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Resumen

Las purinas son bases nitrogenadas de las que derivan acidos nucleicos como la adenina,
guanina e hipoxantina. Las purinas participan en procesos biolégicos como la replicacién de
material genético, transcripcidn, sintesis de proteinas y metabolismo celular. Cuando las purinas
no son metabolizadas adecuadamente, pueden desencadenar disrupcidn energética o
patologias. La exposicion a di (2-etilhexil) ftalato (DEHP), sustancia aditiva en pldsticos, puede
alterar el metabolismo de purinas y generar perjuicios a la salud. EIl DEHP no se une
quimicamente al polimero, liberandose facilmente al medio. Si los contaminantes asociados a
plasticos, como los ftalatos, son disruptores enddcrinos y pueden desencadenar dafos en el
ADN, incluyendo afectaciones a las bases purinicas, se espera que en las células musculares
disminuyan los niveles de metabolitos de purinas en respuesta a la exposicion a ftalatos. El
objetivo de este trabajo fue cuantificar los niveles de los metabolitos de purinas en células
musculares de humano en cultivo basal y evaluar su variacidn en respuesta a exposicion a DEHP.
Se colectaron biopsias de musculo esquelético de mujeres sometidas a cesdrea programada
para levantar cultivo primario de células. Una vez que las células musculares tuvieron >90% de
confluencia, se expusieron a 1 mM de DEHP diluido en el medio de cultivo. Se cuantificaron las
concentraciones de los metabolitos de purinas mediante espectrofotometria y cromatografia
liquida de alta resolucién, y se compararon los resultados entre tratamientos. Se observé una
disminucion en la concentracion de hipoxantina (HX, de 2.61 + 0.95 a 1.82 + 0.84 uM), inosina
(Ino, de 0.7 + 0.36 a 0.4 + 0.14 uM), adenosina (Ado, de 0.11 + 0.4 a 0.053 = 0.04 uM),
guanosina-5'-trifosfato (GTP, de 0.07 + 0.03 a 0.084 + 0.02 uM), adenosina difosfato (ADP, de
0.078 £ 0.06 a 0.047 £ 0.02 uM) y adenosina trifosfato (ATP, de 0.036 + 0.02 a 0.028 + 0.00 uM)
en las células de musculo esquelético expuestas a DEHP en comparaciéon con aquellas
mantenidas bajo condiciones control. No se observaron diferencias significativas entre
tratamentos en las concentraciones de xantina (X, de 0.054 (0.05, 0.05) a 0.066 (0.05, 0.06)
K1M), acido urico (de 0.04 (0.03, 0.03) a 0.08 (0.03, 0.06) uM), monofosfato de inosina (IMP, de
0.020 (0.07, 0.26) a 0.27 (0.15, 0.34) uM), dinucledtido de nicotinamida adenina (NAD®, de 0.40
(0.23, 0.40) a 0.35 (0.02, 0.40) uM), guanosin difosfato (GDP, de 0.22 (0.13, 0.32) a 0.18 (0.10,
0.21) uM), y adenosin monofosfato (AMP, de 0.17 (0.03, 0.22) a 0.26 (0.02, 0.53) uM). La
concentracion de guanosin trifosfato (GTP) fue mayor (0.084 +0.02 puM) en las células expuestas
a DEHP en comparacién con aquellas mantenidas bajo condiciones control (0.072 + 0.03 pM).
Estos resultados sugieren que en células musculares expuestas a DEHP la capacidad de reciclado
y sintesis de purinas disminuye y que, por lo tanto, prevalece la ruta de degradacién de purinas,
disminuyendo los niveles de ATP en respuesta a la exposicion a ftalatos. Estos resultados
contribuyen a sentar las bases para proponer herramientas de diagndstico y tratamiento para
las afecciones asociadas a la exposicidn a ftalatos.

Palabras clave: ftalatos, mamiferos, purinas, una salud.
ORCID: 0000-0002-3760-8437
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Directora de Tesis



Summary

Purines are nitrogenated bases from which nucleic acids such as adenine, guanine and hypoxanthine
are derived. Purines are involved in biological processes such as genetic material replication,
transcription, protein synthesis, and cellular metabolism. When purines are not metabolized properly,
they can trigger energy disruption or pathologies. Exposure to di (2-ethylhexyl) phthalate (DEHP), an
additive substance in plastics, can alter purine metabolism and cause health damage. DEHP does not
chemically bind to the polymer, easily releasing itself into the medium. If contaminants associated
with plastics, such as phthalates, are endocrine disruptors and can trigger DNA damage, including
affectations to the purine bases, muscle cells are expected to decrease levels of purine metabolites in
response to phthalate exposure. The objective of this study was to quantify the levels of purine
metabolites in human muscle cells in basal culture and to evaluate their variation in response to
exposure to DEHP. Skeletal muscle biopsies were collected from women undergoing a scheduled
cesarean section to initiate primary cell culture. Once the muscle cells had >90% confluence, they
were exposed to 1 mM of DEHP diluted in the culture medium. Concentrations of purine metabolites
were quantified using spectrophotometry and high-performance liquid chromatography, and results
were compared between treatments. Decreased concentrations of hypoxanthine (HX, from 2.61 +
0.95 to 1.82 + 0.84 pM), inosine (Ino, from 0.7 + 0.36 to 0.4 £ 0.14 uM), adenosine (Ado, from 0.11 +
0.4 to 0.053 = 0.04 uM), guanosine-5'-triphosphate (GTP, from 0.07 + 0.03 to 0.084 + 0.02 pM),
adenosine diphosphate (ADP, from 0.078 + 0.06 to 0.047 + 0.02 uM) and adenosine triphosphate
(ATP, from 0.036 + 0.02 to 0.028 + 0.00 uM) were observed in skeletal muscle cells exposed to DEHP
compared to those maintained under control conditions. No significant differences were observed
between treatments in the concentrations of xanthine (X, 0.054 (0.05, 0.05) to 0.066 (0.05, 0.06) uM),
uric acid (from 0.04 (0.03, 0.03) to 0.08 (0.03, 0.06) uM), inosine monophosphate (IMP, from 0.020
(0.07, 0.26) to 0.27 (0.15, 0.34) uM), nicotinamide adenine dinucleotide (NAD", from 0.40 (0.23, 0.40)
to 0.35 (0.02, 0.40) pM), guanosine diphosphate (GDP, 0.22 (0.13, 0.32) to 0.18 (0.10, 0.21) pM), and
adenosine monophosphate (AMP, 0.17 (0.03, 0.22) to 0.26 (0.02, 0.53) uM). The concentration of
guanosine triphosphate (GTP) was higher (0.084 £0.02 pM) in cells exposed to DEHP compared to
those mantained under control conditions (0.072 + 0.03 pM). These results suggest that in muscle
cells exposed to DEHP the capacity for recycling and synthesis of purines decreases and that,
therefore, the purine degradation pathway prevails, decreasing ATP levels in response to exposure to
phthalates. These results help lay the groundwork for proposing diagnostic and treatment tools for
conditions associated with phthalate exposure.

Keywords: mammals, one health, phthalate, purines.
ORCID: 0000-0002-3760-8437
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Glosario

Aducto: Producto quimico formado al final de una reaccién de adicién. Esta es una reaccién en
la que dos 0 mas moléculas reaccionan y se combinan para formar un producto mas grande.

Biotransformacion: Proceso de modificaciéon estructural de un téxico una vez que se ha
introducido en el cuerpo. Ocurre normalmente en el higado a través de los procesos de
oxidacion, reduccidn, hidrdlisis y conjugacion. Como consecuencia de la biotransformacion se
producen metabolitos inactivos, algunos de los cuales pueden tener actividad tdxica igual o
distinta al xenobidtico inicial.

Hipoxia: Disminucion del oxigeno disponible para las células. En consecuencia, al no poder
sintetizar la energia necesaria a partir de los alimentos (carbohidratos, grasas y proteinas)
mediante las reacciones oxidativas correspondientes, pueden producirse alteraciones en la
funcién celular.

Isquemia: Reduccidn del flujo sanguineo en los tejidos del cuerpo que disminuye la cantidad de
oxigeno y nutrientes en la zona afectada; la falta de estos elementos puede desencadenar
necrosis. La isquemia puede surgir en cualquier parte del cuerpo, pero los érganos mas
afectados en el humano suelen ser el corazdén, el cerebro, el intestino y los dedos de las manos y
los pies.

