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Resumen 
El plastificante bis(2-etilhexilo) ftalato (DEHP) altera el equilibrio entre la producción de 
especies reactivas de oxígeno y las defensas antioxidantes. A pesar de la información 
disponible sobre los efectos tóxicos del DEHP en organismos modelo, la respuesta celular 
al DEHP en especies naturalmente adaptadas para tolerar el estrés oxidativo aún no se ha 
explorado. Los mamíferos marinos están naturalmente adaptados para hacer frente al 
estrés oxidativo derivado de la isquemia/reperfusión inducida por el buceo. El objetivo de 
este estudio fue comparar los cambios en los indicadores de estrés oxidativo asociados al 
DEHP en células de músculo esquelético de humanos (Homo sapiens sapiens) y lobos 
marinos de California (Zalophus californianus). Se recolectaron muestras de músculo 
abdominal de mujeres sanas sometidas a cesárea programada, tras obtener su 
consentimiento informado. Las muestras de músculo de lobo marino se obtuvieron de 
crías encontradas recientemente muertas en la colonia de Los Islotes, Golfo de California. 
Las células de músculo esquelético se aislaron y cultivaron en condiciones estándar. Las 
células se dividieron en dos grupos. Un grupo fue expuesto a DEHP (1 mM) durante 13 
días (n=25; exposición), el otro grupo se mantuvo bajo condiciones control, es decir sin 
DEHP añadido (n=25; control). Se midió la producción de radical superóxido (O2

•-), el daño 
oxidativo, la actividad de enzimas antioxidantes y la expresión génica mediante métodos 
espectrofotométricos y RT-qPCR. En células expuestas al DEHP la producción de O2

•- y la 
actividad de superóxido dismutasa (SOD) fueron mayores que en las células bajo 
condiciones control para ambas especies. La actividad de glutatión S-transferasa (GST) y 
los niveles de carbonilos proteicos (PC) aumentaron significativamente en las células 
humanas expuestas a DEHP, y no significativamente en las células de lobo marino. Por el 
contrario, las actividades de glutatión peroxidasa (GPx) y catalasa (CAT) aumentaron 
significativamente en las células de lobo marino, pero no en las de humano expuestas a 
DEHP. Se observó una expresión diferencial de los genes implicados en el metabolismo 
redox entre las células control y expuestas a DEHP y entre especies. Los patrones de 
expresión de 26 y 19 genes fueron significativamente diferentes en las células humanas y 
de lobo marino, respectivamente, después de la exposición a DEHP. En las células 
humanas, la expresión de la GST1 microsomal y la GST (κ, µ, θ, ω y ᴢ) fue mayor, mientras 
que la expresión de la 8-oxoguanina DNA glicosilasa (OGG1), la CAT, la GR y el factor 
relacionado al factor nuclear eritroide-2 (NRF2) fue menor, sugiriendo un aumento en los 
procesos de estrés oxidativo y de detoxificación de fase dos. En contraste, la expresión de 
OGG1, NRF2, GPx2 y SOD3 en las células de lobo marino fue mayor en células expuestas a 
DEHP que en células mantenidas bajo condiciones control, lo que sugiere que el DEHP 
activa las defensas antioxidantes en estas células, contribuyendo potencialmente a 
mantener la homeostasis redox y a evitar el daño oxidativo. 
 
Palabras clave: Contaminantes emergentes, enzimas antioxidantes, estrés oxidativo, 
mamíferos, Una Salud 
ORCID: 0000-0002-3334-610X 
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Summary 
The plasticizer bis (2-ethylhexyl) phthalate (DEHP) dysregulates the balance between 
reactive oxygen species production and antioxidant defenses. Despite the information 
available on DEHP’s hazardous effects in model species, the cellular response to DEHP in 
organisms naturally adapted to tolerate oxidative stress remains unexplored. Marine 
mammals are naturally adapted to cope with oxidative stress derived from diving-induced 
ischemia/reperfusion. The objective of this study was to compare changes in oxidative 
stress indicators induced by DEHP in human (Homo sapiens sapiens) and California sea lion 
(Zalophus californianus) skeletal muscle cells. Abdominal muscle samples were collected 
from healthy women undergoing planned cesarean surgery at full term after obtaining 
informed consent. Sea lion muscle samples were obtained from recently deceased pups at 
Los Islotes rookery, Gulf of California. Skeletal muscle cells were isolated and cultured 
under standard conditions. Cells were divided into two groups. One group was exposed to 
1 mM DEHP for 13 days (n=25; treatment), and the other served as a control (n=25; no 
DEHP). Superoxide radical (O2

•-) production, oxidative damage, antioxidant enzyme 
activities and gene expression were measured using spectrophotometric methods and RT-
qPCR. DEHP exposure increased O2

•- production and superoxide dismutase (SOD) activity 
in both species. While the activity of glutathione S-transferase (GST) and protein carbonyls 
(PC) levels significantly increased in human cells, these indicators showed a non-significant 
elevation in sea lion cells. In contrast, Glutathione peroxidase (GPx) and catalase (CAT) 
activities increased significantly in sea lion but not in human cultures exposed to DEHP. 
Genes involved in redox metabolism showed differential expression between culture 
conditions and species. DEHP exposure led to widespread modifications in gene 
expression patterns, with 26 and 19 differentially expressed genes in humans and sea lion 
cells, respectively. In human cells, DEHP increased microsomal GST1 and GST (κ, µ, θ, ω, 
and ᴢ), while suppressing 8-oxoguanine DNA glycosylase (OGG1), CAT, GR, and nuclear 
factor erythroid 2-related factor 2 (NRF2) expression, suggesting increased oxidative stress 
and phase two detoxification processes. In contrast, DEHP increased OGG1, NRF2, GPx2 
and SOD3 expression, suggesting that DEHP activates antioxidant defenses in sea lion 
cells, potentially contributing to maintain redox homeostasis and avoid oxidative damage. 
 
Keywords: Antioxidant enzymes, emerging pollutants, mammals, One Health, oxidative 
stress. 
ORCID: 0000-0002-3334-610X 
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Compuestos químicos encargados de eliminar radicales libres, 
previniendo o retardando la oxidación de otros compuestos. 
Acumulación neta, con el paso del tiempo, de sustancias persistentes 
en un organismo a partir de fuentes tanto bióticas (otros organismos) 
como abióticas (suelo, aire y agua). 
Acumulación de productos químicos a lo largo de la red trófica, 
exhibiendo concentraciones sucesivamente mayores al ascender el 
nivel trófico. 
Medida indirecta o indicador de un estado biológico 
Disminución del suministro de sangre a una parte del cuerpo. La 
isquemia puede causar daño a los tejidos debido a la falta de oxígeno 
y nutrientes. 
Átomo o molécula que contiene uno o más electrones desapareados 
en su último orbital, por lo que es inestable o reactivo y puede oxidar 
otras especies químicas 
Restauración del suministro sanguíneo a un tejido o área del cuerpo 
que se encuentra isquémica. 

Glosario 

Antioxidante 

Bioacumulación 

Biomagnificación 

Biomarcador 
Isquemia 

Radical libre 

Reperfusión 

Segundo mensajero Moléculas que se generan en el momento en que se activa un 
receptor, son de corta vida, y actúan específicamente sobre las 
moléculas efectoras. 



1. INTRODUCCIÓN

El plastificante di (2-etilhexil) ftalato (DEHP) es un compuesto orgánico tóxico, teratógeno e 

irritante utilizado como aditivo en la fabricación de productos plásticos para hacerlos más 

flexibles y duraderos (National Research Council 2008). Sin embargo, este compuesto no se une 

químicamente al polímero que conforma al producto plástico, por lo que puede liberarse, 

adherirse a partículas de polvo o desechos y ser fácilmente transportado a diferentes 

ambientes. Se trata de un compuesto de naturaleza lipofílica con la capacidad de atravesar la 

bicapa lipídica de las membranas biológicas (Josephy 2006; Kocbach-Bølling et al. 2013), ser 

absorbido, bioacumulado en tejidos y biomagnificado a través de las redes tróficas (Albro et al. 

1982; Barsan 2007). 

El transporte y difusión del DEHP, y su metabolito activo mono-etilhexil ftalato (MEHP), en el 

interior de las células induce cambios en la permeabilidad de la membrana provocando un 

aumento en la producción de especies reactivas de oxígeno (ERO) (Rosado-Berrios et al. 2011; 

Park et al. 2020). Estas especies químicas, que incluyen a los radicales libres (moléculas que se 

caracterizan por tener con un electrón no pareado), son altamente reactivas, contribuyen a la 

oxidación de macromoléculas (ej. proteínas, lípidos y ADN) (Miranda 2008) y algunos fungen 

como segundos mensajeros en procesos de señalización celular (Gomez-Quiroz et al. 2017; 

Calderon et al. 2020). La presencia de las ERO al interior de la célula, tales como el radical 

superóxido (O2
•-) o el peróxido de hidrógeno (H2O2), activa al factor nuclear eritroide-2 (Nrf2)

encargado de regular la expresión de enzimas antioxidantes (Hill et al. 2012; Halliwell y 

Gutteridge 2015). Las defensas antioxidantes se encargan de neutralizar a las especies reactivas 

(ER), previniendo o retardando la oxidación de sustratos oxidables (Halliwell y Gutteridge 2015). 

Si bien las ERO se producen de manera natural como parte del metabolismo aeróbico de las 

células, un incremento en su concentración en respuesta a fuentes exógenas puede inducir un 

estado de estrés oxidativo (Schrader y Fahimi 2004). El estrés oxidativo se define como un 

desbalance entre la producción de especies reactivas (incluidas las ERO) en células o tejidos y las 

defensas antioxidantes generando daño oxidativo a macromoléculas como lípidos, proteínas y 

ADN (Sies 1991; Pizzino et al. 2017). En este proceso, se alteran tanto la estructura como la 
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función de moléculas, células y tejidos (Sies 1991). Algunos de los efectos del daño oxidativo son 

la producción del aducto 8-oxo-2'-desoxiguanosina (8-OHdG), a través del cual se puede 

determinar, de forma indirecta, el daño oxidativo al ADN (Beckman y Ames 1999); la producción 

de malondialdehído (MDA) derivado de la peroxidación de lípidos (Patton y Kurtz 1951); o bien 

la producción de carbonilos proteicos, indicadores de la oxidación de proteínas (Oliver et al. 

1987). 

 

Los niveles de algunas enzimas antioxidantes, como superóxido dismutasa (SOD), glutatión 

peroxidasa (GPx), glutatión S-transferasa (GST), catalasa (CAT) y glutatión-disulfuro reductasa 

(GR), difieren entre especies adaptadas a distintos ambientes como lo son los humanos y los 

mamíferos marinos (Wilhelm-Filho et al. 2002). En condiciones de cultivo celular, estas 

diferencias se mantienen y responden a estresores como xenobióticos. Del Águila-Vargas et al. 

(2020) reportaron que la actividad de la GST en cultivo primario de músculo esquelético de 

elefante marino (Mirounga angustirostris) es 50% menor que la de humano cuando el tejido es 

expuesto a bajas concentraciones de cadmio. Estos resultados sugieren que el elefante marino 

cuenta con mayores defensas antioxidantes que las observadas en humanos. Ello se encuentra, 

en parte, asociado a que los mamíferos marinos se exponen frecuentemente a ciclos de 

isquemia/reperfusión (hipoxia/reoxigenación) durante cada buceo (Elsner y Gooden 1983; 

Vázquez-Medina et al. 2012). Los ciclos de hipoxia/reoxigenación promueven la producción de 

ERO y favorecen el incremento de las defensas antioxidantes (enzimáticas y no enzimáticas) en 

tejidos de mamíferos marinos en comparación con los terrestres (Wilhelm-Filho et al. 2002; 

Vázquez-Medina et al. 2006). Es posible que las defensas antioxidantes en mamíferos marinos 

contribuyan a disminuir el riesgo de estrés oxidativo asociado no sólo a condiciones de 

hipoxia/reoxigenación, sino a otras condiciones que aumentan la producción de especies 

reactivas, como los contaminantes (Kanerva et al. 2012). Por lo anterior, podría esperarse que 

en tejidos de mamíferos marinos, incluyendo a los pinnípedos, los niveles de los indicadores de 

estrés oxidativo inducidos por exposición a DEHP sean menores en comparación con el humano. 

