto de CSH
de sangre periférica y CSH de cordon umbilical. Sin embargo uno de los métodos
mas prometedores es la expansion in vitro de las CSH de SCU (Yesilipek, 2014).
El cultivo in vitro de las CSH requiere de un microambiente adecuado, por esta
razon se han probado diferentes medios de cultivo, al cual se le adicionan ciertas
citocinas, factores de crecimiento y suplementos. El medio de cultivo que mas se
ha utilizado es el de Dulbecco Modificado por Iscove (IMDM por sus siglas en
inglés), adicionado con suero animal o humano y diferentes combinaciones de
citocinas entre las que destacan Factor de Células Seminales (SCF), Ligando del
receptor FLt-3 (Flt-3L), Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos y
Monocitos (GM-CSF), Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos (G-CSF)
Interleucina 3 (IL-3), Interleucina 6 (IL-6) y Eritropoyetina (EPO) (Andrade-Zaldivar
et al., 2008, Koestenbauer et al., 2009).

Los trasplantes de células hematopoyéticos, se han utilizado en muchas



enfermedades; para corregir defectos congénitos o adquiridos que afectan la
produccion de las células sanguineas (Talasemias o anemia de Falconi) o en la
funcién inmune (Leucemias mieloide o linfoide) y en otros casos para restablecer
la hematopoyesis después de altas dosis de terapias citotoxicas (quimioterapia o
radioterapia) en contra de tumores soélidos como en el cancer de mama, de ovario
o testiculos entre otros (Horowitz, 2009, Andrade-Zaldivar et al., 2014, Kurnaz &
Kaynar, 2015). En estos trasplantes comunmente se usan células recién extraidas
de las fuentes antes mencionadas, sin ningun tipo de expansion previa
(Koestenbauer et al., 2009). Esto debido a que no se han establecido las
estrategias Optimas para la expansién de dichas células (Lim et al., 2013).

Recientemente se ha reportado la presencia de ciertas sustancias téxicas
denominados disruptores endocrinos en la sangre de corddén umbilical
(Padmanabhan et al., 2008, Lin et al., 2011, Huang et al., 2014). Esto sugiere que
desde etapas tempranas los seres humanos, estan expuestos a este tipo de
compuestos y con ello, propensos a diversos efectos adversos en la salud;
principalmente en el sistema hematopoyético (Ahmed, 2000). Ademas las células
hematopoyéticas extraidas de dicha sangre podrian presentar algun tipo de
alteracion o dafio, por la exposicibn a estos compuestos, lo que daria como
resultado en un trasplante de células hematopoyéticas no exitoso (Manz et al.,
2014, Manz et al., 2015). Los disruptores endocrinos (DE) son xenobiéticos que
interfieren o alteran la funcion del sistema endocrino provocando efectos adversos
en la salud del individuo o de su progenie (Witorsch & Thomas, 2010, Wielogorska
et al., 2015, Yang et al., 2015). Esto se debe a que los DE pueden mimetizar o

bloquear la accidon de las hormonas esteroideas; provocando respectivamente



desérdenes reproductivos o alteraciones en el desarrollo en los individuos
expuestos (Figura 2 ) (Kim et al., 2004, Olujimi et al., 2010, Mankidy et al., 2013,
Yang et al., 2015). Los DE también pueden provocar un efecto citotoxico (Jones et

al., 1975, Benachour & Aris, 2009, Manz et al., 2015).
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Figura 2. Modo de accién de los disruptores endocrinos sobre los receptores

endocrinos.
Los disruptores endocrinos (DE) se unen a ciertos receptores endocrinos (RE), mimetizando o
blogueando la accién de las hormonas endégenas. Tomado y modificado de (Kim et al., 2004).