Xenobiodtico: Compuesto quimico extrafio al organismo que puede ingresar a través de
diferentes vias, incluyendo ingestién, inhalacion o absorcién por la piel o la mucosa intestinal.
Estas sustancias pueden o no causar dafio a células, érganos y tejidos dependiendo de su
concentracion y su capacidad de transformacién en el organismo.
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Ado: Adenosina

ADP: Adenosina difosfato

AMP: Adenosina monofosfato

ATP: Adenosina trifosfato
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1. INTRODUCCION

El nimero de contaminantes emergentes que se identifican como problemas ambientales crece
cada afo, y despierta un interés por el potencial riesgo para la salud. Entre los contaminantes
emergentes que encabezan la lista aparecen los ftalatos. Los ftalatos pueden causar dafios
celulares, reproductivos y de crecimiento en humanos (Rusyn et al., 2006). Ademds, procesos
patoldgicos como obesidad o asma, alteraciones neuroldgicas como el autismo, y afecciones
gastrointestinales también estan relacionadas a la exposicidn a este contaminante (Sailas et al.,
2017; Badia-Tahull et al., 2018). La exposicion a ftalatos se ha asociado a algunos dafios
inmunoldgicos, induciendo inflamacién y favoreciendo el estrés oxidativo en células (Robinson
et al., 2015). Al ser disruptores enddcrinos, los ftalatos también pueden desencadenar dafios al

ADN, incluyendo afectaciones a las bases purinicas y a los metabolitos que se derivan de ellas.

1.1 Ftalatos.

Los ftalatos, como el di(2-etilhexil) ftalato (DEHP), son sustancias sintéticas utilizadas como
aditivo en plasticos para darles una mayor flexibilidad. Plasticos como el policloruro de vinilo
(PVC) y el tereftalato de polietileno (PET) contienen entre 20 y 40% (en peso) de DEHP (FDA,
2001). Los ftalatos o trazas de éstos se encuentran practicamente en cualquier producto
industrial, incluyendo pinturas y solventes, juguetes, botellas, productos de limpieza personal y
equipo médico (Carlstedt et al., 2013). Al no estar unidos covalentemente al plastico, los
ftalatos se separan facilmente y quedan biodisponibles, lo que puede provocar problemas

ambientales y de salud (Wang et al., 2019).

La exposicion a DEHP induce estrés oxidativo, un disturbio en el balance entre la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ERO) y las defensas antioxidantes causando un dafio oxidativo a
moléculas como lipidos, proteinas, carbohidratos, a las bases purinicas del ADN, y al acido Urico;
esos dafios pueden ser reversibles o permanentes (Valko et al, 2007). El metabolismo de purinas

puede alterarse en respuesta a la exposiciéon a DEHP (Glantzounis et al., 2005).



1.2 Purinas

El metabolismo celular involucra una secuencia de reacciones bioquimicas reguladas para
generar sustratos que son necesarios para los procesos celulares (King, 2015). Entre los
metabolitos mas abundantes en las células de mamiferos estan las purinas. Las purinas son
bases nitrogenadas de las que derivan acidos nucleicos, como adenina, guanina e hipoxantina
(Jurecka, 2009). Las purinas se encuentran como bases nitrogenadas libres o asociadas a una
ribosa o desoxirribosa y participan en procesos bioldgicos, como la replicacién genética y la
sintesis de proteinas (Pedley et al. 2017). Con excepcion de los protozoarios parasitos, todas las

formas de vida sintetizan nucledtidos de purina (Rodwell, 2015).

Cuando las purinas no son metabolizadas adecuadamente, se pueden desencadenar
condiciones patoldgicas. Varias patologias reportadas en humanos son causadas por
anormalidades innatas del metabolismo de purinas; entre éstas se incluyen anemia hemolitica
inexplicable, artritis gotosa, sindrome de Lesch-Nyhan, y varios problemas renales (Contreras-
Roura, 2012). Pese a la informacién sobre las enfermedades causadas en humanos por la falla
en el metabolismo de purinas o por la exposicion a ftalatos, los efectos e impactos a nivel

celular son poco conocidos.



2. ANTECEDENTES

2.1 Purinas

En el estado basal de la célula o el organismo, la produccidon y degradacién de purinas se
mantienen mediante acciones coordinadas de sintesis de novo, catabolismo y reciclado (Fig. 1).
La via de sintesis de novo comienza en el citoplasma de los hepatocitos con la unién del anillo
purinico sobre una molécula de ribosa-5-fosfato para después ser catalizada por glutamina
fosforribosil pirofosfato (PRPP) (Fig. 1). El monofosfato de inosina (IMP), formado después de 11
reacciones, puede convertirse a través de dos vias distintas en adenosina monofosfato (AMP) o
guanosina monofosfato (GMP). La via que conduce a la sintesis de AMP requiere energia en
forma de trifosfato de guanosina (GTP), mientras que la via de GMP aprovecha la energia en

forma de adenosina trifosfato (ATP) (Vanbergen y Wintle, 2019).

La degradacion (catabolismo) de las purinas tiene lugar en dos fases, la descomposicién del
nucledtido a las bases libres hipoxantina (HX) o xantina (X), y la formacién de acido urico (Fig. 1).
En la primera fase, el grupo fosfato se escinde a través de la accion de una enzima nucleotidasa,
y la ribosa-1-fosfato se separa por accion de la enzima nucledsido fosforilasa; al final, se librera
el grupo amino; la HX se oxida a X, y la oxidacidon de X da origen al acido urico. La xantina
oxidasa cataliza la hidroxilacién de una serie de sustratos. Los mas especificos son hipoxantina,
que se transforma en xantina y ésta, a su vez, en acido urico (Vanbergen y Wintle, 2019).
Aunque la sintesis y degradacion de los nucleétidos de purina se producen en todos los tejidos,
el acido Urico sdlo se sintetiza en los tejidos que contienen xantina oxidasa, especialmente el

higado y el intestino delgado (Burns y Wortmann, 2019).

En el catabolismo de purinas, la enzima xantina oxidorreductasa (XOR) cataliza la hidroxilacién
oxidativa de HX a X y posteriormente de X a 4cido urico (Fig. 1B) (Valko et al., 2007). Al acido
Urico se le han atribuido propiedades tanto oxidantes como antioxidantes, dependiendo del
sistema fisico y la estructura quimica con la que reaccione. Por ejemplo, puede actuar como
antioxidante y prevenir el efecto de los radicales libres; en la sintesis del dcido Urico se produce

el radical libre anién superdxido (0,") vy, asi, se pueden iniciar procesos de estrés oxidativo. En el
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ser humano, XOR es la Unica enzima que puede catalizar la sintesis de acido Urico en

condiciones fisiolégicas (Harrison, 2002).

La produccidon de acido urico depende del contenido de purinas en los alimentos y de su
eficiencia de degradacion y reciclado. Dos a tres cuartos del acido Urico se excreta a través de
los rifiones, y el resto a través de los intestinos (Burns y Wortmann, 2019). En humanos, una
parte de este acido urico filtrado es reabsorbido a nivel renal en lugar de eliminarse (Valenzuela,
2016). Se sugiere que el 4cido Urico participa en la respuesta inmune e inflamatoria, actuando
como sefial de peligro para las defensas celulares, siendo, en ese sentido, un coadyuvante

endogeno (Ghaemi-Oskouie y Shi, 2011).

El reciclaje de purinas ocurre en un solo paso donde los acidos nucleicos se descomponen a
bases libres (Fig. 1). La via de rescate recicla estas bases y las une de nuevo a ribosa-5-fosfato.
Esta via requiere menos pasos y gasto energético que la via de sintesis de novo; por ello, en
condiciones basales, casi el 90% de las purinas se sintetiza por este mecanismo (Vanbergen y
Wintle, 2019). La via necesita de las enzimas fosforribosil transferasas, las cuales son adenina
fosforribosil transferasa (APRT), cuyos sustratos son adenina y PRPP, y su producto es AMP, e
hipoxantina-guanina fosforribosil transferasa (HGPRT), que utiliza hipoxantina o guanina mas

PRPP para formar los nucledtidos correspondientes, IMP y GMP (Brandan y Aizpuru, 2003).