La respuesta de cada especie a la exposición a ftalatos depende de la dosis absorbida, tiempo de 

exposición (Tetz et al., 2013), metabolismo (Scott et al., 1987), tipo de tejido (Zuo et al., 2014), 

condiciones in vitro e in vivo (Zhou et al., 2013; Shen et al., 2015) y del ambiente en el que 
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habita (Gurdemir et al., 2019). En el caso del músculo esquelético de ratón, la exposición a DEHP 

y MEHP provoca alteraciones morfológicas en las mitocondrias, pasando de una red compleja a 

vesículas individuales (Chen et al. 2020). La fisión mitocondrial disminuye la producción de 

adenosín trifosfato (ATP) y aumenta la producción de ERO al interior de la célula (Jezek et al. 

2018). El DEHP también bloquea la captación celular de glucosa estimulada por la insulina 

(Viswanathan et al. 2017). Con un menor suplemento de energía, las células satélite, encargadas 

de la regeneración del músculo, no pueden diferenciarse, comprometiendo la viabilidad celular 

(Viswanathan et al. 2017; Chen et al. 2020). El músculo esquelético representa el 30 y 38% de la 

masa de una mujer y un hombre adultos, respectivamente (Janssen et al. 2000; Hill y Olson 

2012) y funge como reservorio de algunos xenobióticos, incluyendo al DEHP (Kluwe 1982; 

Standaert 1988). En el músculo esquelético ocurren la mayor parte de los procesos catabólicos y 

glucolisis, siendo un sistema con alta demanda energética y alta densidad mitocondrial 

(Kanatous et al. 1999; Ravussin y Smith 2006). Debido a que la mitocondria es la principal fuente 

de ERO intracelular (Park et al. 2011), una alta densidad de este organelo podría traducirse en 

una mayor vulnerabilidad del tejido ante condiciones de estrés oxidativo. A pesar de que el 

músculo esquelético compone gran parte de la masa corporal en mamíferos, se desconoce aún 

su papel en el metabolismo y respuesta a xenobióticos, específicamente ftalatos (ATSDR, 2019). 

Tanto el crecimiento como la supervivencia de las células pueden verse comprometidos si la 

producción de ERO aumenta con la exposición a y la acumulación de DEHP/MEHP (Yavasoglu 

et al. 2014). Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue evaluar el potencial uso de los 

indicadores de estrés oxidativo como biomarcadores de la respuesta a la exposición a DEHP en 

cultivo primario de células derivadas de músculo esquelético de lobo marino de California 

(Zalophus californianus) y humano (Homo sapiens sapiens). 
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2. ANTECEDENTES 
 
2.1 Ftalatos o ésteres de ácido ftálico 
 

Los ftalatos o ésteres de ácido ftálico son una familia de sustancias químicas compuestas de 

ácido ftálico con diferentes alcoholes. La forma en que los ftalatos se descomponen depende de 

la longitud de su cadena lateral de dialquilo, alquilo o arilo. Los ftalatos complejos tienen en sus 

estructuras más ramificaciones y formas isoméricas, por lo que, a mayor complejidad mayor es 

su peso molecular (masa molar), su afinidad por los lípidos y su resistencia a ser disociado 

(Huang et al. 2021). Al ser más lipofílicos (poco solubles en agua), los xenobióticos son 

absorbidos con mayor facilidad ya que logran pasar las membranas biológicas (Lundgren y 

DePierre 1990). De acuerdo con la Agencia de Protección Ambiental de Estados Unidos (EPA, 

por sus siglas en inglés) y la Unión Europea, se consideran seis ftalatos (Fig. 1) como 

contaminantes prioritarios debido a sus efectos sobre la salud humana (Das et al. 2021). Entre 

ellos se destaca el DEHP debido a su mayor uso dentro de la industria, pudiendo representar 

hasta el 60% del peso total de un producto plástico, incluyendo los juguetes para niños 

(Bustamante-Montes et al. 2004).  

 

Figura 1. Ftalatos considerados contaminantes prioritarios por su papel como disruptores 
endócrinos. En fuente itálica y negritas se muestran los valores correspondientes al peso 
molecular (g mol-1) y solubilidad en agua (mg L-1) de cada ftalato, respectivamente. 
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Debido a sus características, podría esperarse que los ftalatos de mayor masa molecular, como 

el DEHP, sean más tóxicos ya que se difunden a través de las membranas y requieren de 

reacciones de conjugación para poder ser excretados del organismo. En general, se ha 

identificado la presencia de ftalatos en muestras de sangre, orina, heces, meconio, saliva, leche 

materna, fluido folicular, semen y líquido amniótico (Frederiksen et al. 2007). 

 

La exposición a ftalatos puede ser a través del consumo de alimentos, productos con envoltorios 

plásticos, uso de cosméticos, juguetes para niños (Bustamante-Montes et al. 2004; Kim et al. 

2014; Gurdemir et al. 2019; García-Fabila et al. 2020), productos de higiene personal, utensilios 

de cocina (Martina et al. 2012), parenteral (Fromme 2011), o bien, por interacciones con el 

ambiente (Pan et al. 2011). La exposición a ftalatos puede ser estimada de forma directa o 

cuantitativa a través de un análisis por cromatografía de líquidos de alto rendimiento (HPLC), o 

de forma indirecta a través de la expresión génica de enzimas antioxidantes (Herrero et al. 

2014; Fernandes et al. 2018) y la cuantificación de productos de daño oxidativo (Kim et al. 

2014). Las principales vías de absorción de ftalatos en humanos son la ingesta, contacto 

dérmico, por inhalación y vía parenteral (National Research Council 2008) (Fig. 2). 

 
 
Figura 2. Vías y factores determinantes de la absorción de xenobióticos en el humano. (+) 
Favorece la absorción; (-) reduce la absorción; (+/-) efecto indistinto; (Pgp) glucoproteína-P 1, 
proteína transportadora encargada de bombear agentes xenobióticos fuera de la célula. 
Modificado de Franklin (2015). 
 



6 

2.1.1 Di (2-etilhexil) ftalato (DEHP) y sus efectos en mamíferos 
 

El DEHP (C24H38O4) es un xenobiótico orgánico de naturaleza lipofílica (liposoluble) con muy baja 

solubilidad en agua (0.00003%, 23.8 °C) (Barsan 2007). Fue introducido como plastificante por 

primera vez en 1933 (Selwitz 1988), reconociéndose como un compuesto tóxico y teratógeno en 

los años 1980’s (Wypych 2017). Su concentración en la naturaleza varía de acuerdo con el 

medio en que se deposite (Net et al. 2015). Net et al. (2015) reportaron que la concentración de 

DEHP en el polvo es de 600 µg g-1 (E.U.), estimando una absorción mayor a 70 mg kg-1 al día por 

persona. La Organización Mundial de la Salud (World Health Organization 2017) declaró que la 

concentración permisible de DEHP en el agua potable es de 0.008 mg L-1, considerando que una 

persona promedio (60 kg) puede tolerar un consumo de 25 µg de DEHP por kilogramo de peso 

al día. En México, se estima que la población escolar infantil (6-12 años) absorbe 19.50 μg de 

DEHP por kilogramo de peso al día, siendo este compuesto el plastificante más utilizado en el 

país (García-Fabila et al. 2020). En el Golfo de California se ha reportado que la concentración de 

MEHP en agua marina es de 13.75 ng g-1 base húmeda (B.H.), mientras que su concentración en 

grasa de ballena de aleta (Balaenoptera physalus) es de 54.8 ng g-1 B.H. (Fossi et al. 2016; Fossi 

2019). 

 

El metabolismo del DEHP ocurre principalmente en el intestino y parénquima, donde es 

hidrolizado por lipasas y esterasas a su metabolito primario MEHP. Al ser un producto 

altamente reactivo, el MEHP es conjugado por reacciones de glucuronidación en metabolitos 

secundarios incluyendo diácidos y cetoácidos. Estos metabolitos tienen la característica de ser 

más hidrofílicos, por lo que son excretados más fácilmente a través de la orina, heces, sudor o 

saliva (Frederiksen et al. 2007). En humanos, el 70% del DEHP absorbido y sus metabolitos es 

excretado, mientras que el remanente se difunde hacía los capilares donde es transportado de 

manera activa por el flujo sanguíneo (Kluwe 1982; Koch et al. 2006; Koch y Calafat 2009). El 

DEHP es soluble en sangre y fluidos ricos en lipoproteínas (HSDB 2008), por lo que en los 

capilares se adhiere fácilmente a la membrana de los eritrocitos y parte de este compuesto se 

difunde hacía el interior de la célula roja (Rael et al. 2009). En humanos, el tiempo de retención 
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del DEHP en sangre es de 14.54 minutos (Haishima et al. 2014). Durante este período, el DEHP 

es transportado y distribuido hacía diferentes órganos y tejidos en el cuerpo.  

 

Al llegar al hígado, el DEHP pasa nuevamente por el proceso de biotransformación (Fig. 3), en el 

cual se cumplen dos propósitos (1) aumentar su solubilidad en agua y (2) reducir su actividad 

biológica para que pueda ser fácilmente transportado y desechado (National Research Council 

2008). Dentro de las células hepáticas no todo el DEHP es biotransformado; una parte del 

compuesto es bioacumulado (Albro et al. 1982), mientras que el resto regresa al sistema 

circulatorio. En mamíferos, los tejidos que funcionan como reservorios de DEHP son el intestino, 

estómago, hígado, riñón, tejido adiposo, testículos, ovarios y músculo esquelético; mientras que 

los principales reservorios de MEHP son el intestino, corazón, hígado, riñón, pulmón y músculo 

esquelético (Kluwe 1982). Cuando el DEHP no es hidrolizado al interior de las células, se une a 

receptores nucleares como el receptor constitutivo de androstano (CAR), el receptor aril-

hidrocarburo (AhR) y el receptor X de pregnano (PXR), los cuales facilitan su transporte hacía el 

interior del núcleo. Dentro del núcleo, el DEHP puede provocar daños en el ADN, en las señales 

de transducción y, por consiguiente, en la funcionalidad de la célula (Fang et al. 2016; Baldwin 

2019).  
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Figura 3. Biotransformación del di (2-etilhexil) ftalato (DEHP) en mamíferos (Peck y Albro, 1982). 
Las reacciones metabólicas que se desarrollan durante la biotransformación se subdividen en la 
fase I, que incluye reacciones de funcionalización (p. ej., reacciones de óxido-reducción e 
hidrólisis), y la fase II, donde ocurren reacciones de conjugación (p. ej., glucuronidación y 
esterificación). El proceso biológico inicia con la transformación del DEHP a sus metabolitos y 
finaliza con la excreción de la mayor proporción de éstos. Altas concentraciones de ftalatos 
pueden comprometer la homeostasis del tejido provocando daño y estrés oxidativo en las 
células. 
 