Los DE abarcan una gran diversidad de sustancias incluyendo: productos
naturales (fitoestrégenos), contaminantes ambientales (plaguicidas), farmacos
(esteroides sintéticos) y quimicos industriales (plastificantes) (Zacharewski et al.,
1998, Jalova et al., 2013). Dentro de la gran cantidad de sustancias quimicas
industriales, los plastificantes han despertado un gran interés debido a que su
produccion a nivel mundial, es de aproximadamente 8 millones de toneladas cada
afo, lo que ha incrementado su exposicion al medio ambiente y al ser humano
(Ahmad et al., 2014, Romani et al., 2014). Debido a esto estos compuestos
presentan un caracter ubicuo; ya estos compuestos se ha detectado en agua, aire,
sedimentos, suelo, alimentos, inclusive en muestras de sangre periférica humana,
plasma, leche materna, orina, fluido amnidtico, entre otras (Witorsch & Thomas,
2010, Mankidy et al., 2013, Ahmad et al., 2014, Chen et al., 2014). Sin embargo el
factor mas importante para el estudio de los plastificantes, se debe a que muchos
de estos compuestos presentan una ligera o moderada actividad disruptora
endocrina (Andersen et al., 1999) o pueden inducir cancer (Wang et al., 2012). Tal
es el caso de grupo de los ftalatos (Figura 3), los cuales se usan comunmente
para conferir flexibilidad y durabilidad a diferentes productos entre los que
destacan: juguetes, pinturas, adhesivos, lubricantes, material de empaque,
recipientes plasticos, productos de cuidado personal, dispositivos meédicos y
material de laboratorio (Jones et al., 1975, Witorsch & Thomas, 2010, Yang et al.,
2015). No obstante, estos compuestos no se unen covalentemente a la matriz del
polimero y pueden migrar facilmente al medio ambiente o a todo lo que tenga
contacto con estos. Una vez liberados éstos tienen el potencial de transportarse a

largas distancias y eventualmente entrar en la cadena alimenticia (Mankidy et al.,



2013).
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Figura 3. Estructura quimica de los ftalatos.

Los ftalatos son usados principalmente como plastificantes. A) Estructura general de los ftalatos,
los grupos R y R” pueden ser los mismo o diferentes; tanto alquilos como arilos. Tomado de (Cao,
2010). B) Estructura quimica del BBP y DBP. Tomado de (Kim et al., 2004).
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En distintos estudios se han asociado a los ftalatos con efectos adversos en la
salud tanto en humanos como en modelos animales (Ahmad et al., 2014, Romani
et al., 2014). La via de exposicion alimentaria es la mas importante, principalmente
para los neonatos y nifios pequefios, quienes son los mas vulnerables a los
ftalatos debido a su estado critico de desarrollo y su alto consumo de alimento con
respecto a su peso corporal (leche materna y alimentos empacados y envasados;
en los cuales se ha comprobado la presencia de estos xenobiéticos) (Mankidy et
al., 2013, Yang et al., 2015). La exposicion persistente a los DE puede traer como
consecuencia diferentes problemas principalmente en: el metabolismo (obesidad y
diabetes), el desarrollo (atrofia de o6rganos sexuales) y en la reproduccion
(reducciéon de la fertilidad), ademas puede inducir la aparicion o incrementar la
progresion de algunos tipos de cancer (cancer de seno y de proéstata) (Witorsch &
Thomas, 2010, Ahmad et al., 2014, Romani et al., 2014, Yang et al., 2015). Esto
resulta preocupante, ya que de manera cotidiana las personas estan expuestas de
diversas formas (ingestion, inhalacion, contacto dérmico, entre otras) a este tipo
de compuestos (Figura 4) (Ahmad et al., 2014, Yang et al., 2015). En estudios in
vitro se ha demostrado que los disruptores endocrinos pueden generar diversos
efectos adversos dependiendo de la linea celular que sea expuesta, estos efectos
van desde la estimulacion de proliferacion celular (Chen & Chien, 2014), la
diferenciacion celular (Manz et al.,, 2015), la modulacién en la produccién de
ciertas citocinas (Chighizola & Meroni, 2012) y la perdida de viabilidad celular

(citotéxicidad) (Jones et al., 1975, Benachour & Aris, 2009, Manz et al., 2015).

11



Exposicion
dérmica
(Cosmeéticos)

Exposicion por
inhalacion
(Plastificantes)

Almacenamiento
de disruptores

endocrinos -y
Exposicion oral
(Alimentos)
Exposicion
embrionaria
(Transferencia
de la madre) Transferencia de

los disruptores
endocrinos por la
alimentacion

Figura 4. Diferentes vias de exposicién a DE.
El ser humano, esta expuesto constantemente a los disruptores endocrinos, incluso desde la
gestacion, a través de la madre. Tomado de (Yang et al., 2015).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Obtencion, cultivo y conteo de células hematopoyéticas aisladas de

sangre de cordén umbilical.