METABOLISMO DE PURINAS
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Figura 1. Ruta metabdlica de las purinas. La ruta de la sintesis de novo se representa por flechas
planas, la via de degradacion de purinas por flechas punteadas, y el reciclado de purinas por
flechas dobles. GIn: Glutamina; PRPP: Fosforribosil pirofosfato; Gly: Glisina; Glu: glutamina;
Formil-THF: Formil tetrahidrofolato; THF: tetrahidrofolato; CO,: diéxido de carbono; Asp:
aspartato; XMP: xantosina monofosfato; IMP: iosina monofosfato; GMP, guanosin monofosfato;
AMP: adenosin monofosfato; GDP: guanosin difosfato; dGDP: desoxiguanilato difosfato ATP:
adenosin trifosfato; Ado: adenosina; Ino: iosina; Guo: guanosin; G: guanina; Ac. Urico: 4cido
urico. (Modificada de Gonzalo-Claros, 2010).

2.2 Daiios a la salud causados por disrupcion en el metabolismo de purinas

El conocimiento del metabolismo de purinas ha incrementado gracias a los estudios sobre
enfermedades innatas asociadas que se han reportado desde el siglo XX. Un estudio sobre
metabolismo de las bases nitrogenadas en la obesidad inducida en ratas (Gomez-Ruiz, 1989)
reporté un aumento en la sintesis de novo y una disminucion en la degradacion de purinas en el
grupo experimental. Los autores concluyeron que las ratas que recibieron la dieta control tenian

baja actividad de las enzimas reguladoras de X o HX, lo que llevd a un exceso de purinas
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(Gémez-Ruiz, 1989). Este es considerado uno de los primeros estudios sobre enfermedades

asociadas al metabolismo de las purinas.

También se publicd una revisidn de los errores innatos en el metabolismo de las purinas y otras
patologias relacionadas que se conocian hasta la fecha (Contreras-Roura, 2012). Se recopilaron
27 defectos en el metabolismo de purinas con una variedad de sintomatologias, incluyendo
inmunodeficiencias, trastornos neurolédgicos, anemia, retraso del crecimiento, obesidad e,
incluso, cancer. Se concluyé que las concentraciones de acido Urico fuera de los intervalos de
referencia pueden relacionarse con defectos en el metabolismo de purinas, lo que se asocia con
patologias como la gota, artritis o inflamaciones inexplicables (Contreras-Roura, 2012). Si bien
se asocian defectos en el metabolismo de purinas con enfermedades, hay evidencia que sugiere
alguna ventaja evolutiva del acido urico. En humanos, una parte del acido urico filtrado es
reabsorbido a nivel renal en lugar de eliminarse (Valenzuela, 2016). El 4cido Urico participa en la
respuesta inmune e inflamatoria, actuando como un coadyuvante endégeno (Ghaemi-Oskouie y

Shi, 2011).

2.3 Ftalatos

La exposicién a DEHP se da a través del aire, el agua, el alimento y los materiales utilizados para
empacarlo, asi como por contacto con la piel (Petersen y Jensen, 2011). Vazquez et al. (2017)
cuantificaron la concentracién de ftalatos en botellas de agua de cuatro marcas mexicanas y
evaluaron el efecto de la temperatura en la migracién de los ftalatos del empaque al agua a
través del tiempo. En tres de las marcas analizadas, el DEHP fue el ftalato con mayor presencia
en el agua y en la botella, ademas de ser el Unico contaminante cuya concentracién en el agua
incrementd en todas las marcas después de 70 dias (Vazquez et al., 2017). En alimentos, la
acumulacién de ftalatos depende de la concentracidn lipidica del alimento per se (Badia-Tahull
et al., 2018). Otra de las fuentes de exposicion es a través de los materiales utilizados en
procesos médicos y quirdrgicos (Petersen y Jensen, 2011). Se encuentran ftalatos
principalmente en los hemoderivados, en tubos endotraqueales y en equipos de infusion
intravenosa (Luo et al., 2014). Los individuos expuestos a técnicas como la hemodidlisis,

trasplantes o cirugias presentan mayor grado de exposicién a DEHP (Mallow y Fox, 2014).



Al entrar en contacto con el cuerpo, los ftalatos se distribuyen a través del sistema circulatorio y
linfatico (Fig. 2). En el higado, los ftalatos se metabolizan en dos fases. En la primera fase, los
diésteres de ftalatos se hidrolizan a su forma monoéster (Tsatsakis et al., 2018). Durante la
segunda fase, el dcido glucurdnico se une al DEHP por glucuronidacién. Ademas, puede pasar
por otro proceso de biotransformacién en el cual, por accién de lipasas gastrointestinales, se
metaboliza a mono(2-etihexil) ftalato (MEHP) (Tsatsakis et al., 2018). El MEHP es una de las
formas mas toxicas de los ftalatos al cual se asocian la mayoria de las patologias que se han

reportado con relacion a este grupo de xenobidticos (Ortega-Garcia et al., 2002).

La principal via metabdlica de los ftalatos es la oxidacién omega, la via de oxidacién metabdlica
de los acidos grasos, que involucra al dtomo de carbono mas alejado del grupo carboxilo
original. La B-oxidacién puede metabolizar uno o mas productos de oxidacion omega; en este
proceso, la cadena de carbono del acido graso o el eje central del acido graso se divide en dos
pequeiios fragmentos de carbono, que se metabolizan para producir energia (Ortega-Garcia et

al., 2002).

Los ftalatos y sus metabolitos se desechan en la orina, pero también pueden distribuirse y
acumularse en fluidos y érganos biolégicos, como la leche materna, liquido amnidtico, semen,
saliva, sudor, cabello, ufias, el sistema circulatorio, reproductivo, endécrino y neuronal
(Tsatsakis et al., 2018). La capacidad de metabolizar el DEHP depende de la edad y del estado
de salud del individuo. Aunque en humanos adulto aproximadamente el 85% de DEHP se
excreta en la orina, en recién nacidos y prematuros la via de conjugacidén con el acido
glucurdnico aun no esta completamente desarrollada vy, por lo tanto, son propensos a acumular

mayores cantidades de ftalatos (Barr et al., 2003).
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Figura 2. Via metabdlica de los ftalatos. Modificada de Chichizola et al., 2009.

2.4 Daiios a la salud por exposicion a ftalatos a nivel celular

Los ftalatos pueden causar dafios celulares, reproductivos y de crecimiento en humanos (Rusyn
et al., 2006). La exposicidon a ftalatos se ha asociado a algunos dafios inmunoldgicos, induciendo
inflamacién y favoreciendo el estrés oxidativo en células (Robinson et al., 2015). Los sistemas
reproductivos se consideran los mas afectados por ftalatos (Wang et al., 2019). Patologias como
obesidad o asma, alteraciones neuroldgicas como el autismo, y afecciones gastrointestinales
también estan relacionadas a exposicion con este contaminante (Sailas et al., 2017; Badia-Tahull

etal., 2018).

Los ftalatos son considerados disruptores enddcrinos, es decir, con capacidad de alterar el
equilibrio hormonal de los organismos y causar problemas de salud, principalmente
reproductivos (Badia-Tahull, 2018). Diferentes estudios realizados en mamiferos han asociado la
exposiciéon a DEHP y sus metabolitos a alteraciones en el aparato reproductivo. En ratas, la
exposicidon perinatal a DEHP sugiere una relacion a mutaciones como criptorquidia (testiculo no
descendido), células de Sertoli anormales, alteraciones en la produccién de espermatozoides,
disminucion de testosterona, atrofia testicular y disminucién del conteo de espermatozoides en

el epididimo (Foster et al., 2000; Foster 2006). En ratas macho adulto, los signos observados tras



la exposicion a DEHP fueron similares a aquellos en hombres con sindrome de hipoplasia
testicular (desarrollo anormal de los testiculos) (Parks, 2000), ademas de epididimitis, displasia
de la préstata y vesiculas seminales, asi como malformaciones del pene (Dalsenter, 2006). El
DEHP inhibe la sintesis y acelera la B-oxidacién de acidos grasos, dafiando el ciclo del acido
tricarboxilico (importante para la sintesis anaerdbica del ATP) y la gluconeogénesis, lo que
resulta en una acumulacién de acido lactico y un suministro insuficiente de ATP en el

microambiente de los testiculos (Shen et al., 2017).

En ratas hembra, la exposicion a DEHP causa defectos de meiosis y disminuye la capacidad de
fertilizacién de los ovocitos (Lu et al., 2019), y en hembras prefiadas expuestas a altas dosis del
contaminante (40 ug kg™ de peso corporal por dia durante 14 dias), la pubertad de las crias se
retrasd; estas alteraciones sugieren que la exposiciéon a estos contaminantes durante la
gestacion y lactancia es mas dafiina que en cualquier otra etapa de vida (Mylchreest y Foster,
1998; Gray et al, 2000; Grande, 2006). En humanos, se han reportado efectos similares. En
varones, la exposicidn continua in utero a ftalatos se relaciond hasta en un 67% a una
disminucion en el tamafio del drgano reproductivo y menor calidad de esperma (Chen et al.,

2007).