La exposición crónica a concentraciones relevantes de DEHP y sus metabolitos puede 

comprometer la salud animal (National Research Council 2008). Algunos de los efectos 

reportados en humanos incluyen afectaciones a los sistemas circulatorio, inmune, endócrino, 

nervioso y reproductivo (Singh y Li 2011). Otros efectos son cambios en la química del cerebro, 

autismo, dificultad respiratoria, asma, irritación de las mucosas, inflamación del tejido mamario, 

aumento en la resistencia a insulina, reducción de la fertilidad y cáncer (National Research 

Council 2008).  
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Hay pocos antecedentes del estudio de DEHP en el ambiente marino en México (Fossi et al. 

2016; Viloria-Gómora et al. 2018; Zenteno-Savín et al. 2018), y se conoce muy poco acerca de 

sus efectos sobre especies silvestres, ya que la mayor parte de la información se concentra en 

especies modelo (Anexo A) o de interés comercial (Norman et al. 2007; Ji et al. 2010; Kalo et al. 

2015). En general, los ftalatos modifican la homeostasis redox de distintos tejidos, tanto en 

especies terrestres como marinas (Gobas et al. 2003; Singh y Li 2011). En mamíferos, la 

exposición crónica a DEHP aumenta la formación de ERO intracelular, induciendo un estado de 

estrés oxidativo (Rosado-Berrios et al. 2011; Park et al. 2020). La sobreproducción de ERO activa 

al factor nuclear eritroide 2 (NRF2), encargado de regular la producción de agentes 

citoprotectores como los peroxisomas (Elcombe y Mitchell 1986; Lapinskas et al. 2005), 

proteínas y enzimas antioxidantes (Zhang, Qin, et al. 2019).  

 

2.2 Estrés oxidativo  
 

El estrés oxidativo se define como un desbalance entre oxidantes y antioxidantes, a favor de los 

primeros, que puede causar una disrupción en la señalización y control redox en unidades 

biológicas (Sies 2015). Los oxidantes o especies reactivas son radicales libres y otras moléculas 

no radicales promotoras de estrés oxidativo, las cuales participan en procesos de oxidación de 

moléculas como lípidos, proteínas y ADN (Sies 1991; Sies et al. 2017), así como en procesos de 

señalización celular (Gomez-Quiroz et al. 2017; Calderon et al. 2020). Las especies reactivas 

derivan del metabolismo celular, siendo las ERO y las especies reactivas de nitrógeno (ERN) las 

más comunes dentro de los sistemas biológicos (Halliwell y Gutteridge 2015). Harman (1956) 

nombra a las especies radicales y no radicales promotoras de estrés oxidativo derivadas del 

oxígeno como ERO. Algunos ejemplos de ERO son el radical superóxido (O2
•-), radical hidroxilo 

(•OH), hidroperoxilo (HO2
•), peroxilo (RO2

•), alcoxi (RO•), peróxido de hidrogeno (H2O2), ácido 

hipocloroso (HOCl), ozono (O3), oxígeno singulete (1O2), entre otros (Sies et al. 2017). La 

detección de especies reactivas en sistemas biológicos es difícil ya que estas moléculas existen 

en concentraciones muy bajas y reaccionan rápidamente cerca de su sitio de formación (con 

antioxidantes, con otras moléculas y/o con componentes celulares), por lo que tienen corto 

tiempo de vida media y poca capacidad para acumularse (Camus et al., 1994). En mamíferos 
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terrestres, se ha observado que el aumento de ERO y de los productos de daño oxidativo por 

exposición a ftalatos puede agravar condiciones de salud tales como la dermatitis atópica (Wu 

et al. 2015), asma (Franken et al. 2017), hepatitis (Sinha et al. 2015), diabetes (Dong et al. 2018), 

infertilidad (Guo et al. 2014), sarcopenia (Yang et al. 2022), entre otras. La exposición a ftalatos 

puede incluso ocasionar malformaciones en el desarrollo embrionario de humanos y otros 

mamíferos (Nelli y Pamanji 2017).  

 

En mamíferos marinos, se ha reportado que las poblaciones de foca híspida (Pusa hispida) con 

mayor exposición a contaminantes orgánicos persistentes, como el policlorobifenilo (PCB), 

presentan mayor actividad de las enzimas antioxidantes GST (Routti et al. 2008) y GPx (Kanerva 

et al. 2012), en comparación con las poblaciones en hábitats menos contaminados. En estudios 

sobre exposición a otro tipo de contaminantes, se reporta que las células musculares en cultivo 

del elefante marino del norte (M. angustirostris) presentan una menor concentración de 

carbonilos proteicos (productos de la oxidación de proteínas) en comparación con células 

musculares en cultivo de humano cuando las células de ambas especies son expuestas a 5 µM 

de cadmio (CdCl2) por 6 horas (Del Águila-Vargas et al. 2020).  

 

En sistemas biológicos, el término antioxidante se refiere a cualquier sustancia que, hallándose 

presente a bajas concentraciones con respecto a las de su sustrato oxidable, retarda o previene 

la oxidación de dicho sustrato (Halliwell y Gutteridge 2015). Se entiende por sustrato oxidable 

cualquier molécula orgánica o inorgánica que es susceptible de oxidación, participando en 

reacciones redox; algunos de los sustratos oxidables que se pueden encontrar in vivo son 

proteínas, lípidos y ácidos nucleicos (Halliwell y Gutteridge 2015). Algunos ejemplos de 

antioxidantes son las enzimas SOD, GPx, GST, GR y CAT, así como el tripéptido glutatión 

reducido (GSH), la vitamina C, entre otros (Sies 2020). Cada uno de estos antioxidantes, 

dependiendo del tipo de molécula, cumple con funciones específicas dentro de las células (Tabla 

1) (Hill et al. 2012; Sies 2020). 
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Tabla 1. Ejemplos de algunos antioxidantes y sus funciones (Hill et al. 2012; Sies 2020). 

Antioxidante Reacción 

SOD 2O2
•- → O2 + H2O2 

GPx H2O2 + 2GSH → 2H2O + GSSG 
GST RX + GSH → RSG + HX 
GR GSSG + NADPH + H+ → 2GSH +NADP+  
CAT 2H2O2 → 2H2O + O2 
PRDX PRDX-S- + H2O2 → PRDX-SO- + H2O 
GSH Participa como sustrato de GPx, GST y GR 
 

Algunas enzimas antioxidantes forman parte de familias multigénicas presentes en todos los 

mamíferos, de tal manera que la diversidad estructural de sus isoformas les proporciona la 

capacidad de conjugar o degradar una amplia gama de compuestos. Ello ocurre, por ejemplo, en 

el caso de la enzima GST de cordados, la cual cuenta con una variedad de isoformas encargas de 

la conjugación de GSH a agentes xenobióticos facilitando la eliminación de estos compuestos 

por las células (Kim, Dahms, et al. 2010) (Tabla 2). 

 

Tabla 2. Enzimas antioxidantes e isoformas en humano (Pontén et al. 2008).  

Enzima Isoforma Localización celular 
Especificidad a 
un tejido (ARN) 

Superóxido 
dismutasa (SOD) 

SOD1 Citosol, peroxisomas y núcleo Hígado 

SOD2 Mitocondria Músculo 
esquelético 

SOD3 Citosol y matriz extracelular Cerebro 

Glutatión 
peroxidasa 
(GPx) 

GPx1 Citosol, retículo endoplásmico, matriz 
extracelular, mitocondria y peroxisomas 

Cerebro e hígado 

 GPx2 Citosol, retículo endoplásmico, matriz 
extracelular, mitocondria y peroxisomas 

Hígado 

 GPx3 Citosol, retículo endoplásmico, matriz 
extracelular, mitocondria y peroxisomas 

Riñón 

 GPx4 Citosol, retículo endoplásmico, matriz 
extracelular, mitocondria y núcleo 

Testículos 

 GPx5* Citosol, retículo endoplásmico, matriz 
extracelular, mitocondria y peroxisomas 

Epidídimo 

 GPx6* Citosol, retículo endoplásmico, matriz 
extracelular, mitocondria y peroxisomas 

Epidídimo 

 GPx7 Citosol, retículo endoplásmico, matriz 
extracelular, mitocondria y peroxisomas 

Placenta 
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 GPx8 Citosol, retículo endoplásmico, matriz 
extracelular, mitocondria y peroxisomas 

Placenta 

Glutatión S- 
transferasa (GST) 

GST alpha Citosol, retículo endoplásmico, 
mitocondria y peroxisomas 

Hígado 

GST mu Citosol, retículo endoplásmico, 
mitocondria y peroxisomas 

Hígado 

GST theta Citosol, retículo endoplásmico, 
mitocondria y peroxisomas 

Seno 

 GST pi Citosol, retículo endoplásmico, 
mitocondria y peroxisomas 

Esófago 

 GST zeta Citosol, retículo endoplásmico, 
mitocondria y peroxisomas 

Hígado 

 GST sigma** Citosol y retículo endoplásmico Músculo 
cardiaco 

 GST kappa Citosol, retículo endoplásmico, 
mitocondria y peroxisomas 

Hígado 

 GST omega Citosol, retículo endoplásmico, 
mitocondria y peroxisomas 

Hígado 

 GST 
microsomal 

Citosol, retículo endoplásmico, 
mitocondria y peroxisomas 

Hígado 

Glutatión 
reductasa (GR) 

GR Citosol y mitocondria Glándula 
paratiroidea 

Catalasa (CAT) CAT Peroxisomas, mitocondria y citoplasma Hígado 
Peroxirredoxina 
(PRDX) 

PRDX1 Citosol, matriz extracelular y 
mitocondria 

Esófago 

PRDX2 Citosol, matriz extracelular y 
mitocondria 

Lengua 

PRDX3 Citosol, matriz extracelular y 
mitocondria 

Hígado 

 PRDX4 Citosol Páncreas 
 PRDX5 Citosol, matriz extracelular y 

mitocondria 
Músculo 

esquelético 
 PRDX6 Citosol, retículo endoplásmico, 

mitocondria, matriz extracelular y 
lisosomas 

Músculo 
esquelético 

*Ausente en músculo esquelético; ** prostaglandina D sintasa (PTGDS) como única 
representante de la familia glutatión S-transferasa en vertebrados. 
 

Algunos antioxidantes, especies reactivas y productos del daño oxidativo son utilizados como 

biomarcadores o marcadores biológicos de la exposición a ftalatos (Yavasoglu et al. 2014; Cho 

et al. 2015; Franken et al. 2017; Gurdemir et al. 2019). El término marcador biológico surge en 

los años 1950s para referirse a las alteraciones estructurales o funcionales que se observan en 
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respuesta a un agente estresor específico y pueden utilizarse como indicadores de la exposición 

a una condición adversa; por ejemplo, cambios en la morfología de los heterófilos en suero 

sanguíneo como indicadores de exposición a rayos X (Porter 1957). 

 

Shugart et al. (1992) utilizaron el término biomarcador para describir aquellas mediciones in situ 

o in vitro que indican tanto que un organismo o una población estuvo expuesta a un 

contaminante tóxico como la magnitud de la respuesta fisiológica del organismo frente al 

xenobiótico. También puede definirse como biomarcador el conjunto de características que son 

objetivamente medidas y evaluadas como indicadores de procesos biológicos (Biomarkers 

Definitions Working Group 2001). Por ejemplo, los cambios en la diversidad y composición de la 

microbiota del mono aullador negro (Alouatta pigra) indican el grado de degradación de su 

hábitat (Amato et al. 2013). Para Amiard-Triquet y Amiard (2012) el objetivo de un biomarcador 

es proveer información temprana, relevante y específica acerca del impacto de un 

contaminante o sustancia química en un ser vivo o en un ecosistema. Un biomarcador, como 

valor sustituto o medida indirecta (p. ej., restos plásticos en heces), puede brindar información 

acerca de una variable (p. ej., exposición a contaminantes en el medio) cuya medición directa 

podría ser invasiva o menos práctica (Aronson, 2005; Strimbu y Tavel, 2010; Blazer et al., 2012). 