La sangre de cordon umbilical se centrifugd a 450xg por 15 min a 25°C.
Posteriormente, el paquete globular blanco (ubicado entre el plasma y el paquete
de glébulos rojos) fue recuperado y transferido a un tubo estéril y diluido 1:2 con
solucién salina de fosfatos (PBS) a pH 7.2. Esta suspensién celular se coloc6 en
un tubo de centrifuga conteniendo previamente 7 mL del reactivo de Ficoll-Paque
Plus (GE Healthcare Life Science, Uppsala Sweden) y se centrifugé a 550xg por
15 min a 25°C. Nuevamente el paquete celular blanco fue colectado y lavado dos
veces colocando PBS en la suspension celular hasta completar aproximadamente
10 mL, se centrifugd a 800xg por 20 min a 25°C. Las células mononucleares
(CMN) aisladas se resuspendieron en medio de cultivo Dulbecco modificado por
Iscove (IMDM, por sus siglas en inglés, Sigma, St. Louis, MO, USA) al 10% de
Suero Fetal Bovino (SFB, Gibco Grand Island, NY, USA). Las células se cultivaron
en placas de 24 pozos, inoculando 0.5 x 10° células/mL en medio de cultivo
(IMDM, Sigma) con 10% de SFB, 0.1 mg/mL de estreptomicina, 100 U/mL de
penicilina y 0.25 pg/mL de anfotericina B (Sigma). Al medio base se le afadio las
siguientes citocinas (IMDMcit): 5 ng/mL de Interleucina-3 (IL-3), 12.5 ng/mL de
Interleucina-6 (IL-6), 5 ng/mL de Factor de células seminales (SCF), 5 ng/mL de
Ligando del receptor FLt-3 (FIt-3-L) (Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA), 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)
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(GRAMAL®) y 3 U/mL de Eritropoyetina (Epo) (BIOYETIN®) (Probiomed, México
DF, México). Las placas se colocaron en una incubadora a 37°C con atmosfera de
CO, al 5%. Posteriormente al 5to dia, se llevo a cabo el recambio de la mitad de la
suspension celular por medio IMDMcit nuevo (400xg por 15 min a 25°C)
modificado de (De Leon et al., 1998, Mayani et al., 1998). Los cultivos se
expusieron a diferentes concentraciones de ftalatos (DBP y BBP) (Sigma) y se
colocd una condicion sin los xenobidticos (control). EI nimero de células totales
fue determinada por el método de exclusiébn con azul de tripano usando un

hematocitometro (Phelan, 2001, Louis & Siegel, 2011).

2.2 Determinacién de progenitores hematopoyéticos por medio del ensayo

clonogénicos.

El nimero de colonias hematopoyéticas fue determinado por cultivo en medio
semisoblido. Se inocularén 10,000 células mononucleares en 1 mL de medio
(MethoCult® GF H4434 classic), (StemCell Technologies, Inc. Vancouver British
Columbia, Canada) este medio contiene en las siguientes citocinas: 50 ng de SCF,
10 ng de IL-3, 10 ng de CSF-GM y 3 ng de epo. La suspension celular se transfirié
a una caja Petri de 35 mm. Las placas se incuban por 14 dias a 37°C con
atmosfera de CO, al 5%. Los progenitores hematopoyéticos son capaces de
generar colonias in vitro a las cuales se les denomina Células Formadoras de
Colonia (CFC) y también recibe el nombre de Unidades Formadoras de Colonia
(UFC) (Mayani et al., 1998, Flores-Guzman et al., 2006). Las colonias identificadas
y cuantificadas por medio del ensayo clonogénico se denominaron como:

unidades formadoras de burst de eritroides (UFB-E), unidades formadoras de
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granulocitos (UFC-G), unidades formadoras de monocitos (UFC-M), unidades
formadoras de granulocitos y monocitos (UFC-GM) o unidades formadoras de
multipotentes (UFC-GEMM) (De Leon et al., 1998, Andrade-Zaldivar et al., 2011).
Las UFC fueron clasificadas en base a las siguientes propiedades morfologicas: a)
UFB-E, colonia que esta formando por una o dos agrupaciones de eritoblastos y
presentan mas de 200 células, b)UFC-G (granulociticas), colonia que contiene uno
o dos agrupaciones con mas de 40 granulocitos; c)UFC-M (monocitica) colonia
qgue contiene una o dos agrupaciones con mas de 40 monocitos/macrofagos
(estos son mas grandes y de forma mas irregular que las células de linaje
granulocitico); d)CFU-GM (granulocito-macréfago) produce una colonia que
contiene mas de 200 granulocitos y macréfagos; e)UFC-GEMM produce colonias
grandes (aproximadamente de 500 células) y contienen células eritroides
rodeadas por mas de 20 células del linaje granulocito y monocito. (Pereira et al.,

2007, Sarma et al., 2010, Wognum et al., 2013).

2.3 Andlisis estadistico

Los datos son presentados como promedio * desviacion estandar. La
comparacion estadistica se realizé mediante el ANOVA y el analisis post hoc
mediante la prueba de Dunnett. Los valores de p>0.05 fueron considerados

estadisticamente significativos.
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3. RESULTADOS

3.1 Efecto de los ftalatos en células hematopoyéticas de sangre de cordon

umbilical

Las células hematopoyéticas aisladas de sangre de cordon umbilical fueron
expuestas a concentraciones crecientes de dibutil ftalato (DBP) o bencil-butil
ftalato (BBP) a concentraciones de 0.01 a 100 pg/mL (0.01, 0.1, 1,10 y 100 pg/mL)
(Figura 5). Las muestras se compararon con respecto al control, el cual obtuvo
una expansion celular maxima de 1.31 x 10° + 2.1 x 10° cel/mL. Todas las
muestras expuestas a las diferentes concentraciones de DBP, mostraron una
reduccion estadisticamente significativa en la expansion celular (Figura 6). La
reduccion que se observd, cuando se expusieron a las células a la concentraciéon
mas baja que era de 0.01 pg/mL fue del 72% (0.94 x 10° + 3.0 x 10* cel/mL),
mientras que a una concentracion de 100 upg/mL tan solo alcanzaron una
expansion celular de 19.3% (0.25 x 10° + 5 x 10 cel/mL). En los demés cultivos
celulares que fueron expuestos a concentraciones de 0.1, 1y 10 pg/mL, se obtuvo
una expansion celular méaxima de 1.00 x 10°+ 1.0 x 10°, 0.96 x 10° + 7.0 x 10* y
0.81 x 10° + 2.0 x 10* cel/mL, lo que representa un 76.8%, 73.2% y 62.3%
respectivamente. Por otro lado las muestras expuestas al BBP a concentraciones
en el rango de 0.01 a 10 pg/mL no presentaron diferencias estadisticas
significativas con respecto al control, y donde se obtuvo una reduccién en la
expansion celular de entre 77.3%-83.2%, sin embargo cuando las células fueron
expuestas a una concentracion de 100 yg/mL, se observé una disminucion en la

cantidad, ya que solo se obtuvo una concentracién 0.41 x 10° + 0.01 x 10° cel/mL,
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lo que representa el 31.7% de la expansion celular maxima (Figura 7). Estos
datos demuestran que la concentracion de 100 ug/mL de los dos ftalatos genero
un mayor efecto adverso, lo cual es evidente en las Figura 5 (F y L), ya que las

células presentan cambios fisicos por algun tipo de dafio celular.
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Figura 5. Cultivos de CMN expuestos a ftalatos.

Se muestran los cultivos de las Células Mononucleares (CMN) hematopoyéticas expuestas a
diferentes concentraciones de DBP y BBP durante 14 dias. Las imagenes fueron tomadas en un
microscopio de contraste de fases invertido a una ampliacion de 40X. Las CMN fueron expuestas a
DBP a concentraciones de 0.01, 0.1, 1, 10, 100 pyg/mL, (B)-(F) respectivamente y expuestas a BBP
a concentraciones de 0.01, 0.1, 1, 10, 100 ug/mL, (H)-(L) respectivamente. (A) y (G) son controles
negativos. La barra de escala = 20 um. Las flechas indican células con posibles dafios, por la
exposicion a los ftalatos.
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Células totales/mL (x109)

Control 0.01 0.1 1 10 100
DBP pg/mL

Figura 6. Expansion celular maxima de las CMN de SCU expuestas a DBP.
Células Mononucleares hematopoyéticas aisladas de sangre cordon umbilical (SCU) fueron
cultivadas en medio IMDM con citocinas a 37°C y 5% de CO,, durante 14 dias y expuestas a
diferentes concentraciones de Dibutyl Phthalate (DBP).