La exposicion a ftalatos estd asociada a una disminucion de la produccién de testosterona, y a
una reduccién en la longitud de los conductos de Miiller (lo que puede alterar el descenso
transabdominal de los testiculos hacia el escroto) y de los conductos de Wolf (National
Toxicology Program, 1995). En mujeres se observan alteraciones ovaricas manifestadas como
pubertad precoz o endometriosis (Bustamante et al., 2013). Se han reportado mayores
concentraciones de DEHP en mujeres durante el embarazo y en la leche materna (Main et al.,
2006). Cuando una mujer embarazada recibe algun tipo de tratamiento médico que la expone a
DEHP, como el uso de sondas nasogastricas, catéter central o a equipos fabricados con
diferentes ftalatos en mezclas, el feto puede acumular ftalatos a través de la placenta, lo que
aumenta el riesgo de estrés respiratorio y del desarrollo de patologias hepaticas (Lopez-

Espinosa, 2007).
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La exposicion continua a ftalatos también puede asociarse a dafio al material genético. La
exposicién a ftalatos induce estrés oxidativo, que a su vez puede afectar el metabolismo de
purinas y ADN espermatico (Sikka y Wang, 2008). En ratones, el DEHP altera la sintesis y la B-
oxidacion de acidos grasos y obstaculiza el suministro de ATP en los testiculos (Shen et al.,
2017). El porcentaje relativo de DEHP excretado en forma de MEHP representa un todxico
bioactivo, ya que puede actuar como sustituto en la funcién enzimdatica de la fase | de
replicacion en el ADN espermatico (Hauser, 2008). Los hombres con altos niveles de MEHP
tienen niveles mas altos de dafio en el ADN del esperma debido a la reduccién del metabolismo
(desintoxicacion) de otras moléculas genotdxicas (Hauser, 2008). Meeker et al. (2009) y
Mendiola et al. (2011) han reportado una correlacidn negativa significativa entre los niveles de
estradiol y andrégenos libres y la concentracion de MEHP en orina. En Alemania, se probaron el
DEHP y sus metabolitos y se encontrd que tenian toxicidad espermatica en hombres infértiles.
Aunque el DEHP y sus metabolitos (MEHP, MEHP, MEPP) tienen concentraciones mas altas
(2=40.56 pg LY, la distribucion del semen no esta relacionada con estos metabolitos (Herr et al.
2009). Sin embargo, los niveles de MEP y MEHP en la orina estdn asociados con un mayor dafo
al ADN de los espermatozoides, lo que sugiere que la exposicion a ciertos ftalatos puede afectar
la distribucién de estos metabolitos en la poblacién (Hauser et al., 2007). Saidur et al. (2015)
concluyeron que una exposicién a 100 uM de bisfenol A (BPA) disminuye el porcentaje de

motilidad y el porcentaje de produccion de ATP en el espermatozoide.

Existen estudios que correlacionan los niveles de DEHP con la actividad de enzimas
antioxidantes. En un estudio en ratas albinas macho expuestas a DEHP, la expresién de insulina
disminuyd, al igual que la captacion y oxidacion de la glucosa. Sin embargo, en el grupo de ratas
gue recibieron suplementacidon con vitaminas antioxidantes C y E no se observaron estos
cambios inducidos por DEHP. Por lo tanto, se asocia a las vitaminas antioxidantes con un papel
protector contra los efectos adversos del DEHP (Rajesh et al., 2013). Ademas, la exposicién al
DEHP modula la actividad y la expresion génica de las enzimas catalasa y glutatién S-transferasa
(GST) de Daphnia magna (crustaceo zooplanctdnico), e induce el aumento en los niveles de
peroxidaciéon de lipidos y cambios en los niveles de transcripcién de las enzimas (Wang et al.,

2018). En Pimelodus maculatus (bagre amarillo), la exposicién a DEHP puede provocar un
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aumento de peso relacionado con un dafio hepatico, acumulacién de grasa y mal
funcionamiento de aminoacidos (Mo et al., 2019). Algunos estudios sugieren un tratamiento
contra ftalatos a base de distintos antioxidantes. En ratas, se han realizado estudios donde el
dafio celular causado por ftalatos disminuyé significativamente (40%) a través de tratamientos
con licopeno, un carotenoide que se encuentra principalmente en el tomate (Zhao, 2020), y
estudios donde se previene la alteracion espermatogénica inducida por el ftalato mediante el

tratamiento con las vitaminas Cy E (Ishihara et al., 2001).

Tanto en humanos como en animales, ademas de los efectos reproductivos, se han reportado
problemas de desarrollo pulmonar (Whyatt et al.,, 2014), alteraciones gastrointestinales y
neurolégicas (Mallow y Fox, 2014), asi como dafios metabdlicos (Casals-Casas, 2011) asociados a
la exposicion a ftalatos. En ratones expuestos a DEHP, el aumento del espacio aéreo terminal y
la disminucidn del nimero de espacios y del area total disponible para el intercambio de gases
son similares a lo reportado en bebés prematuros con displasia broncopulmonar (Magliozzi et
al., 2003). Un numero creciente de estudios relacionan la exposicidon a ftalatos con los cambios
patolégicos que se observan en individuos con asma (Kolarik et al., 2008; Whyatt et al., 2014).
En una evaluacién del coeficiente intelectual de nifios de 7 afos con relacién a la exposicién a
ftalatos se reporté reduccidn en la velocidad de procesamiento, el razonamiento perceptual, la
memoria y la comprension verbal (Factor-Litvak et al., 2014). En ratones expuestos a DEHP se
reporté una disminucién de la inervacion y la densidad de las células neuronales en areas
especificas del hipocampo (Smith et al., 2011). En experimentos con ratas prefiadas se
observaron cambios en el desarrollo vascular del feto compatibles con caracteristicas similares a

aquellas que presentan pacientes con retinopatia del prematuro (Zei et al., 2001).

Los ftalatos se clasifican como material favorable para la obesidad, ya que pueden alterar la via
de produccién de grasas, el metabolismo de los lipidos o el equilibrio energético, provocando
obesidad (Heudorf et al., 2007). En los seres humanos, la concentracién de los metabolitos de
ftalatos se correlaciona generalmente con la obesidad abdominal (Stahlhut et al., 2008). En
términos de inmunidad, los ftalatos inducen inflamacidn e inhiben su resolucidn, lo que conduce

al estrés oxidativo (Ferguson et al., 2014). En individuos con nutricidon parenteral se reporta que
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el aumento de los niveles plasmaticos de DEHP estan relacionados con el aumento en los niveles
de malondialdehido, el cual se utiliza como indicador del dafio oxidativo a lipidos (Kambia et al.,

2011).

La exposicion a ftalatos esta relacionada con patologias gastrointestinales. En conejos, después
de tres semanas de exposicién, se observd fibrosis, necrosis celular, hiperplasia de las vias
biliares y otros cambios caracteristicos de estrés oxidativo, como aumento en el nimero, grupos
y formas atipicas de peroxisomas, asi como mayores concentraciones del pigmento lipofuscina
que, en algunos casos, puede usarse como indicador de estrés oxidativo (Loff et al., 2007). En
cuanto a la toxicidad hepatica, se asume que el DEHP y ciertos compuestos con estructuras
similares aumentan los indicadores del estrés oxidativo, como los niveles de peroxidacion
lipidica (Casals-Casas, 2011; Heindel et al., 2017). En ratones, se ha observado hepatomegalia
acompafiada de cambios en la expresién de enzimas hepaticas y la aparicién de cancer de
higado asociado a dafio oxidativo (Casals-Casas, 2011). Los cambios en la actividad de las
enzimas metabdlicas del higado, especialmente las de la fase | y Il de biotransformacién de
xenobidticos, pueden conducir a una mayor toxicidad de agentes enddgenos y exégenos como
farmacos (Casals-Casas, 2011). En un estudio en monos Rhesus (Macaca mulatta), la exposicién
a ftalatos se asocia al desarrollo de colestasis y la disminucidn en la excrecién de bilirrubina
(Jacobson et al., 1977). Von Rettbert et al. (2009) concluyeron que cuando se utiliza un sistema
de infusidn que contiene PVC para nutricidon parenteral en nifios menores de dos afios durante

mas de 14 dias, el riesgo de desarrollar colestasis aumenta 5.6 veces.