Actualmente, existen diversos biomarcadores identificados como indicadores de la presencia de 

contaminantes en los ecosistemas acuáticos (Tabla 3). 

 

En biología, existen diferentes biomarcadores acordes a la diciplina de estudio. Un biomarcador, 

dentro del contexto biomédico, podría referir a la actividad de una enzima como indicador de 

un estado biológico o una condición (Siderowf et al. 2018). Por otra parte, un biomarcador 

genómico utiliza la cuantificación de ácidos nucleicos (ADN/ARN) o la expresión, función y/o 

regulación de un gen como indicador de procesos biológicos, enfermedades y respuestas a la 

exposición a factores específicos (Food and Drug Administration, HHS 2008).  
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Tabla 3. Biomarcadores de efectos biológicos, químicos y fisiológicos utilizados comúnmente 
para evaluar la salud de los ecosistemas acuáticos. Modificado de Hook et al. (2014). 

Categoría Medida e indicación Referencia 

Marcadores de estrés 
oxidativo 

Enzimas antioxidantes, cofactores y 
productos del metabolismo que son 

cuantitativamente alteradas cuando se 
exponen a un contaminante u otro reto no 

químico 

Ahmad et al. (2006); 
Girón-Pérez et al. 

(2013); Pereira et al. 
(2013); Williams y 
Gallagher (2013) 

Marcadores de la 
estabilidad de la 
membrana lisosómica 

Organelos subcelulares que contienen 
enzimas hidrolíticas sensibles a agentes 
tóxicos, resultando en la ruptura de la 

membrana y fuga de metales 

Ringwood et al. (2004); 
Edge et al. (2012) 

Índices de condición El decremento en el peso de un órgano 
relativo al peso total del organismo puede 

ser indicativo de intoxicación o 
enfermedad 

Johnson et al. (2008); 
Blazer et al. (2012) 

Daño al ADN Algunas alteraciones en la estructura del 
ADN (inserciones o deleciones) son reflejo 

de la exposición a xenobióticos y sus 
efectos 

Balk et al. (2011) 

Transcriptoma La secuenciación masiva del transcriptoma 
de un tejido ayuda a identificar las rutas 

celulares que son alteradas por la 
exposición a estresores químicos y 

ambientales 

Connon et al. (2012); 
Uren-Webster et al. 

(2013) 

ADN, ácido desoxirribonucleico. 

 

2.3 Músculo esquelético 
 

El músculo esquelético se compone de células multinucleadas, las cuales forman largas fibras 

involucradas en los movimientos voluntarios y representan entre el 30 y 40% de la masa 

corporal de un humano adulto (Janssen et al. 2000; Hill y Olson 2012). En los intersticios de las 

miofibrillas se encuentran diferentes tipos celulares incluyendo células satélite, fibroblastos, 

células mesenquimáticas, adipocitos y células intersticiales (Dueweke et al. 2017; Giordani et al. 

2019; Alarcin et al. 2021). Las células precursoras miogénicas o células satélite, son unidades 

mononucleadas, de forma esférica, encargadas de la regeneración muscular (Brun et al. 2017). 

Se trata de células multipotenciales situadas entre el sarcolema y la lámina basal del músculo. 

Las células satélite tienen la característica de permanecer inactivas hasta que un estímulo, como 

el daño muscular, activa al factor de transcripción Pax7 promoviendo la división mitótica y 
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diferenciación celular formando mioblastos. Los mioblastos proliferan y se fusionan formando 

miotubos que finalmente dan lugar a células multinucleadas conocidas como miocitos. Los 

miocitos posteriormente maduran en fibras musculares (Rosero et al. 2015). La abundancia de 

células satélite tiende a reducirse con el tiempo promoviendo la degeneración del músculo con 

la edad (Motohashi y Asakura 2014). Por lo que la abundancia de este tipo celular es un 

indicador de la capacidad de replicación y regeneración del músculo esquelético. 

 

En el músculo esquelético ocurren la mayoría de los procesos catabólicos y glucolíticos; este 

tejido cuenta con una alta densidad mitocondrial y requiere de mayor energía en comparación 

con otras células (Kanatous et al. 1999; Ravussin y Smith 2006). Las mitocondrias son la principal 

fuente de ERO al interior de las células (Park et al. 2011). Por lo anterior, podríamos esperar 

que, a mayor densidad mitocondrial, mayor susceptibilidad del tejido a condiciones de daño y 

estrés oxidativo inducidos por factores exógenos, como los contaminantes. 

 

2.3.1 Características del músculo esquelético de humano y lobo marino de California 
 

El músculo esquelético se compone de tres tipos de fibras, las fibras de contracción lenta (tipo 

I), y las fibras de contracción intermedia (tipo IIA) y rápida (tipo IIB) (Hill et al. 2012). En el 

humano, predominan las fibras tipo I (~50%) en comparación con las tipo IIA (~25%) y IIB (~25%) 

(Häggmark y Thorstensson 1979). En el lobo marino de California, la distribución de las 

miofibrillas es más heterogénea que en el humano, predominando las fibras tipo I (~44%) sobre 

las tipo IIA (~39%) y tipo IIB (~17%) (Ponganis y Pierce 1978). Existen diferencias en la 

abundancia de células satélite y la actividad de ciertas enzimas entre los grupos musculares y los 

tipos de fibras musculares. Las fibras tipo I cuentan con mayor número de células satélite en 

comparación con las fibras tipo II (Holterman y Rudnicki 2005). Las células de contracción lenta 

se utilizan con mayor frecuencia, requieren energía del metabolismo aeróbico y se encuentran 

mayormente irrigadas (Hawke y Garry 2001). Moore et al. (2014) observaron que existen 

cambios ontogénicos en el tipo de fibra de los músculos natatorios de M. angustirostris, tal que 

las fibras musculares tipo II están presentes en individuos juveniles pero no en adultos. Powers 

et al. (2011) observaron que la actividad de SOD en humanos, posterior a un esfuerzo físico, es 
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mayor en músculo esquelético con predominancia de fibras tipo I y tipo IIA en comparación con 

músculos con mayor proporción de fibras tipo IIB. En un experimento similar en roedores, 

Osório-Alves et al. (2020) encontraron que luego de 3 minutos de esfuerzo físico, la actividad de 

CAT no muestra diferencias significativas entre individuos aclimatados al ejercicio e individuos 

control. 

 

La densidad mitocondrial en músculo esquelético de humano es del 3 al 8% (Larsen et al. 2012), 

mientras que la densidad mitocondrial del músculo esquelético de lobo marino de California es 

del 3 al 9.7% (Kanatous et al. 1999). La capacidad oxidativa y la capacidad antioxidante difieren 

entre especies. En estado basal, la actividad de GR en células musculares en cultivo de humano 

y elefante marino del norte es similar (Del Águila-Vargas et al. 2020), mientras que la actividad 

de la superóxido dismutasa dependiente de manganeso (Mn-SOD) en tejido muscular es mayor 

en humanos (Pansarasa et al. 2000) que en la foca de Weddell (Leptonychotes weddellii) (Allen 

et al. 2019). Del Águila et al. (2020) reportan que en respuesta a la exposición a cadmio la 

actividad de las enzimas antioxidantes GST, GR, y GPx es mayor en células musculares de 

humano que en aquellas de elefante marino del norte (M. angustirostris). Es posible que las 

diferencias, tanto en la capacidad oxidante como en la capacidad antioxidante, entre humanos y 

mamíferos marinos se relacionen con las adaptaciones inherentes de cada especie, 

específicamente, los hábitos de buceo en apnea de delfines, focas, lobos marinos y ballenas 

(Häggmark y Thorstensson 1979; Elsner y Gooden 1983; Kanatous et al. 1999; Vázquez-Medina 

et al. 2012; Moore et al. 2014).  

 

2.3.2 Toxicidad del di (2-etilhexil) ftalato (DEHP) en músculo esquelético 
 

Chen et al. (2020) encontraron que las células de músculo esquelético de ratón expuestas a 

DEHP/MEHP presentan alteraciones en la función mitocondrial, inhibiendo los procesos de 

miogénesis. Si bien se trata de un tejido donde, de manera natural, se produce una gran 

cantidad de ERO debido a la actividad contráctil de las miofibrillas (Beckendorf y Linke 2015), la 

exposición a DEHP puede exacerbar la producción de ERO comprometiendo la regeneración del 

tejido muscular vía activación de caspasas (Fulle et al. 2004; Yang et al. 2022). Asimismo, Chen 
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et al. (2013) observaron que los mioblastos de ratón (C2C12) expuestos a DEHP muestran una 

reducción en la expresión de la miogenina, un factor de regulación del proceso de miogénesis, 

inhibiendo la diferenciación de las células satélite precursoras del tejido muscular. En humanos 

la exposición diaria a ftalatos puede conducir al desarrollo de patologías caracterizadas por la 

degeneración muscular como la sarcopenia (Yang et al. 2022) o resistencia a la insulina en 

músculo (Wei et al. 2020). 

 

La presencia de DEHP y MEHP en tejidos de mamíferos marinos ha sido reportada en la ballena 

de aleta (Balaenoptera physalus) (Fossi et al. 2012). En la Bahía de La Paz, las concentraciones 

de MEHP en grasa de ballena de aleta han sido asociadas al consumo de microplásticos 

directamente del medio o a través de la ingesta de presas contaminadas (ej. krill) (Fossi et al. 

2016). A pesar de contar con evidencias sobre los riesgos de la exposición a ftalatos en 

mamíferos terrestres, la información acerca de su acumulación en tejidos de pinnípedos 

(fócidos y otáridos) es escasa (Vorkamp y Danmarks Miljøundersøgelser 2004), 

desconociéndose sus efectos. El estudio de los efectos del DEHP en cultivos primarios de 

músculo esquelético de lobo marino de California (Zalophus californianus) no tiene precedentes 

en la literatura. 

 

El efecto de los xenobióticos no sólo depende de las concentraciones del contaminante, 

también depende de la capacidad antioxidante del organismo, la cual es modulada por diversos 

factores (Tabla 4) (Garattini 1983).  
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Tabla 4. Factores que modulan el metabolismo de agentes xenobióticos (modificado de 
Garattini 1983). 

Regulador Condición 

Control endógeno Especie 
 Raza 
 Antioxidantes 
 Sexo 
 Edad 
 Patología 
  

Influencia del ambiente Vía de administración 
 Dosis 
 Dieta 
 Estacionalidad 
 Presencia de otros xenóbioticos 

 
2.4 Adaptación frente al estrés oxidativo: el buceo 
 

Los pinnípedos son mamíferos adaptados al medio marino, dependen del mismo para sobrevivir 

y alimentarse (Hoelzel 2002). Una de estas adaptaciones es el buceo, en el cual los individuos se 

someten a períodos de apnea durante actividades como el forrajeo (Castellini 1991), sueño 

(Karamanlidis et al. 2017) y migración (Stewart y DeLong 1995). De acuerdo con su capacidad de 

buceo, los pinnípedos emplean distintas estrategias previas a la inmersión. Los fócidos exhalan 

todo el aire contenido en sus pulmones (McDonald y Ponganis 2012; Berta et al. 2015). Por el 

contrario, antes de un buceo, los otáridos inhalan en superficie promoviendo el intercambio 

gaseoso entre la membrana especializada en alvéolos y la pared capilar de los vasos sanguíneos; 

al exceso de oxígeno disponible se conoce como hiperoxia (McDonald y Ponganis 2012; Berta 

et al. 2015). Una vez iniciada la apnea y durante el buceo, se presenta la respuesta al buceo, que 

consiste en la disminución de la frecuencia cardiaca (bradicardia), vasoconstricción periférica, 

disminución del flujo sanguíneo (isquemia) a los órganos y tejidos (hipoperfusión) (excepto al 

sistema nervioso central), disminución de la tasa metabólica en los tejidos isquémicos, y uso de 

reservorios de oxígeno en sangre (hemoglobina) y músculo (mioglobina) (Berta et al. 2015). Al 

terminar el buceo y volver a respirar en la superficie, se restablecen el flujo sanguíneo y la 

oxigenación de los tejidos, procesos conocidos como reperfusión y reoxigenación (Weitzner 
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et al. 2020). Al conjunto de procesos de vasoconstricción y restablecimiento de la circulación se 

le conoce como ciclo de isquemia/reperfusión (Fig. 4). 