*Indica diferencias significativas p < 0.05 entre las diferentes concentraciones de ftalatos evaluadas

con respecto al control (n=3).
--- Indica la cantidad de CMN con los que se inici6 (500,000 células/mL).
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Figura 7. Expansion celular méxima de las células hematopoyéticos de SCU
expuestas a BBP.

Células Mononucleares hematopoyéticas aisladas de sangre cordén umbilical (SCU) fueron
cultivadas en medio IMDM con citocinas a 37°C y 5% de CO,, durante 14 dias y expuestas a
diferentes concentraciones de Benzyl Butyl Phthalate (BBP).

*Indica diferencias significativas p < 0.05 entre las diferentes concentraciones de ftalatos evaluadas
con respecto al control (n=3).
--- Indica la cantidad de CMN con los que se inici6 (500,000 células/mL).
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3.2 Efecto de los ftalatos sobre la expansion de las células progenitoras

hematopoyéticas de sangre de cordon umbilical

Las células progenitoras hematopoyéticos presentes en las CMN de sangre
cordén umbilical expuestas las diferentes concentraciones de DBP y BBP fueron
evaluadas por medio del ensayo de Unidades Formadoras de Colonia (UFC), los
datos se muestran en la Figura 8 y 9, donde se obtuvo en el control 1.02 x 10* +
0.28 x 10* UFC/mL. Los cultivos expuestos al DBP mostraron una reduccién
significativa de la cantidad UFC de 74.6% (0.26 x 10* + 0.04 x 10* UFC/mL) y
99.1% (0.01 x 10* + 0.01 x 10* UFC/mL) a concentraciones de 10 y 100 pg/mL
respectivamente (Figura 8). Las células que fueron expuestas al BBP solo
presentaron diferencia significativa a la concentracién 100 ug/mL, ya que se redujo
la cuenta de UFC hasta en un 2.9% (0.03 x 10* + 0.03 x 10* UFC/mL). De acuerdo
a estos resultado se deduce que el DBP presenta mayor toxicidad que el BBP,
ademas que a la concentracion de 100 ug/mL de cualquiera de los dos
compuestos se redujo la cantidad de progenitores hasta en casi un 99.1% vy
97.1%, respectivamente demostrandose el mayor efecto téxico de dichos
compuestos a esta concentracion (Figura 8 y 9). En la Figura 10 se muestra la
morfologia caracteristica de los UFC obtenidos mediante el ensayo clonogénico

cultivadas en el medio semisélido MethoCult® GF H4434 classic.
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Figura 8. Expansion de progenitores hematopoyéticos totales expuestos a
DBP.

Células Mononucleares hematopoyéticas aisladas de sangre cordéon umbilical (SCU) fueron
cultivadas en medio IMDM con citocinas a 37°C y 5% de CO,, durante 14 dias y expuestas a
diferentes concentraciones de Dibutyl Phthalate (DBP).

*Indica diferencias significativas p < 0.05 entre las diferentes concentraciones de ftalatos evaluadas

con respecto al control (n=3).
--- La linea discontinua indica la cantidad de progenitores con los que se inicié de 3000 UFC/mL.
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Figura 9. Expansion de progenitores hematopoyéticos totales expuestos a
BBP.

Células Mononucleares hematopoyéticas aisladas de sangre cordén umbilical (SCU) fueron
cultivadas en medio IMDM con citocinas a 37°C y 5% de CO,, durante 14 dias y expuestas a
diferentes concentraciones de Benzyl Butyl Phthalate (BBP).

*Indica diferencias significativas p < 0.05 entre las diferentes concentraciones de ftalatos evaluadas

con respecto al control (n=3).
--- La linea discontinua indica la cantidad de progenitores con los que se inici6 de 3000 UFC/mL.
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Figura 10. Progenitores hematopoyéticos obtenidos mediante el ensayo
clonogénico.