A pesar de que se han reportado dafios a la salud, los ftalatos siguen siendo de los aditivos mas
utilizados y considerados como una de las sustancias con baja toxicidad dentro de la industria
de los plasticos (Bustamante-Montes et al., 2001). En el 2015, el gobierno de Francia emitié un
comunicado prohibiendo el uso de los ftalatos en la industria médica, sobre todo en el material
utilizado en neonatos, pediatria y unidades de maternidad (Ley 2012-1442). En el 2017, la
Regulacién Europea de Sustancias Quimicas catalogd como sustancias peligrosas y nocivas a
cuatro variantes de los ftalatos, incluido el DEHP y sus metabolitos. Aun asi, el valor de ingesta

diaria recomendada para DEHP asignado en el 2014 sigue siendo de 50 pg kg™ d*, basado en el
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nivel de los efectos adversos observados, particularmente la toxicidad reproductiva en ratas.
Este valor se encuentra por arriba de los niveles para otros disruptores enddcrinos, lo que

puede favorecer la ingesta accidental de dosis toxicas de ftalatos (Royo-Bordonada, 2017).
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3. JUSTIFICACION

Por sus propiedades y bajo costo, el DEHP es ampliamente utilizado en la fabricacién de
plasticos. Aunque el 85% de los ftalatos ingeridos son excretados por la orina, la cantidad de
plasticos a los que se estd expuesto dia a dia ocasiona que el porcentaje remanente de DEHP y

MEHP origine problemas de salud (Duty et al., 2005).

Los ftalatos inducen dafio celular que puede desencadenar patologias en los sistemas
respiratorio, reproductivo y enddcrino, entre otros. Se ha asociado la exposicion a DEHP y las
patologias derivadas de ello a dafio oxidativo (Badia-Tahull, 2018). Pese a la informacién sobre
las patologias causadas en humanos, los efectos e impactos a nivel celular son poco conocidos.
Los ftalatos pueden desencadenar dafios al ADN, incluyendo afectaciones a las bases purinicas.
Analizar la respuesta a la exposiciéon a DEHP en células musculares de humano en cultivo celular
ayudard a entender mejor el mecanismo de defensa a ftalatos, a comprender mejor los aspectos
fisiopatoldgicos que intervienen en la interaccidn de estos contaminantes con el metabolismo
de las purinas, y a sentar las bases para proponer herramientas de diagnéstico y tratamiento

para las afecciones asociadas a la exposicion a ftalatos.
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4. HIPOTESIS

Si los contaminantes asociados a plasticos (DEHP) reducen los procesos de replicacion celular,
transcripcion, sintesis de proteinas y metabolismo celular en los que participan las purinas, se
espera que en células musculares la capacidad de sintesis y reciclado de purinas disminuya y
que, por lo tanto, prevalezca la ruta de degradacién de purinas, disminuyendo los niveles de

ATP en respuesta a la exposicidn a ftalatos.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar los cambios en el metabolismo de purinas en células musculares de humano en

presencia de di(2-etilhexil) ftalato (DEHP) bajo condiciones de cultivo celular primario.

5.2 Objetivos particulares

e Cuantificar los principales metabolitos de la sintesis, degradacién y catabolismo de
purinas en células musculares de humano en cultivo primario bajo condiciones control.

e Cuantificar los principales metabolitos de la sintesis, degradacién y catabolismo de
purinas en células musculares de humano en cultivo primario en respuesta a la
exposicién a DEHP.

e Comparar los principales metabolitos de la sintesis, degradacion y catabolismo de
purinas en células musculares en cultivo primario entre tratamientos.

e Comprobar la relacién entre DEHP y el metabolismo de purinas
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Colecta de muestras

Se colectaron muestras de musculo esquelético abdominal (0.5 g) de 5 mujeres donantes
sometidas a cesarea programada en el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), con ayuda
de personal médico calificado. Los protocolos de muestreo y bioensayo fueron registrados en la
Comisién Nacional de Investigacién Cientifica del Instituto Mexicano del Seguro Social registro
folio 2018-785-010 y Comité de Etica en Investigacion (CONBIOETICA-09-CEI-009-20160601). Las
muestras se enjuagaron con solucidn salina fisioldgica, se almacenaron en crioviales en solucién
de transporte y se transportaron sobre hielo al laboratorio de Estrés Oxidativo del CIBNOR para

establecer el cultivo celular inmediatamente.

Para la donacidn de muestras fueron consideradas mujeres adultas sanas en labor de parto por
cesarea programada, no urgente. Se solicité un seguimiento de su estado de salud los meses
previos a la toma de muestra, un diagndstico médico avalando su salud, y una carta de
consentimiento informado (CONBIOETICA-09-CEI-009-20160601). Individuos en condicién de
cesarea urgente, con enfermedades crénicas o que se rehusaron a firmar la carta de
consentimiento, no fueron candidatas para donacidon. Los criterios de exclusién incluyeron
aquellos sujetos diagnosticados previamente con diabetes, gota, hiperuricemia y anemia. La
edad no fue criterio de exclusion. Las donantes fueron atendidas en el Hospital General de Zona

No.1 del IMSS, ubicado en la Ciudad de La Paz, Baja California Sur, México.

Las muestras de musculo se sometieron a condiciones de cultivo primario. Las muestras se
enjuagaron con solucién salina fisioldgica, se digirieron con una solucidn de colagenasa por1 ha
37°C. Se detuvo el efecto con medio Ham F12, medio Dulbecco modificado de Eagle y suero
fetal bovino. Se centrifugd a 300 x g por 10 min a 4°C; el pellet se suspendié en medio de cultivo
y se colocd en una placa de cultivo durante 20-30 min. El sobrenadante se centrifugd a 300 x g
por 10 min a 4°C; el pellet se suspendid otra vez en medio de cultivo, las células se sembraron

en frascos Ty se incubaron a 37°C.
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Cada bioensayo fue preparado a partir de un lote de 215 frascos de cultivo celular (70 mL) en
fase 3, confluencia celular de 95-100%, y densidad de mioblastos 21.0 x 10° células mL* por
frasco. Todas las células fueron reunidas en una suspension y se sembraron 4x10° células mL™
en cada frasco. Para todos los cultivos se determind la cobertura de la monocapa de células y
confluencia celular. Debido a la distribucion heterogénea de las células en algunos cultivos, el
valor de confluencia fue determinado como aproximado y redondeado a decenas porcentuales
(p. €j., 50%). Una vez que las células musculares tuvieron >90% de confluencia, se expusieron a
1 mM de DEHP diluido en el medio de cultivo. De cada individuo, cinco frascos de cultivo se
consideraron control y diez fueron expuestos a DEPH. Todos los frascos fueron incubados en las
mismas condiciones (37°C, CO; al 5% y 95% de humedad). Se realizé el recambio total de medio
tres veces por semana y se reviso el desarrollo del cultivo bajo el microscopio. Aleatoriamente,
se eligieron tres frascos de cultivo control y tres tratados con DEHP, se recuperd el total de
células de cada frasco de cultivo y se monitoreé su viabilidad celular. Transcurridos 13 dias, se
finalizé el bioensayo. Se recuperd el material bioldgico de todos los frascos mantenidos bajo
condiciones control y expuestos a DEHP; todas las células fueron reunidas en una suspension
para cada tratamiento. La suspension celular de cada tratamiento por individuo fue conservada
a -80°C hasta su posterior analisis. Se cuantificd la concentracion de los metabolitos de purinas
mediante espectrofotometria y cromatografia de alta resolucidn con deteccion UV y se

compararon los resultados entre tratamientos (control, exposicion a DEHP).