 

Figura 4. Representación gráfica de la producción de especies reactivas al oxígeno (ERO) 
durante el ciclo de isquemia/reperfusión en una célula. O2, Oxígeno; AntiOx, antioxidantes; XO, 
xantina oxidasa; ATP, adenosín trifosfato; ADP, adenosín difosfato; AMP, adenosín monofosfato; 
O2

•-, anión radical superóxido; T, bloquea. 
 

A pesar de que en mamíferos terrestres (p. ej., humano) se ha observado que tras una 

inmersión corta (2 min de apnea a 40 m de profundidad) hay evidencias de productos de daño y 

estrés oxidativo (Mrakic-Sposta et al., 2019), los mamíferos marinos aparentemente no 

presentan daño oxidativo a consecuencia del buceo (Allen and Vázquez-Medina, 2019). La 

respuesta adaptativa antioxidante inducida por un estímulo oxidativo crónico, como el buceo en 

apnea, puede proveer ventajas frente a otros agentes oxidantes como los contaminantes 

(Routti et al. 2008). 
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3. JUSTIFICACIÓN 
 

En mamíferos, la exposición crónica a DEHP puede provocar problemas a la salud, incluyendo 

alteraciones del desarrollo embrionario y del sistema endócrino, así como afectaciones 

irreversibles a células y tejidos (National Research Council 2008; Alimba y Faggio 2019). En 

México, el estudio de ftalatos, como el DEHP y sus metabolitos, en ambientes marinos se ha 

limitado a la detección de su presencia en grasa de ballena de aleta y sus concentraciones en las 

costas (Fossi et al. 2016). Mientras que la información disponible acerca de los efectos del DEHP 

en mamíferos terrestres se encuentra sesgada a especies modelo (p. ej., humano y ratas Wistar) 

bajo condiciones controladas (García-Fabila et al. 2020; Brassea-Pérez et al. 2022). Asimismo, la 

información disponible sobre los efectos de la exposición a DEHP en organismos en vida libre, 

en otras regiones del mundo, es escasa y sólo incluye a la ballena de aleta (Balaenoptera 

physalus) y marsopa de puerto (Phocoena phocoena) (Fossi et al. 2012; Rian et al. 2020). 

 

A partir de los cultivos celulares primarios, es posible obtener información que refleje el estado 

fisiológico y bioquímico de un tipo celular específico. De acuerdo con los lineamientos de la 

Comisión Nacional en Investigación Científica, el Comité Hospitalario de Bioética (F-CNIC 2018-

785-010; F-CNIC 2019-174 y R 2000-785-008) y el Comité de bioética (CONBIOÉTICA, 09-CEI-009-

20160601), el establecimiento de réplicas experimentales a partir de cultivos celulares (cultivos 

secundarios), minimiza el empleo de intervenciones quirúrgicas para la obtención de la muestra 

biológica, por lo que se le considera un método no invasivo. Ya que los cultivos primarios 

mantienen algunas de las características genéticas del individuo, conforman un depósito de 

información para estudios adicionales (Wang et al. 2002). El estudio de la actividad y expresión 

de las enzimas antioxidantes en cultivo primario de músculo esquelético de humano y lobo 

marino de California (Zalophus Californianus) en presencia de concentraciones conocidas de 

DEHP contribuirá a la identificación y evaluación de las respuestas bioquímicas en mamíferos y 

permitirá su evaluación como potenciales biomarcadores de exposición a este plastificante. Los 

resultados del presente estudio permitirán establecer las bases de los efectos de la exposición a 

ftalatos asociados a plásticos en tejidos con alta actividad metabólica, como el músculo 

esquelético, en mamíferos. 
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Adicionalmente, se ofrecerán dentro del ámbito social productos de divulgación derivados de 

nuestros resultados que contribuirán a la incorporación y apropiación del conocimiento 

científico al público en general, en temas de los efectos negativos de los plásticos a la salud, la 

importancia de la reducción del uso de éstos, y buenas prácticas de consumo y manejo de 

residuos sólidos. 
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4. HIPÓTESIS 
 

Los indicadores de estrés oxidativo, incluyendo la actividad y expresión génica de enzimas 

antioxidantes (SOD, GPX, GST, GR y CAT), en células musculares en cultivo primario de humano 

(Homo sapiens sapiens) y lobo marino de California (Zalophus californianus) pueden ser 

utilizados como biomarcadores de la exposición al plastificante DEHP. 
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5. OBJETIVOS 
 
5.1 Objetivo general 
 

Evaluar la utilidad de la actividad y expresión génica de las enzimas antioxidantes, producción 

de radical superóxido, indicadores de daño oxidativo y de muerte celular como biomarcadores 

de la exposición a DEHP (1 mM) en cultivo primario de células musculares de humano (Homo 

sapiens sapiens) y de lobo marino de California (Zalophus californianus). 

 

5.2 Objetivos particulares 
 

  Establecer los límites de exposición a DEHP, en términos de tiempo y concentración, en 

los que la viabilidad de cultivos primarios de músculo esquelético de humano y lobo 

marino de California se reduce a 60%. 

  Evaluar los efectos in vitro del DEHP en la morfología y proliferación de células de 

músculo esquelético de humano y lobo marino de California. 

  Cuantificar la actividad y expresión de las enzimas antioxidantes en respuesta a la 

exposición a DEHP en los cultivos primarios de músculo esquelético de humano y de lobo 

marino de California. 

  Evaluar el daño oxidativo en los cultivos primarios de músculo de humano y de lobo 

marino de California producido por la exposición a DEHP. 

  Comparar la actividad y expresión génica de las enzimas antioxidantes y el daño 

oxidativo en cultivos primarios de músculo esquelético entre condiciones de cultivo 

(control y DEHP 1 mM) y entre especies. 

  Evaluar la utilidad de los biomarcadores de daño y estrés oxidativo como indicadores de 

la exposición a DEHP (1 mM) en células musculares de mamíferos. 
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6. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
6.1 Extracción y aislamiento de tejido muscular 
 

Las muestras de músculo esquelético de humano (n=5) fueron obtenidas a través del Instituto 

Mexicano del Seguro Social (IMSS) (Anexo B). Se extrajeron alrededor de 3 g de músculo 

esquelético abdominal de mujeres en edad reproductiva (15-35 años), sanas (sin enfermedades 

crónicas), con seguimiento prenatal y cesárea programada. El consentimiento informado y 

protocolo de investigación fue aprobado por La Comisión Nacional en Investigación Científica y 

Comité Hospitalario de Bioética (F-CNIC 2018-785-010; F-CNIC 2019-174 y R 2020-785-008). Lo 

anterior fue desarrollado de acuerdo con los lineamientos del Comité de Ética en Investigación 

(CONBIOÉTICA-09-CEI-009-20160601) y el Código de Ética de la Asociación Mundial de la Salud 

(declaración de Helsinki). Las muestras de músculo esquelético (longísimo y pectoral) de lobo 

marino de California (n=2) se recolectaron a partir de organismos muertos en estado de 

descomposición temprana, menor a 24 horas (Fig. 5) (Moore et al. 2015). Para ello, se realizaron 

monitoreos a pie dentro de la lobera en Los Islotes, Isla Espíritu Santo, La Paz, Baja California 

Sur, en colaboración con personal del Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas del Instituto 

Politécnico Nacional (IPN-CICIMAR) (permiso de colecta SPARN/DGVS/07012/23). Al momento 

de avistar un cadáver se determinó el estado de descomposición (escala 1-5) de acuerdo con 

características físicas como heridas, fracturas, olor, coloración, quemaduras de sol y 

depredación por carroñeros. Durante la evaluación se consideró la exposición del cadáver a 

condiciones ambientales (marea) y la posición del cuerpo (de cúbito ventral o dorsal/izquierda o 

derecha) (Pugliares et al. 2007). Previo a la toma de muestras, se registró la categoría de edad y 

sexo del organismo, así como datos de condición corporal (emaciado, flaco o robusto). 

Utilizando guantes y un bisturí, se realizó una incisión en la línea media, desde la quijada hasta 

las costillas, separando piel y grasa del músculo. Una vez expuesto el músculo, se tomó una 

biopsia de aproximadamente 3 gramos con ayuda de una pinza de disección. 
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Figura 5. Representación gráfica del sistema muscular de (a) humano (Homo sapiens sapiens) y 
(b) lobo marino de California (Zalophus californianus) referente a la toma de muestras. 
 

Todas las muestras fueron colocadas inmediatamente en tubos tipo Falcon® (50 mL) con medio 

de transporte (medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco, F-12 de Ham (DMEM/F-12), 1X; 

penicilina-estreptomicina, 10 U mL-1) a 4°C, y posteriormente transportadas al Laboratorio de 

Estrés Oxidativo del Centro de Investigaciones Biológicas del Noroeste, S.C. (CIBNOR). 

 

Una vez en el laboratorio, la solución de transporte se descartó recuperando el fragmento de 

tejido en un nuevo tubo tipo Falcon™ (15 mL). Para limpiar cada muestra, se realizaron lavados 

con 10 mL de solución salina amortiguada con fosfatos (PBS, GibcoTM) a 25°C agitando la 

muestra por 2 minutos. Los lavados con PBS tienen por objetivo eliminar el exceso de lípidos, 

células sanguíneas y bacterias que acompañan a la muestra (Mojica et al. 2015). 

 

Al finalizar el lavado, la muestra se colocó en una caja tipo Petri con 10 mL de PBS (25°C), se 

procedió a lavar la muestra en la solución (con agitación leve) y se descartó el PBS remanente. 

Las muestras fueron disectadas utilizando un bisturí hasta generar fragmentos de 0.5-1.0 mm2 

(Freshney 2016). Durante la disgregación mecánica del tejido, el músculo fue aislado del tejido 

adiposo, conectivo y pequeños coágulos. Los restos de tejidos fueron desechados en 
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cumplimiento con la Norma Oficial Mexicana (NOM-087-ECOL-SSA1-2002) sobre el manejo de 

Residuos Peligrosos Biológico-Infecciosos (RPBI) (DOF 2003).  