Las imagenes muestran representativamente, diferentes unidades formadoras de colonia (UFC)
derivadas de progenitores hematopoyéticos de sangre de cordén umbilical cultivados en
MethoCult® GF H4434 classic, después de 14 dias de incubacién a 37°C y 5% de CO2.

a) UFB-E, colonia que esta formando por una o dos agrupaciones de eritoblastos y presentan mas
de 200 células, b) UFC-G (granulociticas), colonia que contiene uno o dos agrupaciones con mas
de 40 granulocitos; ¢) UFC-M (monocitica) colonia que contiene una o dos agrupaciones con mas
de 40 monocitos/macrofagos ( estos son mas grandes y de forma mas irregular que las células de
linaje granulocitico); d)CFU-GM (granulocito-macréfago) produce una colonia que contiene mas de
200 granulocitos y macréfagos; €) UFC-GEMM produce colonias grandes (aproximadamente de
500 células) y contienen células eritroides rodeadas por mas de 20 células del linaje granulocito y
monocito. Todas las iméagenes fueron tomadas con un microscopio invertido de contraste de fases
a una ampliacion de 10X. La barra de escala =100 pm.
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4. DISCUSION

4.1 Efecto de los ftalatos en células hematopoyéticas de sangre de cordén

umbilical

Existen varios estudios donde se demostrado los efectos adversos; que producen
los disruptores endocrinos sobre diversas lineas celulares. Andersen et al., (1999)
llevaron a cabo un trabajo donde se relacion6 al DBP y al BBP como disruptores
endocrinos, debido a su interaccion con los receptores estrogenicos.
Recientemente se reportd que al exponer por 48 horas a la linea celular MCF-7, a
concentraciones entre 0.002-2.78 y 0.003-3.12 pg/mL de DBP y BBP
respectivamente, se promueve su proliferacion, sin embargo cuando se exponen a
concentraciones de 27.8 y 31.2 upg/mL de DBP y BBP respectivamente, se
produce un efecto citotoxico, el cual se ve reflejado en el decremento de la
cantidad de células evaluadas con respecto al control (Chen & Chien, 2014). En
otro estudio se demostr6 que el ftalato DEHP, es toxico para las células de
leucemia promielocitica a concentraciones de 100 pg/mL, no obstante a una
concentracion de 10 pg/mL no se observa un efecto letal, sin embargo se
demostré6 que hay una alteracion en el proceso de migracion de estas células
(Manz et al., 2014). Ademas recientemente este mismo grupo de investigadores
reportd que progenitores hematopoyéticos (CPH) expuestos a una concentracion
de 10 pg/mL de DEHP durante 24 horas, reducen la migracion de las células hasta
en un 70% y ademas se observd un incremento en la apoptosis de hasta 0.49
veces con respecto al control (Manz et al., 2015) esto resulta preocupante; ya que

para que un trasplante sea considerado exitoso, las células hematopoyéticas y
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progenitores tienen que migrar al estroma de la medula 6sea e injertarse (Delaney
et al., 2010). En otro estudio utilizando la linea celular B4G12 derivada de células
endoteliales de coérnea, se demostr6 que exponiendo estas células a
concentraciones de 13.9 ug y 15.6 ug de DBP y BBP respectivamente provocaban
una disminucion en la viabilidad celular, sin embargo cuando son expuestas a
concentraciones menores, aun se ven afectadas, pues hay un incremento en los
niveles de produccion de las citocinas IL-1, IL-8 e IL-6 (Kruger et al., 2012). En
otro estudio se demostré que en macréfagos expuestos al disruptor endocrino
bisfenol-A a concentraciones de 222 y 22 ug/mL, se produjo un incremento en la
expresion de IL-6 y TNF-a . En un estudio realizado por Benachour & Aris (2009)
demostraron que células aisladas de placenta humana que fueron expuestas a
diferentes concentraciones (desde 0.0002 a 200 pg/mL) de bisfenol-A, presentaron
efectos citotoxico adversos (que iban desde el incremento en la produccién de
TNF-a, hasta la perdida de viabilidad celular). Esto es realmente preocupante ya
gue en el caso del bisfenol-A se han encontrado concentraciones de hasta 0.02
Mg/mL en sangre periférica de mujeres embarazadas (Padmanabhan et al., 2008).
En el caso de los ftalatos, se han encontrado en muestras de sangre de cordon
umbilical a concentraciones de 0.06 ug/mL en el caso de DBP y de 0.02 ug/mL
para el BBP (Huang et al., 2014). Lo que demuestra que durante la etapa prenatal,
el ser humano esta expuesto a concentraciones perjudiciales de este tipo de
contaminantes, por ello es muy importante tratar de dilucidar el efecto del estos
compuestos sobre las células progenitoras hematopoyéticas y las implicaciones
biologicos y clinicas que conllevan. Todos los datos expuestos anteriormente