6.2 Analisis de muestras

El procesamiento de las muestras se realizé con base en los procedimientos de acuerdo con el
método de Giannattasio et al. (2003). Este método consistid en separar nucledtidos y bases
purinicas a través de una cromatografia liquida de fase reversa (HPLC) por pares idnicos. La
cromatografia por pares idnicos permitié el uso de columnas de separacién con resina unida a
octadecil (Phenomenex C18®), las cuales retienen los compuestos de adenina y sus derivados;
ademas, brindan resoluciéon y determinaciones consistentes. La identificacion de los picos
correspondientes a cada metabolito se realizd con base en el tiempo de retencién por el C18
(mismo que es proporcional al peso molecular) y el espectro de absorcién a partir de una curva

de calibracién que incluyé todos los analitos de interés.
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Se cuantificé la concentracién de los metabolitos de purinas HX, X, acido urico, IMP, inosina,
adenosina, nicotinamida adenina dinucleétido (NAD®), AMP, adenosin difosfato (ADP), ATP,
guanosin difosfato (GDP) y GTP mediante HPLC reportados por Giannattsio et al. (2003). Para
cuantificar la concentracion de cada metabolito, se comparé con una curva de calibracién con la
mezcla de estandares a concentraciones conocidas (5.0, 2.5. 1.25, 0.625, 0.375, y 0.015 uM mas
un blanco). Las muestras se ajustaron a pH 6.5 con acido perclérico (HCIO4; 0.5 M) frio para
extraer los metabolitos; posteriormente, se neutralizd con 180 uL hidréxido de potasio (KHO;
0.5 M) y 180 pL de fosfato de potasio monobasico (KH,PO,; 1M, pH 7.5). Una vez que se obtuvo
el extracto, se filtré a través de una membrana Millipore© de 0.22 um, se colocé en un vial para
HPLC y se analizé por duplicado. Se utilizé una columna ODS hypersil 125 x 4.6 y una solucidn
amortiguadora (0.1 M KH,PO4, 8 mM TBA, pH 6.9, a temperatura ambiente). La identificacion de
los metabolitos se realizd con base en la longitud de onda y tiempo de retenciéon de cada uno.
La concentracién se calculd a partir de la ecuacidn de la recta ajustada a la curva estandar y del
area de los picos correspondientes a cada nucledtido y metabolito de interés. Los resultados se

expresaron como UM de proteina.

6.3 Analisis estadistico

Todos los datos se sometieron a pruebas de normalidad (Kolmogorov-Smirnov) vy
homocedasticidad (C de Cochran). Para los datos que siguieron una distribucion normal, las
concentraciones de metabolitos se reportan como promedio y desviacién estandar; en este
caso, para la comparacién entre tratamientos se realizd un analisis de varianza (ANDEVA) de
una 1 via (Wayne, 2010). Para los datos que no cumplieron con los supuestos de normalidad, los
resultados se reportan como medianas y percentiles, y se analizaron mediante la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis (Wayne, 2010). En todos los casos, la significancia estadistica se
considerd cuando p < 0.05 (Zar, 2009). Los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el

programa Statistica®.
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7. RESULTADOS

La concentracidon de metabolitos de purinas en las células de cultivo de musculo esquelético de
humanos se resume en la tabla I. Se detectd el total de metabolitos seleccionados en todas las
muestras; tanto en las células que se mantuvieron bajo condiciones control como las que fueron
expuestas a DEHP. Los metabolitos que se encontraron en mayor concentracidén tanto en
condiciones basales como en las células expuestas a DEHP fueron GDP y HX; los que se
encontraron en menor concentracion en condiciones basales y en las células expuestas a DEHP

fueron ATP y 4cido Urico (Tabla 1).

Tabla 1. Concentracidn (uM) de los metabolitos de purinas en células musculares de humano
(n=5 mujeres) en cultivo primario bajo condiciones control y tras la exposicién a di(2-etilhexil)
ftalato (DEHP, 1 mM, 13 dias).

Condiciones control Exposicion a DEHP Valor p
HX 2.61+0.95 1.82+0.84 0.001 *
X 0.054 (0.05, 0.05)* 0.066 (0.05, 0.06) 0.128
Ac. Urico 0.04 (0.03, 0.03) 0.08 (0.03, 0.06) 0.156
IMP 0.20 (0.07, 0.26) 0.27 (0.15, 0.34) 0.141
Ino 0.7 +0.36 0.4+0.14 0.001 *
NAD* 0.40 (0.23, 0.40) 0.35 (0.28, 0.40) 0.143
GDP 0.22 (0.13, 0.32) 0.18 (0.10, 0.21) 0.447
AMP 0.17 (0.03, 0.22) 0.26 (0.02, 0.53) 0.062
Ado 0.11 +0.04 0.053 + 0.04 0.05 *
GTP 0.072 +0.03 0.084 +0.02 0.038 *
ADP 0.078 + 0.06 0.047 +0.02 0.004 *
ATP 0.036 + 0.02 0.028 + 0.00 0.023 *

HX= hipoxantina, X= xantina, Ac. uUrico = acido Urico, IMP= inosina monofosfato, Ino = Inosina, NAD= nicotinamida adenina
dinucledtido, GDP= guanosin difosfato, AMP= adenosina monofosfato, Ado= adenosina, GTP= guanina trifosfato, ADP= adenosin
difosfato, ATP= adenosina trifosfato. Los resultados que presentaron distribucion normal se presentan como promedio *
desviacidn estandar, los resultados que no presentaron una distribucion normal se presentan como medianas y percentiles (25-
75). : p =< 0.05, comparacion entre tratamientos.

Las concentraciones de HX, inosina, adenosina, GTP, ADP y ATP fueron mayores en las células de
musculo esquelético mantenidas bajo condiciones control que en las células expuestas a DEHP.
Las concentraciones promedio de HX en células de musculo esquelético en condiciones control

fueron de 2.61 + 0.95 uM vy tras la exposicion a DEHP fueron 1.82 + 0.84 uM (p= 0.001); es decir,
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30.27% menores que bajo condiciones control. El promedio de las concentraciones de inosina
en células de musculo esquelético disminuyé de 0.7 £ 0.36 uM bajo condiciones control a 0.4 +
0.14 uM (-42.86%) tras la exposicién a DEHP (p= 0.001). El promedio de las concentraciones de
Ado en células de musculo esquelético disminuyd de 0.11 + 0.04 uM bajo condiciones control a
0.053 £ 0.04 uM tras la exposicidon a DEHP (-51.82%) (p= 0.05). Las concentraciones promedio de
ADP en células de musculo esquelético fueron 0.078 + 0.06 uM bajo condiciones control y
disminuyeron 39.74%, a 0.047 + 0.02 uM, tras la exposicion a DEHP (p= 0.004). Las
concentraciones promedio de ATP en células de musculo esquelético en condiciones control
fueron de 0.036 + 0.02 uM y después de la exposicion a DEHP de 0.028 + 0.00 uM (-22.22%) (p=
0.023). Las concentraciones promedio de GTP en células de musculo esquelético en condiciones
control fueron de 0.072 + 0.03 uM vy tras la exposicion a DEHP fueron 0.084 + 0.02 uM (p=
0.038); es decir, 16.77% mayor en presencia de DEHP que bajo condiciones control. Este
metabolito fue el Unico que presentd una mayor concentracion tras los efectos del ftalato que

en condiciones basales.

No se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de X, acido urico, IMP, NAD",
GDP y AMP en células musculares en cultivo celular bajo condiciones control y tras la exposicién
a DEHP. Las concentraciones de X en células de musculo esquelético en condiciones control
fueron de 0.054 (0.05, 0.05) uM, y después de la exposicion a DEHP de 0.066 (0.05, 0.06) uM (p=
0.128). Las concentraciones de acido urico en células de musculo esquelético en condiciones
control fueron de 0.04 (0.03, 0.03) uM y después de la exposicion a DEHP de 0.08 (0.03, 0.06)
UM (p= 0.156). Las concentraciones de IMP en células de musculo esquelético en condiciones
control fueron de 0.20 (0.07, 0.26) uM y después de la exposicion a DEHP de 0.27 (0.15, 0.34)
UM (p=0.141). Las concentraciones de NAD" en células de musculo esquelético fueron de 0.40
(0.23, 0.40) uM bajo condiciones control y 0.35 (0.28, 0.40) uM tras la exposicién a DEHP (p=
0.143). Las concentraciones de GDP en células de musculo esquelético fueron de 0.22 (0.13,
0.32) uM bajo condiciones control y 0.18 (0.10, 0.21) uM tras la exposicion a DEHP (p= 0.447).
Las concentraciones de AMP en células de musculo esquelético fueron de 0.17 (0.03, 0.22) uM

bajo condiciones control y 0.26 (0.02, 0.53) uM tras la exposicion a DEHP (p=0.062).
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8. DISCUSION

8.1 Musculo como muestra de estudio

En el presente estudio, se analizaron las concentraciones de los metabolitos de purinas en
cultivos celulares de musculo esquelético de humanos bajo condiciones control y después de la
exposicion a DEHP (1 mM) por 13 dias. Las purinas contribuyen a las funciones celulares de los
tejidos, entre ellos el musculo. Durante la ruta metabdlica de las purinas, la mayor parte del ATP
en musculo esquelético se genera por la via de reciclado de purinas a través del IMP (Moriwaki
et al., 1999). EL IMP intramuscular se sintetiza mediante la via de reciclaje, en la que la HX
muscular se metaboliza a IMP por medio de la hipoxantina guanina fosforribosil transferasa
(HGPRT) (Zielinksi y Kusy, 2015). En el musculo esquelético las reservas intracelulares de ATP se
agotan rapidamente durante eventos como isquemia e hipoxia, y su metabolismo resulta en la
liberacion de nucledsidos de purina a la circulacion sistémica (Fisher et al., 2019). Dada esta
relacién y su rdpido crecimiento in vitro, utilizar células musculares para la medicién de purinas

bajo condiciones experimentales es una opcidn acertada.