 

6.2 Cultivo de músculo esquelético 
 

Una vez macerado el tejido, se sembró distribuyendo los fragmentos en cajas T de 12.5 cm2 (25 

mL) con ayuda de una pipeta Pasteur. Cada cultivo inició con aproximadamente 500 mg de 

muestra (peso húmedo). Posterior a la siembra, se descartó el exceso de PBS y se adicionó 1 mL 

de medio de cultivo (DMEM/F-12, 1X; suero fetal bovino (FBS, por sus siglas en inglés), 12.4% o 

suero bovino cósmico (CCS, por sus siglas en inglés), 12.4% en el caso de mamíferos marinos; 

penicilina-estreptomicina, 10 U mL-1; L-glutamina-L-alanina (Glutamax), 100X; piruvato de sodio, 

100 mM; ácido sulfónico (HEPES), 1 M). Los cultivos fueron incubados por 24 h a 35 ± 1°C en 

ambiente con CO2 al 5% (v/v) (Barnstead Lab-Line Lli CO2, Thermo ScientificTM, Nueva Jersey, 

Estados Unidos). Al finalizar el período de incubación, se añadieron 2 mL de medio de cultivo a 

cada muestra (volumen total por caja, VT= 3 mL), incubando nuevamente bajo las condiciones 

previamente descritas. Se realizaron recambios totales de medio de cultivo cada 48-72 horas, 

acompañados de un monitoreo sobre el estado de los cultivos utilizando un microscopio 

invertido (Carl Zeiss Microscopy GmbH TM, Axiovert 100, Nueva York, Estados Unidos) y el 

programa ZEN 2.0© (Carl Zeiss Microscopy GmbH 2011). El monitoreo incluyó el seguimiento de 

la propagación de las células, conteo celular, estimación empírica de la confluencia (porcentaje 

de cobertura), diferenciación de tipos celulares, identificación de contaminación por bacterias y 

registro fotográfico de las células. 

 

Al alcanzar una confluencia del 10% (>1000 células adheridas), las células fueron transferidas a 

nuevas cajas T de 12.5 cm2 (25 mL) como un primer subcultivo descrito a continuación. El medio 

de cultivo de cada caja fue descartado para posteriormente realizar 2 lavados con PBS (2 mL). Se 

añadió 1 mL de tripsina-EDTA (1X) a cada muestra, seguido de una incubación por 5 minutos a 

37°C. La tripsina hidroliza los enlaces peptídicos de las proteínas al exterior de las células por lo 

que promueve su disgregación (Freshney 2016). Luego de la incubación, la tripsina fue 

inactivada con 2 mL de medio de cultivo. Las células de todas las cajas T sembradas para cada 

muestra (individuo) fueron recuperadas en un solo tubo tipo Falcon™ (15 mL). Esta muestra fue 
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centrifugada a 100 x g por 5 minutos a 25°C, descartando el sobrenadante. El precipitado fue 

resuspendido en 2 mL de medio de cultivo. El volumen total de la muestra fue sembrado en 

cajas T de 12.5 cm2 (25 mL), incrementando el número inicial de cajas. Los cultivos resultantes 

fueron incubados bajo las condiciones previamente descritas. Luego de 24 horas, se agregó 1 

mL de medio de cultivo a cada caja alcanzando un total de 3 mL por muestra. Los cultivos se 

mantuvieron en incubación en las mismas condiciones hasta alcanzar un 90-100% de 

confluencia, momento en el que fueron transferidos a cajas T de mayor volumen (25 cm2, 75 

mL). Se realizaron subcultivos hasta obtener un total de 18 cajas T sembradas por individuo con 

una densidad de 0.8-1 x 106 células mL-1, equivalente al 90-100% de confluencia. La densidad 

celular durante cada pase fue estimada a través del método cuantitativo de viabilidad celular. 

 

6.2.1 Viabilidad celular 
 

Al momento de sembrar las células en nuevas cajas T, se recuperó una alícuota de 50 µL de cada 

muestra en un tubo tipo Eppendorf™ (200 µL) para proceder al análisis de exclusión con azul de 

tripano. La viabilidad celular fue evaluada bajo el principio de exclusión de captación, 

considerando que el colorante azul de tripano no puede difundirse a través de membranas 

íntegras y, por lo tanto, sólo es capaz de teñir células muertas (Ehrlich 1904). Considerando un 

factor de dilución (FD) de 1:2, se mezclaron 33 µL de muestra, 14 µL de PBS y 53 µL de azul de 

tripano (0.4%, GibcoTM). La solución fue homogenizada e incubada a temperatura ambiente 

(25°C) por 5 minutos. Posteriormente, se descargaron 10 µL de la suspensión en una cámara 

Neubauer y, utilizando el objetivo 10X, se cuantificaron las células en un microscopio óptico 

(Leica Microsystems). El conteo de células vivas (CV) y muertas (CM) en cada muestra se realizó 

por triplicado, dentro de los cuadros exteriores (1 mm2), considerando únicamente aquellas 

células que se encontraron dentro de los límites del polígono. La viabilidad celular, expresada 

como porcentaje (%VC), fue determinada a partir de la ecuación 1 (Louis y Siegel 2011): 

     
  

  
      

(1) 

Donde CV se refiere al número de células vivas y CT al número de células totales. El valor de CT se 

obtiene a partir de la concentración celular (CC) y el volumen total (VT en mL) de la muestra 

original (ecuación 2) (Louis y Siegel 2011): 
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            (2) 

La concentración celular se obtuvo a partir de la siguiente fórmula (ecuación 3) (Louis y Siegel 

2011): 

     (
  

  
)             

(3) 

Donde NC representa el número de cuadrantes contabilizados (NC=4) y FD se refiere al factor de 

dilución. 

 

6.3 Determinación de la concentración para exposición a di (2-etilhexil) ftalato (DEHP) de 
cultivo primario de células musculares  
 

Para establecer la concentración de DEHP a la cual la viabilidad del cultivo primario de células 

musculares de humano se compromete, se realizaron bioensayos utilizando distintas 

concentraciones teóricas de DEHP (10, 100, 200 y 1000 µM) por 15 días. La concentración 

teórica fue estimada de acuerdo con la relación v/v de DEHP disuelto en FBS y medio de cultivo 

(Jones et al., 1975; Li et al., 2015). Se ha observado que la concentración inicial de DEHP en 

solución no se mantiene al disolverlo en un medio y, por lo tanto, se espera que a partir de 

soluciones madre de 50 µM, 100 µM, 200 µM y 6000 µM, el DEHP parcialmente disuelto 

corresponda aproximadamente al 15% de la concentración inicial y puede estimarse por medio 

de la ecuación 4 (Jones et al., 1975; Li et al., 2015): 

 

                                                     (4) 

Donde   representa la concentración de DEHP de la solución madre.  

 

Al estimar la viabilidad de los cultivos, se observó que, a una concentración teórica de 925 µM, 

el 60% de las células estaban muertas entre los 10 y 13 días de exposición a DEHP. Tomando en 

cuenta que el coeficiente de difusión (Dapp) del DEHP en medio es 4.04 x 10‐7 cm min-1 (Hara 

1993; Bernard et al. 2021), se consideró que la concentración de DEHP disuelto es de 

aproximadamente 1 mM. Entendiéndose por DEHP disuelto a la porción del ftalato que entra en 

contacto con el cultivo celular y puede ser absorbido por las células. Para efectos del presente 

estudio, se utilizó únicamente la concentración 1 mM (1000 µM) de DEHP para los bioensayos 

estableciendo un tiempo de exposición de 13 días. 
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6.4 Tamaño de muestra 
 

Se estimó el tamaño de muestra óptimo requerido para tener un 80% de probabilidad de 

encontrar un resultado significativo, con un nivel de significancia de 0.05 y un poder estadístico 

de 0.8, utilizando la prueba t de Student para muestras independientes (Cohen 1988; 

Leongómez 2020). El poder estadístico seleccionado nos indica el 80% de probabilidad de que 

una muestra elegida al azar del grupo de cultivos expuestos a DEHP tenga una puntuación 

significativamente distinta (α=0.05) a la de una muestra elegida al azar del grupo control 

(Leongómez 2020). El tamaño del efecto (d de Cohen = 0.8) nos habla de la diferencia de medias 

estandarizadas de los grupos, es decir, cuántas desviaciones estándar de diferencia hay entre 

los resultados de los dos grupos que se comparan (Correll et al. 2020).  

 

6.5 Bioensayos de exposición a di (2-etilhexil) ftalato (DEHP) de células musculares en cultivo 
primario 
 

Una vez alcanzada la confluencia necesaria (90-100%), se tomaron 5 cajas T como controles (sin 

DEHP) y 13 cajas T con exposición a DEHP por individuo y por especie. Para este último caso, las 

células musculares fueron expuestas a una concentración de 1 mM de DEHP durante 13 días. 

Durante el bioensayo, se realizaron recambios totales de medio experimental para las 

exposiciones con DEHP y de medio de cultivo para los controles cada 72 horas. En cada 

recambio se monitoreó la confluencia de las células y se recopilaron evidencias fotográficas de 

cada caja T, obteniendo un mínimo de 3 imágenes por caja, en cuadrantes tomados de manera 

aleatoria utilizando un microscopio invertido y el programa ZEN 2.0©, para evaluar los cambios 

morfológicos celulares y la abundancia de células satélite (ver sección 7.3.2). Al finalizar el 

bioensayo, se tomaron 3 cajas con DEHP para el análisis de expresión de enzimas, 

preservándolas en RNAlater® (Invitrogen™, Carlsbad, California) (ver sección 7.3.5). Las cajas 

restantes se dividieron en 5 viales correspondientes a cada cultivo control (n=5) y DEHP (n=5). A 

partir de estas últimas muestras, se tomó una alícuota de 33 µL de cada grupo (control y DEHP) 

por cada individuo y especie para estimar la viabilidad celular final (a los 13 días). El remanente 

de células en cada caja T (réplicas) de las condiciones de cultivo control (n=5) y con DEHP (n=5) 

fueron recuperadas en tubos tipo Eppendorf (1.5 mL) y almacenadas a -80°C hasta su 

procesamiento. 
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6.5.1 Cambios en la morfología, proliferación y capacidad regenerativa de las células de 
músculo esquelético en respuesta a la exposición a di (2-etilhexil) ftalato (DEHP)  
 

A partir del registro fotográfico, se seleccionaron las imágenes de acuerdo con los siguientes 

parámetros: calidad, iluminación, contraste, resolución y ruido; todas las imágenes se 

almacenaron en formato JPEG (5 mp, 96 ppp) incluyendo una escala de referencia. Las imágenes 

que cumplieron con los parámetros de calidad fueron usadas para posteriores análisis 

incluyendo la identificación de cambios en la morfología celular, frecuencia de células satélite y 

abundancia celular (Mueller et al. 2006; Snijders et al. 2015). 

 

Los parámetros estructurales a considerar para la descripción de los cambios morfológicos entre 

grupos control y exposición a DEHP fueron (1) pérdida de volumen celular (plasmólisis), (2) 

producción de cuerpos de estrés (Ravel-Chapuis et al. 2016), (3) confluencia, y (4) cambios 

estructurales en la membrana nuclear (Ye et al. 2017) (Fig. 6).  

 

 
Figura 6. Ejemplificación de los cambios en abundancia celular y parámetros estructurales 
observados en cultivos primarios de células musculares de humano (Homo sapiens sapiens) y 
lobo marino de California (Zalophus californianus) expuestos a una concentración de 1 mM de di 
(2-etilhexil) ftalato (DEHP) por 13 días. (a) Muestra la abundancia de células musculares en 
cultivo primario; (b) ejemplo de una célula satélite turgente en condiciones control; (c) 
deformación de la membrana donde puede apreciarse una pérdida de volumen con respecto a 
las células control, la apariencia de las células plasmolizadas es rugosa y en algunos casos 
pierden la capacidad de adherencia a la base de la caja de cultivo. (d) Representación gráfica de 
los cuerpos de estrés; se observan como pequeños gránulos en el citoplasma, principalmente 
rodeando al núcleo. (e) Representación gráfica de la pérdida de la integridad de la membrana 
nuclear en cultivos expuestos a DEHP. (f) Esquema de la evaluación de la confluencia celular, 
determinada considerando el porcentaje de cobertura celular en el área de superficie adherente 
de la caja de cultivo. 
 