sustentan lo observado en el presente trabajo, que demostroé el efecto citotdxico a
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ciertas concentraciones de los ftalatos DBP y BBP, sobre las células
hematopoyéticas humanas aisladas de cordon umbilical; dado que a
concentraciones de 100 pg/mL tanto el DBP y BBP presentaron la mayor toxicidad
produciendo una reduccion en la viabilidad de las células (Figura 6 y 7). EI DBP
resultdé ser el mas toéxico entre los dos compuestos ensayados; ya que como se
observa en el Figura 6, todas las concentraciones de DBP evaluadas, presentaron
una disminucion de la cantidad de células con respecto al control, sin embargo en
el caso del BBP a concentraciones mas bajas de 100 pg/mL, no presentaron
toxicidad tal y como se observa en la Figura 7, Sin embargo, no se descarta la
posibilidad de que estas células pudieran sufrir algan tipo de alteracion; ya que
como se ha mencionado anteriormente, los disruptores endocrinos pueden
producir diversos efectos adversos, que van desde el aumento en la produccién de
citocinas proinflamatorias (Chighizola & Meroni, 2012), inhibicion de la migracion
celular (Manz et al., 2015), hasta la perdida de viabilidad celular (Jones et al.,
1975, Benachour & Aris, 2009, Manz et al, 2015), dependiendo de las

concentraciones a las cuales las células son expuestas.

4.2 Efecto de los ftalatos en células progenitoras hematopoyéticas de sangre

de corddn umbilical

El ensayo de UFC se ha usado frecuentemente por laboratorios de terapia clinica,
para medir el contenido de células progenitoras hematopoyéticas; tanto en
muestras de médula Osea, sangre periférica y sangre de corddén umbilical, las
cuales generalmente son usadas en trasplantes de células seminales

hematopoyéticas. Gracias a este ensayo se puede conocer el numero e integridad
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de los progenitores hematopoyéticos, luego de los distintos procesos a los que
frecuentemente son sometidas (reduccion del volumen por el método de gradiente
de densidad con ficoll, remocion de los eritrocitos, criopreservacion vy
descongelacién) (Pereira et al., 2007, Sarma et al., 2010, Wognum et al., 2013).
Ademas el ensayo de UFC permite realizar pruebas de toxicidad, de diversos
compuestos (entre los que destacan nuevos medicamentos en estudios
preclinicos (Pereira et al., 2007, Sarma et al., 2010, Wognum et al., 2013), o de
compuestos organicos de los cuales se sospeche presenten efectos
hematotoxicos (Croera et al., 2008, Wei et al., 2016). En un estudio reciente
donde se utiliz6 el ensayo UFC, se comprobd el efecto hematotoxico del
formaldehido sobre progenitores hematopoyéticos de medula 6sea de ratones que
fueron expuestos a este contaminante por via aérea (Wei et al., 2016). Ademas en
otro reporte se logré comprobar por medio del mismo ensayo, el efecto del
naftaleno y sus metabolitos sobre progenitores hematopoyéticos aislados de
corddon umbilical (Croera et al., 2008). En dicho trabajo se observé que el naftaleno
por si solo no producen efecto adversos a una concentracion de hasta 640 pg/mL,
no obstante los metabolitos derivados de este; la 1,4-naftoquinona, el naftol-1, y el
naftol-2, si causaron un efecto hematotdéxico sobre los progenitores
hematopoyéticos a concentraciones de 0.3, 23.9 y 51.18 pg/mL respectivamente,
dado que se observd un decremento en la cantidad de UFC encontradas en las
muestras expuestas, con respecto al control. Es importante mencionar que el
naftaleno es el precursor principal, para la sintesis de los ftalatos y que ha sido
fuertemente relacionado con efectos carcinogénicos en modelos animales (Croera

et al., 2008). Belles-Isles et al (2002) llevaron a cabo un estudio donde
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relacionaron, la exposicion de xenobioticos, con la disminucion de linfocitos
aislados de sangre de cordon umbilical de madres expuestas.