8.2 Relacidn entre purinas y DEHP

Existen patologias que se agravan en presencia de ftalatos; por ejemplo, la estenosis
pieloureteral (estrechez en el conducto que va del rifién a la vejiga) (Giordano, 2010),
hipospadias (abertura de la uretra) (Choi, 2012), isquemia e infartos (Carran y Shaw, 2012). En
individuos sometidos a endarterectomia carotidea e individuos que acudieron al hospital por
accidente cerebrovascular y/o ataque isquémico transitorio se ha confirmado una liberacién de
altas concentraciones de purinas en el cerebro (Benjamin et al.,, 2017). El aumento de
nucledsidos de purinas también se ha confirmado en individuos con angina de pecho, infarto del
miocardio, hipoxia sistémica, e individuos con enfermedad arterial periférica (Pio et al., 2009;
Roldan-Atienza, 2020). La correlacién entre la incidencia de procesos patoldgicos en presencia
de ftalatos y la liberacién de purinas en los mismos casos clinicos podria tomarse como

indicador de la relacidn fisiolégica que tienen los metabolitos de las purinas y los ftalatos.
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Liu et al. (2015) analizaron extractos de suero, orina y rifidon de ratas con nefropatia diabética
inducida por disruptores endocrinos. Los autores revelaron una diferencia significativa en los
perfiles metabdlicos entre las ratas bajo condiciones control y aquellas con nefropatia diabética,
e identificaron varios metabolitos relacionados con la enfermedad; entre ellos, el 4cido urico, lo
que sugiere que el metabolismo alterado de las purinas a causa de disruptores enddcrinos,

como los ftalatos, puede estar involucrado en la diabetes nedfita (Liu et al. 2015).

Ambruosi et al. (2011) analizaron los efectos de la exposicidon aguda in vitro al DEHP sobre la
maduracion de los ovocitos, la energia y el estado oxidativo en el caballo, como un modelo de
grandes especies. Los autores también evaluaron procesos de apoptosis de células ciumulos
(CC), el estado oxidativo y la configuracién de la cromatina nuclear en los ovocitos. Concluyeron
gue la exposicién aguda in vitro al DEHP inhibe la maduracidn de los ovocitos equinos sin alterar
la energia ooplasmdtica y los parametros de estrés oxidativo en los ovocitos maduros que
retienen el potencial para ser fertilizados y convertirse en embriones, aunque se necesitan mas

estudios para confirmar esta posibilidad (Ambruosi et al. 2011).

Papaioannou et al. (2021) realizaron un analisis multidmico para revelar los genes, proteinas y
metabolitos afectados por la exposicidn a ftalatos y metales pesados. Los autores reportaron
gue la coexposicion a ftalatos y metales perturba los procesos bioguimicos relacionados con la
respiracion mitocondrial durante las etapas criticas del desarrollo, con vinculos clinicos a
perturbaciones del sistema nervioso. Los autores describen afectacion en el ciclo de urea por
colina fosfato citidililtransferasa, un nutriente esencial, que participa en la sintesis de purinas y
es imprescindible para la estructura y la sefializacion celular, el transporte de lipidos, la

neurotransmision y el metabolismo monocarbonado (Fernandez-Roig, 2012).

8.3 Purinas en respuesta a la exposicion a DEHP

En el presente estudio, las concentraciones de HX, adenosina, ADP, inosina y ATP disminuyeron
tras exposiciéon a DEHP (1 mM, 13 dias); las concentraciones de AMP y GTP fueron mayores en
presencia de este ftalato, y no se observaron diferencias significativas en las concentraciones de

X, acido urico, IMP, NAD" y GDP entre tratamientos. Estos resultados sugieren que en células
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musculares expuestas a DEHP la capacidad de reciclado vy sintesis de purinas disminuye y que,
por lo tanto, prevalece la ruta de degradacidn de purinas, disminuyendo los niveles de ATP en

respuesta a la exposicion a ftalatos.

En el muasculo, HX, adenosina, ADP y ATP participan en la activaciéon de la via extrinseca de
apoptosis, como mediadores de la respuesta inflamatoria y en la reorganizacidn tisular durante
los cambios que ocurren en las fibras musculares (Wiendl et al., 2005; Dragu et al., 2011). La
disminucion de la concentracién de estos metabolitos observada en presencia de DEHP en el
presente estudio sugiere que podrian presentarse problemas inflamatorios y de apoptosis

cuando el musculo se encuentre expuesto a este ftalato.

La adenosina desempeiia un papel en la homeostasis; a nivel del muisculo se manifiesta por un
aumento en la liberacién de adenosina que protege al tejido de una excesiva carga mecanica a
través de disminuir la contracciéon y dar lugar, simultdaneamente, a la vasodilatacién, con lo que
aumenta el aporte de oxigeno en musculo (Contreras, 1999). En el presente estudio, la
concentracién de adenosina disminuyd en presencia de DEHP, lo que podria sugerir un aumento
de la contraccion y potencial disminucion de la vasodilatacién en presencia de este

contaminante.

Todas las células sometidas a actividad fisica deben mantener un balance entre la produccién y
la utilizacidn del ATP. Durante la actividad fisica el musculo esquelético utiliza aproximadamente
3.3 x 10 mol gr'1 de ATP, por lo que es indispensable su regeneracién con rapidez (Volkov, 1998;
Lépez y Herndndez, 2001; Acosta et al.,, 2009). En el presente estudio, la concentracién
promedio de ATP disminuyd en presencia de DEHP, lo que podria sugerir una disminucion de la
energia disponible en el musculo esquelético, incluso en reposo, en presencia de este

contaminante.

Estudios previos sugieren una relacién del DEHP con los acidos nucleicos y sus metabolitos
(Huen et al., 2016; Solomon et al.,, 2017; Tindula et al., 2018). La correlacion entre las

concentraciones de nucledtidos y nucledsidos en el plasma, suero y orina de ratas que fueron
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expuestas a 2000 ug mL™ de DEHP por 10 dias sugiere que los ftalatos pueden influir en las vias
de degradacion, recuperacion y eliminacion del metabolismo de los dcidos nucleicos (Liu et al.,
2015; Sureda et al., 2016; Zhou et al., 2018). En el mismo estudio, la disminucién de las
concentraciones de HX y X sugieren la activacién de la via de degradacién de las purinas por la
xantina oxidasa, que también produce peréxido de hidrégeno (H,0;), una potencial fuente de
estrés oxidativo (Liu et al., 2015; Sureda et al., 2016). En el presente estudio, las
concentraciones de HX en células musculares de humano en cultivo primario expuestas a DEHP
fueron significativamente menores que en las células que se mantuvieron bajo condiciones
control; es posible que esto sea causado por una mayor participacién de las vias de degradacién

de nucledtidos en presencia de DEHP.

Bavaresco et al. (2005) sugieren que la HX podria ser la causa de la disfuncidon neuronal de los
individuos afectados por el sindrome de Lesch-Nyhan. El sindrome de Lesch-Nyhan (SLN; OMIM:
300322) es una alteracién congénita del metabolismo de las purinas debida a la deficiencia de la
actividad de la enzima HGPRT. Neurolégicamente, estos individuos presentan contracciones
involuntarias permanentes de los musculos (distonia), movimientos incontrolables de brazos y
piernas (coreoatetosis), retraso mental de medio a moderado y, en la mayoria de ellos, una
conducta que provoca automutilaciones (Lesch y Nyhan, 1964). Ademas, la disminuciéon de HX
se asocia con altos niveles de acido urico y enfermedades como la gota (Ayala et al., 2013). Por
lo anterior, y dado el aumento de acido Urico en células musculares expuestas a DEHP bajo
condiciones de cultivo observado en el presente estudio, serd recomendable investigar si una
exposicidn crdnica a este ftalato lleva a una acumulaciéon generalizada de acido Urico in vivo con

las posibles implicaciones patolégicas asociadas a la gota.