La proliferación celular fue cuantificada considerando la abundancia de células musculares 

como un indicador del crecimiento de la población celular. Para ello, se estimó la abundancia de 
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células por cuadrante fotográfico utilizando el programa ImageJ (Schneider et al. 2012). Con 

base en la escala de referencia y la resolución de las fotografías, se estimó que 574 pixeles de la 

imagen vista al objetivo 20X corresponden a 0.02 cm. El total de células obtenidas por caja T fue 

calculado extrapolando el total de células contadas por cuadrante (0.006 cm2) al total de 

superficie de cultivo de cada caja T (25 cm2). La abundancia celular fue estandarizada por caja y 

por individuo. El promedio de células cuantificadas por día por especie se reportó como células 

de músculo esquelético totales en 25 cm2 día-1.  

 

La capacidad de regeneración del músculo esquelético fue estimada en términos de la 

frecuencia absoluta de las células satélite de humano y lobo marino de California (Yin et al. 

2013) presentes en los 25 cm2 de cada caja T por individuo. Para ello, se consideró que una alta 

frecuencia de células satélite se encuentra relacionada a un mayor potencial de las células 

musculares a ser resilientes ante la exposición a DEHP por 13 días. Dentro de la estimación, se 

contabilizaron únicamente aquellas células satélite que mantenían su forma esférica (aún no 

diferenciadas) (Kolanowski et al. 2020). Los valores de frecuencia absoluta obtenidos para los 

cultivos de células musculares en ambas especies bajo condiciones control y expuestas a DEHP 

fueron divididas en dos grupos con base en el tiempo de exposición; el primer grupo 

correspondió a la primera semana (días 1-7) de exposición a DEHP, mientras que el segundo 

grupo correspondió a la segunda semana (día 8-13) de exposición. 

 

6.5.2 Biomarcadores 
 

Previo a su procesamiento, las muestras y las soluciones utilizadas para el análisis de la actividad 

de las enzimas antioxidantes se mantuvieron en hielo, a excepción de la solución amortiguadora 

de fosfatos, la cual se mantuvo a temperatura ambiente. Todos los análisis bioquímicos se 

hicieron por triplicado, por individuo y por especie. Para estandarizar los resultados de las 

variables de estudio se cuantificó la concentración de proteínas totales (proteína por mg mL-1) 

de cada muestra utilizando el kit de Bio-Rad® adaptado a microplaca (Bradford 1976). Las 

muestras fueron analizadas en un lector de microplaca (Multiskan FC, Thermo Scientific) y se 

registró la absorbancia a 620 nm de (A620).  
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6.5.2.1 Producción de especies reactivas y marcadores de daño oxidativo 

 

6.5.2.1.1 Producción de radical superóxido 
 

La tasa de producción de O2
•- se cuantificó siguiendo el método de Persky et al. (2000). Se 

colocaron alícuotas (10 µL) por triplicado de cada réplica de los cultivos control y con DEHP en 

tubos tipo Eppendorf. A cada tubo con muestra se le adicionaron 100 µL de solución 

amortiguadora de Krebs (estabiliza la presión osmótica de las células), 100 µL de citocromo C 

(1X) y se incubaron a 37°C en baño de María por 15 min con agitación. Los tubos se colocaron 

en agua fría y se les añadieron 100 µL de N-etilmaleimida (1X) para evitar que el citocromo C 

continúe reduciéndose. Las muestras me mezclaron en vortex y centrifugaron a 805 x g por 10 

min a 4°C. A partir de cada tubo, se transfirieron 250 µL del sobrenadante a una microplaca y se 

registró la absorbancia a 550 nm por espectrofotometría. En el caso de los controles se siguió el 

mismo procedimiento invirtiendo el orden de adición de solución amortiguadora de Krebs, N-

etilmaleimida (1X) y citocromo C (1X). La tasa de producción O2
•- se expresa en nanomoles de 

O2
•- por miligramo de proteína por minuto (ecuación 5). 

  
          →             

(5) 

 
6.5.2.1.2 Peroxidación de lípidos 
 

Se cuantificó el nivel de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) como indicador de 

daño oxidativo a lípidos de acuerdo con la técnica descrita por Persky et al. (2000) con 

modificaciones. De cada réplica de los cultivos control y con DEHP, se tomaron 100 µL de células 

en solución, se homogenizaron en frío en una solución de NaCl al 0.9% a 12,879 x g en un 

equipo PolytronTM, se centrifugaron a 805 x g por 15 minutos a 4°C y se recuperó el 

sobrenadante, el cual permaneció en frío hasta su análisis. Se prepararon diluciones de 1,1,3,3-

tetraetoxipropano (TEP) para construir una curva estándar de 0 a 5 nmol 250 µL-1. Cada muestra 

y cada punto de la curva estándar se mezcló con solución amortiguadora de fosfatos (0.1 mM) 

en un vial y se incubó a 37°C durante 15 min. Posteriormente, los viales se mantuvieron en frío 

(4°C), deteniendo la reacción con ácido tricloroacético (TCA, 0.76 M en HCl 1M) al 20% y ácido 

tiobarbitúrico (TBA) al 1%. Se homogenizaron las mezclas de reacción utilizando vórtex, y se 
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incubó a 90°C en baño María (Precision, Thermo Scientific, Waltham, M. A., EUA) con agitación 

durante 10 min y, después a 4°C por 5 min. Los viales fueron centrifugados a 805 x g durante 15 

min a 4°C, al finalizar, el sobrenadante (200 µL) de cada vial fue recuperado y transferido a una 

microplaca. Se registró la absorbancia a 532 nm y, utilizando el valor de la curva estándar 

(ecuación 6), se obtuvo la concentración de TBARS (nmol TBARS mg-1 proteína) de cada 

muestra.  

             (6) 

En donde A530 es la absorbancia a 532 nm para cada muestra, TEP es la concentración de 

1,1,3,3-tetraetoxipropano en la curva estándar, m es la pendiente y b es la ordenada al origen. 

 

6.5.2.1.3 Carbonilos proteicos 
 

Se cuantificaron los niveles del complejo formado por derivados de carbonilos proteicos y 2,4-

dinitrofenil hidrazina (DNPH) como indicador del daño oxidativo a proteínas. El complejo se 

precipita en presencia de ácido tricloroacético (TCA) (Stadtman y Levine 2006). En tubos tipo 

Eppendorf® se colocaron 250 µL de muestra en pozos de una microplaca, adicionando DNPH (10 

mM en HCl 2 M). Las muestras se incubaron por una 1 hora a 25°C con agitación constante. Se 

añadió TCA (20%) a todos los tubos y se centrifugaron a 23895 x g a 25°C por 5 min. Se descartó 

el sobrenadante y se realizaron 3 lavados con etanol y acetato de etilo (1:1). Para desnaturalizar 

las proteínas se adicionó cada tubo con clorato de guanidina (6 M), incubándose a 37°C por 15 

minutos. Las muestras se transfirieron a una microplaca y fueron leídas en un lector de 

microplaca a 370 nm. La concentración de carbonilos proteicos se expresó en micromoles 

(µmol) por miligramo de proteína. 

 

6.5.2.2 Enzimas antioxidantes 
 
6.5.2.2.1 Actividad de superóxido dismutasa (SOD) 
 

La actividad catalítica de SOD (EC 1.15.1.1) en cada réplica de las células musculares mantenidas 

bajo condiciones control (n=5) y después de la exposición a DEHP (n=5) se cuantificó de acuerdo 

con el protocolo descrito por Suzuki (2000) adaptado a microplaca. Brevemente, la metodología 
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se basa en la reducción del nitroazul de tetrazolio por acción del radical O2
- producido por el 

sistema xantina/ xantina oxidasa. A partir de esta reacción se forma el compuesto formazán que 

puede detectarse en un rango de longitud de onda de 550 a 600 nm por espectrofotometría; la 

inhibición de la reducción del nitroazul de tetrazolio está dada por la acción de la enzima SOD, la 

cual dismuta al O2
- transformándolo en H2O2. Para cuantificar la actividad de SOD, cada réplica 

de los cultivos control (n=5) y con DEHP (n=5) fue diluida 1:10 (v/v) con solución amortiguadora 

de fosfatos (50 mM, nitroazul de tetrazolio 1 mM). Se tomaron 10 µL de cada dilución y se 

cargaron en microplaca. Cada pozo se adicionó con solución de trabajo de carbonato de sodio 

(50 mM, xantina 0.1 mM, nitroazul de tetrazolio 0.025 mM, EDTA 0.1 mM) y xantina oxidasa 

(0.1 U mL-1 en sulfato de amonio 2 M). Las muestras fueron analizadas por espectrofotometría a 

560 nm, registrando la absorbancia inicial y posteriormente cada minuto durante 5 minutos 

para calcular el cambio de absorbancia a 560 nm por unidad de tiempo (A560). Se define como 

una unidad de actividad de SOD a la cantidad necesaria de enzima para inhibir la reacción entre 

el O2
- y el nitroazul de tetrazolio (NBT) en un 50%. La actividad de esta enzima se expresa en 

unidades de SOD por miligramo de proteína (U mg-1 proteína). 

 

6.5.2.2.2 Actividad de catalasa (CAT) 
 

Se determinó la actividad catalítica de la enzima CAT (EC 1.11.1.6) en cada réplica de los cultivos 

control (n=5) y DEHP (n=5), de acuerdo con el protocolo descrito por Aebi (1984) por 

espectrofotometría. Brevemente, se siguió la desaparición de H2O2, sustrato de la enzima CAT. 

Para ello, cada réplica de los cultivos control (n=5) y con DEHP (n=5) fue diluida 1:10 (v/v) con 

solución amortiguadora de fosfatos (0.1 M, pH 7). Se cargaron los pozos de la microplaca con 10 

µL de muestra de cada dilución y se adicionaron con solución amortiguadora de fosfatos (0.1 M) 

y solución de H2O2 (20 mM). Se analizó por espectrofotometría, registrando la absorbancia 

inicial a 240 nm y posteriormente cada minuto durante 5 minutos, para calcular el gradiente de 

absorbancia a 240 nm por minuto (A240). Una unidad de CAT se define como la cantidad de 

enzima necesaria para reducir 1 µmol de H2O2 en un minuto. La actividad de esta enzima se 

expresa en unidades de CAT por miligramo de proteína (U mg-1 proteína). 
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6.5.2.2.3 Actividad de glutatión-disulfuro reductasa (GR) 
 

Se estimó la actividad catalítica de GR (EC 1.8.1.7) en cada réplica de los cultivos control (n=5) y 

DEHP (n=5), de acuerdo con el protocolo descrito por Goldberg y Spooner (1987) adaptado a 

microplaca. Se siguió la oxidación del cofactor NADPH a nicotinamida adenina dinucleótido 

oxidado (NADP+). Cada réplica de los cultivos control (n=5) y con DEHP (n=5) fue diluida 1:10 

(v/v) con solución amortiguadora de fosfatos (0.1 M, pH 7). Se cargaron los pozos de la 

microplaca con 10 µL de muestra diluída y se adicionaron con solución amortiguadora de 

fosfatos (500 mM), EDTA (50 mM), NADPH (2 mM), agua desionizada y glutatión reducido 

(GSSG, 10 mM). Se analizó por espectrofotometría, registrando la absorbancia inicial a 340 nm y 

posteriormente cada minuto durante 5 minutos, calculando al final el cambio en la absorbancia 

por unidad de tiempo (A340). Una unidad de GR se define como la cantidad de enzima que, en 

un minuto a 25°C, oxida 1 nmol de NADPH para formar el producto NADP+. Los resultados se 

expresan en unidades de GR por miligramo de proteína (U mg-1 proteína). 