Como se ha mencionado anteriormente, una gran cantidad de sustancias tienen la
capacidad de cruzar a través de la placenta y llegar a la sangre del corddn
umbilical (Croera et al., 2008). Uno de entre tantos compuestos son los ftalatos
estudiados en este trabajo, ya que se han encontrado en concentraciones de
hasta 0.02 y 0.03 pg/mL, lo que resulta interesante ya que, como se puede
apreciar en las Figuras 8 y 9, las concentraciones de 0.01 y 0.1 ug/mL de DBP y
BBP no presentaron efecto adversos sobre los progenitores hematopoyéticos; ya
gue se obtuvo una cantidad muy similar de UFC en los dos casos con respecto al
control, sin embargo diversos trabajos confirman que la exposicion a disruptores
endocrinos, pueden inducir el incremento en la expresion de diversas citocinas
(Chighizola & Meroni, 2012, Liu et al., 2014, Kovats, 2015). Cuando se ensayaron
concentraciones de 1, 10 y 100 ug/mL, tanto de DBP y BBP, se observé una
disminucién en la cantidad de progenitores hematopoyéticos (Figura 8 y 9). Singh
& Li (2011), quienes mencionan que aproximadamente 249 genes/proteinas estan
relacionadas con los efectos provocados por la exposicion a los ftalatos y de los
cuales 34 son propuestos como posibles biomarcadores ya que estan
directamente implicadas en el desarrollo de una cantidad considerable de
patologias que afectan principalmente al corazon, el higado y los rifiones. De los
34 genes/proteinas destacan los siguientes receptores: PPAR (peroxisome
proliferator activated receptor), ESR (estrogen receptor), AR (Androgen receptor),
y AHR (Aryl hydrocarbon receptor) (Singh & Li, 2011). Algo que cabe resaltar es

que las células hematopoyéticas aisladas de corddon umbilical no expresan los
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receptores ESR (lgarashi et al., 2001, Kovats, 2015), por lo que no esté claro el
mecanismo mediante el cual los ftalatos pueden estar ejerciendo el efecto
observado, por esta razén es importante seguir estudiando y conocer los efectos
adversos de los ftalatos a concentraciones no letales y ademas determinar el
mecanismo de interaccion entre los ftalatos y los progenitores hematopoyéticos y

las implicaciones clinicas que pudieran producir.
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5. CONCLUSIONES

e La presencia de diferentes concentraciones de los ftalatos: dibutil ftalato
(DBP) y bencil-butil ftalato (BBP), afectan la expansion in vitro de células
mononucleares (CMN) humanas, aisladas de cordon umbilical.

e EL DBP y BBP afecta la morfologia y viabilidad de las CNM expuestas a
concentraciones de 100 pg/mL.

e La exposicion DBP y BBP afecto la expansiébn de los progenitores
hematopoyéticos, reduciendo la cantidad de Unidades Formadoras de
Colonias (UFC) encontradas en los ensayos clonogénicos.

e EI DBP presentd mayor citotdxicidad con respecto al BBP, tanto en CMN
como en progenitores hematopoyéticos

e Los ftalatos son citotoxicos para las CMN vy los progenitores

hematopoyéticos humanos cultivados in vitro.
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6. PERSPECTIVAS

Medir la cantidad de ftalatos contenidos en las muestras de sangre y suero
de los cordones umbilicales, que son donados y evaluar el riesgo de la
poblacidon mexicana a la exposicion de este tipo de compuestos toxicos,
datos que ayudarian a regular su uso en la vida cotidiana.

Realizar el estudio del contenido de ftalatos en los materiales plasticos que
se utilizan en el cultivo in vitro y para la transfusion de las células
hematopoyéticas humanas.

Llevar a cabo estudios moleculares; como la expresion diferencial de genes
(principalmente sobre citocinas y receptores) que pudieran verse afectados
por la exposicion de los ftalatos.

También es recomendable realizar analisis protedmico de las células

hematopoyéticas al ser expuestas a los ftalatos.
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