Las concentraciones de AMP y GTP en el presente estudio fueron mayores en células expuestas
a DEHP en comparacion con aquellas mantenidas bajo condiciones control. GTP y AMP
participan en el estrés hemodinamico (cambios en el patrén del flujo sanguineo) inducido por
ejercicio agudo. AMP funciona también como precursor del AMP ciclico (AMPc), un nucleétido
gue funciona como segundo mensajero en varios procesos biolégicos, entre ellos la
vasodilatacion (Rueda, 2012; Garcia-Morales, 2014). El GTP se transforma en GMP ciclico

(GMPc), lo que conlleva a la relajacién del musculo a partir de un proceso de
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mecanotransduccion (Kim et al., 2014; Rodriguez-Nufiez, 2016). Un aumento desmedido de GTP
produce, a su vez, una acumulacién de GMPc en musculo (Moncada y Higgs, 1993; Murad,
2006). Esto activa las vias de sefializacién intracelulares que aumentan la contraccion del
musculo liso vascular, evitando al relajamiento del musculo (Silva et al., 2011). En el presente
estudio, la concentracién promedio de GTP aumentd en presencia de DEHP, lo que
potencialmente se reflejaria como un aumento de contraccidon en musculo en presencia de este
contaminante.

La vida media de una purina puede aumentar cuando la tasa de degradacién disminuye, y su
estabilidad puede acelerarse debido a modificaciones postraduccionales como fosforilacion,
acetilacién o glicosilaciéon de las enzimas implicadas en su metabolismo. Ademas, puede ser
vinculada a un aglutinante de proteinas de vida larga que con el tiempo se acumula, mientras
qgue la regeneracién del ARNm es 25% mads rdpida que lo normal (Herrera-Cogco, 2020).
Diversos autores mencionan que aun son necesarias investigaciones adicionales para establecer
si las alteraciones de los metabolitos de los acidos nucleicos reflejan un mejor mecanismo de
reparacion del ADN para combatir las lesiones, como inflamacidn y alteraciéon del metabolismo

de los acidos nucleicos, inducidas por ftalatos (Zhou et al., 2018; Chong et al., 2020).

En el presente estudio, las concentraciones de X, acido Urico, IMP, NAD" y GDP no mostraron
una diferencia significativa entre tratamientos. La causa puede ser similar a lo que ocurre en el
caso del estradiol en presencia de DEHP. El estradiol es una hormona esteroide presente
principalmente en mujeres, la cual puede inducir errores cromosdmicos y mutaciones de purina
derivadas de la oxidacién, ya que las quinonas intermedias derivadas de la oxidacion del 4-
hidroxiestradiol o 4-hidroxiestrona pueden reaccionar con las purinas (adenina y guanina) del
ADN para formar sitios mutagénicos. (Cavalieri et al.,, 2000). Algunos estudios sobre la
produccién de estradiol muestran que la concentracion de esta hormona no es afectada por
MEHP en humanos, pero si su expresion. Esto sugiere que el efecto de este ftalato en Ia
expresiéon de hormonas involucrado en la sintesis de estradiol no se refleja en su nivel de
proteina y, por lo tanto, su produccion no se ve afectada (Cavalieri et al., 2000; y Reinsberg et
al., 2009). De manera similar, es posible que la exposicién a DEHP afecte la expresién pero no

actividad de las enzimas involucradas en el metabolismo de X, acido drico, IMP, NAD" y GDP vy,
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por lo tanto, la concentracidon de estas purinas no cambia después de la exposicion al DEHP,

como se observé en el presente estudio.

Sicinska et al. (2021) evaluaron el riesgo genotdéxico y el dafio al ADN inducido por ftalatos y sus
metabolitos en sangre y musculo de humano. Observaron un aumento significativo del nivel de
ERO (incluyendo HO®) que fue inducido por ftalatos, causando dafio oxidativo a las purinas. Las

sustancias estudiadas no formaron aductos con el ADN. Sin embargo, las células en sangre y musculo

expuestas a ftalatos y sus metabolitos mostraron un alta (88%) eficiencia de reparacion del ADN.

8.4 Consecuencias ambientales

El ambiente recibe una variedad de contaminantes que causan estrés oxidativo; las respuestas
de los organismos expuestos a estos contaminantes pueden servir como biomarcadores de
contaminacién (Rodriguez-Ortega, 2003). Los enfoques protedmicos, por ejemplo, son estudios
de las modificaciones postraduccionales de proteinas que a menudo juegan un papel
fundamental en la regulacidon de su actividad, como la sintesis de purinas y glutation, con
consecuencias en el metabolismo y la salud del organismo (Magnusson et al., 2003; Olson et al.,
2004). Estos métodos prueban nuevos biomarcadores mediante la identificacion de proteinas
cuya expresion es alterada por la exposicién a contaminantes, incluso cuando no se conoce su

funcién (Dowling y Sheehan, 2006).

Diversos estudios han identificado nuevos biomarcadores de contaminacion a través de
enfoques protedmicos. La hipoxantina, xantina, fosforibosil transferasa, y gliceraldehido-3-P
deshidrogenasa poseen caracteristicas Utiles para ser utilizadas como biomarcadores de
contaminacién ambiental, ya que permiten la evaluacién de la respuesta biolégica temprana (da
Silva et al., 2000; Neri et al., 2005; Zabala et al., 2005; Kuzmicket al., 2007). En el presente
estudio, la concentracién de HX es significativamente menor en células musculares de humano
en cultivo primario expuestas a DEHP (1 mM, 13 dias) en comparacién con las células
mantenidas bajo condiciones control. Se sugiere que la concentracion de HX podria utilizarse
para evaluar e identificar la presencia de DEHP y los efectos que este contaminante genera en

musculo de humanos in vivo.
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9. CONCLUSIONES

Los metabolitos que mantuvieron una mayor concentracién en las células de musculo
esquelético mantenidas bajo condiciones control que en las células expuestas a DEHP fueron
HX, inosina, adenosina, GTP, ADP y ATP. La disminucién de la concentracion de estos
metabolitos en presencia de DEHP indica que podrian presentarse problemas inflamatorios y de
apoptosis cuando el musculo se encuentre expuesto a este ftalato. Los metabolitos que no
presentaron diferencias estadisticas entre tratamentos fueron X, acido urico, IMP, NAD®, GDP y
AMP. Esto puede sugerir que el efecto de este ftalato en la expresion de las enzimas
involucradas en la sintesis de estos metabolitos no se refleja en su actividad y, por lo tanto, la
concentracion de dichos metabolitos no se ve afectada. En el presente estudio, la concentracion
promedio de GTP en células de musculo esquelético aumentd en presencia de DEHP, lo que
podria sugerir una pérdida de relajacién en musculo en presencia de este contaminante. Estos
analisis sobre la respuesta a la exposicion a DEHP en células de musculo esquelético de humano
en condiciones de cultivo celular ayuda a sentar bases para proponer herramientas de
diagndstico y tratamiento para las afecciones asociadas a la exposicidn a ftalatos. Ademas, la
correlacién entre la incidencia de procesos patoldgicos en presencia de ftalatos y la liberacién
de purinas en los mismos casos clinicos podria tomarse como indicador de la relacion

fisiopatoldgica que tienen los metabolitos de las purinas y los ftalatos.
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11. ANEXOS

ANEXO A. Concentraciones (LM) de metabolitos de purinas
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# Condiciones control

Exposicion a DEHP

Concentracién promedio (uM)

* Valores con distribucidn
normal y con p % < 0,05,
comparackan entre
tratamientos

*
0.2 I x * * *
3 - @ = I i Il i O -
HX X Ac. drico IMpP Ino NAD+ GoP AMP Ado GIP ADP ATP

Metabolitos de Purina

Concentraciones (LM) de metabolitos de purinas en células de musculo esquelético de humano
(n=5 mujeres) en cultivo primario bajo condiciones control y expuestas a di(2-etilhexil) ftalato
(DEHP, 1 mM, 13 dias). Los resultados con distribucién normal se presentan como medias +
error estandar y aquellos con distribucién no paramétrica se presentan como medianas y
percentiles (25-75). *= p < 0.05. HX= hipoxantina, X= xantina, Ac. Urico = &cido Urico, IMP=
inosina monofosfato, Ino = Inosina, NAD'= nicotinamida adenina dinucledtido, GDP= guanosin
difosfato, AMP= adenosina monofosfato, Ado= adenosina, GTP= guanina trifosfato, ADP=
adenosin difosfato, ATP= adenosina trifosfato.