 

6.5.2.2.4 Actividad de glutatión peroxidasa (GPx) 
 

Se determinó la actividad catalítica de la enzima GPx (EC 1.11.1.9) en cada réplica de los cultivos 

control (n=5) y DEHP (n=5), de acuerdo a la metodología propuesta por Flohé y Günzler (1984) 

adaptada a microplaca. Brevemente, se siguió la desaparición de nicotinamida adenina 

dinucleótido reducido (NADH) en presencia de H2O2, sustrato de esta enzima. Cada réplica de 

los cultivos control (n=5) y con DEHP (n=5) fue diluida 1:10 (v/v) con solución amortiguadora de 

fosfatos (0.1 M, pH 7). Se cargaron los pozos de la microplaca con una mezcla de solución 

amortiguadora de fosfatos (500 mM), EDTA (50 mM), azida de sodio (NaN3, 20 mM), solución de 

H2O2 (10 mM) y aliquotas de 10 µL de cada muestra diluída. Se registró la absorbancia a 340 nm 

cada minuto por 5 minutos y se calculó el cambio en la absorbancia por unidad de tiempo 

(A340). Una unidad de GPx es la cantidad de enzima necesaria para oxidar un mol de 

nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH) por minuto. Los resultados se expresan en 

unidades de GPx por miligramo de proteína (U mg-1 proteína). 
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6.5.2.2.5 Actividad de glutatión S-transferasa (GST) 
 

Se cuantificó la actividad catalítica de GST (EC 2.5.1.18) en cada réplica de los cultivos control 

(n=5) y DEHP (n=5), de acuerdo con el protocolo descrito por Habig y Jakoby (1981) adaptado a 

microplaca. Brevemente, se siguió la aparición del tioéter glutatión dinitrobenceno, producto de 

la reacción de GSH con 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) catalizada por GST. Cada réplica de 

los cultivos control (n=5) y con DEHP (n=5) fue diluida 1:10 (v/v) con solución amortiguadora de 

fosfatos (0.1 M, pH 7). Se cargaron los pozos de la microplaca con 10 µL de muestra diluída y se 

adicionaron con solución amortiguadora de fosfatos (100 mM), GSH (1 mM), EDTA (60 mM) y 

CDNB (10 mM). Se analizó por espectrofotometría, registrando la absorbancia inicial a 340 nm y 

posteriormente cada minuto durante 5 minutos, para calcular el cambio en la absorbancia por 

unidad de tiempo (A340). Una unidad de esta enzima corresponde a la cantidad de GST 

necesaria para catalizar la conjugación de 1 µmol de CDNB por minuto a 25°C. Los resultados se 

expresan en unidades de GST por miligramo de proteína (U mg-1 proteína). 

 

6.5.2.3 Expresión génica de enzimas, genes de referencia y marcadores de muerte celular 
 
6.5.2.3.1 Extracción de ARN 
 

Las muestras fueron homogenizadas utilizando un sonicador durante 5 segundos, 4 veces. Se 

tomaron 100 µL de cada muestra y se trasfirieron a nuevos viales. Se extrajo el ácido 

ribonucleico (ARN) contenido en las células de músculo esquelético bajo condiciones control 

(n=5) y después de la exposición a DEHP (n=5) utilizando el reactivo TRIzol™ Reagent siguiendo 

el protocolo del fabricante (Invitrogen™, E.U.A.). La concentración y pureza de las extracciones 

se determinó mediante un espectrofotómetro NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific™, E.U.A.) 

con una absorbancia de 260/280 nm.  

 

6.5.2.3.2 Purificación y retrotranscripción  
 

Los productos de extracción fueron tratados con DNAasa I (Life Technologies, E.U.A.) antes de 

proceder a la síntesis de ADN complementario (ADNc). En este último paso el ARN extraído es 
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usado como plantilla (templete) para sintetizar ADNc bajo la técnica de transcripción inversa 

utilizando el kit ImProm-II™ Reverse Transcription (Promega™, E.U.A.) con el oligo dT15 de 500 

ng de ARN. Para las reacciones se utilizaron 10 µg µL-1 de ARN por muestra siguiendo el 

protocolo del fabricante. 

 

6.5.2.3.3 Diseño de primers 
 

Se tomaron como referencia los genes de la base de datos Nucleotide (NT) de National Center 

for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov); esta base cuenta con la 

información génica contenida en GenBank®. A partir de las secuencias de ADN correspondientes 

a los genes de interés (Tabla 5) se seleccionaron únicamente aquellas regiones codificantes para 

cada gen (CDS, en formato FASTA). En el caso de las muestras de humano, se utilizaron los 

identificadores de cada secuencia (GI) de NCBI en la plataforma Ensembl 

(https://www.ensembl.org/index.html) para obtener las regiones codificantes. En el caso de las 

muestras de lobo marino de California, se utilizaron las secuencias obtenidas de la base de 

nucleótidos en el buscador de marcos de lecturas abiertas open reading frames finder (ORF 

finder) de NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) para identificar segmentos 

potenciales de codificación de proteínas. En este último caso, se eligieron los ORF de mayor 

longitud (pares de bases) para continuar con el diseño de oligos. Se procedió al diseño de los 

oligos en el programa Primer3Plus (Untergasser et al. 2012) (https://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi), utilizando los parámetros de termodinámica de SantaLucía 

(1998) y la corrección de iones de sodio de Owczarzy et al. (2004). Se confirmó la ausencia de 

sitios alternativos en la plantilla donde el oligo pueda hibridarse o formar estructuras 

secundarias. Para ello, se utilizaron el programa RNAfold web server (Lorenz et al. 2011) 

(http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi) y la plataforma OligoevaluatorTM 

(Sigma-Aldrich®, E.U.A) (http://www.oligoevaluator.com/OligoCalcServlet). Se consideró la 

energía libre del ensamble termodinámico menor a -1; un contenido de C/G entre 40 y 73%; una 

temperatura de fusión (Tm) entre 55 y 70°C, de manera que esté por arriba de la temperatura 

de apareamiento (annealing); y una longitud del oligo entre 18 y 27 pares de bases (pb). 

Finalmente, se utilizó el programa Primer-BLAST (Ye et al. 2012) para confirmar la Tm de los 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ensembl.org/index.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/
https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi
http://www.oligoevaluator.com/OligoCalcServlet
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oligos e identificar posibles inespecificidades. En los casos donde se presentaron diferentes 

variantes de las isoformas de un gen, se utilizó el programa Clustal Omega (Sievers et al. 2011) 

para alinear las secuencias y seleccionar aquella región conservada entre las variantes para ser 

utilizada dentro del diseño de los oligos. Finalmente, a partir del ácido desoxirribonucleico 

complementario (ADNc) obtenido de la retrotranscripción, se realizó una reacción en cadena de 

la polimerasa (PCR) punto final (Anexo C) para validar la detección específica de cada primer 

utilizando el kit Platinum™ Taq DNA Polymerase (Invitrogen™, E.U.A.). La confirmación visual se 

realizó en gel de agarosa al 1.5%. 

 

Tabla 5. Oligos diseñados para el análisis de la expresión génica en células de músculo 
esquelético de humano (H; Homo sapiens sapiens) y lobo marino de California (LMC; Zalophus 
californianus) en cultivo primario. 

Sp Gen Oligo (5’-3’) 
Tm 
°C 

Longitud 
(pb) 

Producto 
(pb) 

H Superóxido 
dismutasa 1 

F_CAGTGAAGGTGTGGGGAAG 60 19 183 
R_CAGTCACATTGCCCAAGTCT 60 20  

H Superóxido 
dismutasa 2 

F_GCCTACGTGAACAACCTGA 60 19 189 
 R_TTCCAGCAACTCCCCTTTG 60 19  
H Superóxido 

dismutasa 3 

F_CGAGACATGTACGCCAAGGT 60 20 195 
 R_CTCCAGGGCGAAGAAGGC 60 18  
H Catalasa F_AAAGCTGATGTCCTGACCACT 60 21 153 
 R_AACTCTCTCAGGAATTCTCTCTCG 60 24  
H Glutatión 

reductasa 

F_TATGTGAGCCGCCTGAATG 60 19 211 
 R_TTATTCCTAAGCTGGCACCG 60 20  
H Glutatión 

peroxidasa 1 

F_AGAAGTGCGAGGTGAACG 60 18 226 
 R_ATGTCAATGGTCTGGAAGCG 60 20  
H Glutatión 

peroxidasa 2 

F_GCTCCCCTACCCTTATGATGACCCA 63 23 165 
 R_TTGATGGTTGGGAAGGTGCG 63 20  
H Glutatión 

peroxidasa 3 

F_CACCATTTACGAGTACGGAG 60 20 178 
 R_CAGAATGACCAGACCGAATG 60 20  
H Glutatión 

peroxidasa 4 

F_CTGTGGAAGTGGATGAAGAT 60 20 155 
 R_GGCAGGTCCTTCTCTATCA 60 19  
H Glutatión 

peroxidasa 7 

F_CTGACAGCAACAAGGAGATT 60 20 223 
 R_ACCTCCTCCACTGACACA 60 18  
H Glutatión 

peroxidasa 8 

F_CCTCTTGCAGCTTACCCG 60 18 229 
 R_AGTCACTGGCCACGTTTAC 60 19  
H Glutatión S 

transferasa alpha 
4 

F_AGACGCGAAATTGGGACTGT 59 20 172 
 R_TTCTTCATCAAACTCGACTCCG 59 22  

H Glutatión S F_TCCAGGTCTGCTTCCCCG 60 18 214 
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 transferasa kappa 
1 

R_CCAGACGCGCATCCACAG 60 18  

H Glutatión S 
transferasa miu 1 

F_AAAGAAGTACACGATGGGGG 60 20 128 
 R_TCTGGGTGATCTTGTGAGC 60 19  
H Glutatión S 

transferasa pi 1 

F_AGGCGGGCAAGGATGACTATG 60 21 212 
 R_GCGCCCCACATATGCTGAGAG 60 21  
H Glutatión S 

transferasa theta 
1 

F_CTCACCCTTGCACCGTCCT 60 19 191 
 R_GTGTGCATCATTCTCATTGTGGC 60 23  

H Glutatión S 
transferasa 
microsomal 1 

F_TAGAACGTGTACGCAGAGCC 60 20 142 
 R_TAGATCCGTGCTCCGACAAA 60 20  

H Glutatión S 
transferasa 
omega 1 

F_CTGCCCGTTTGCTGAGAG 60 18 211 
 R_CTTCTTCCCTGGGTATGCTTCA 60 22  

H Glutatión S 
transferasa zeta 1 

F_AAAGAAGAGGGCCAGCGTG 60 19 233 
 R_CCACCTGAGGCACCAAGC 60 18  
H PPAR alpha F_CGAGGCCGGCGATCTAGA 60 18 238 
 R_AGACTCGTCCACGCTGCC 60 18  
H PPAR delta F_GCACTTCCTTCCAGCAGC 59 18 169 
 R_CACATGCATGAACACCGTAGT 59 21  
H Beta actina F_GACAGGATGCAGAAGGAGA 60 19 151 
 R_CCTGCTTGCTGATCCACAT 60 19  
H GAPDH F_TCCACTGGCGTCTTCACC 60 18 176 
 R_CAGTTGGTGGTGCAGGAG 60 18  
H Caspasa 3 F_AAACTTTTCATTATTCAGGCCTGCC 60 25 196 
 R_CACAAAGCGACTGGATGAACC 60 21  
H Factor nuclear 

eritroide 2 

F_ATGAACGTCGGGCCTTGG 61 18 163 
 R_GCTGCCACCTTGTTTTTGC 61 20  
H Peroxirredoxina 1 F_CCCACGGAGATCATTGCTT 60 22 176 
 R_GTGCGCTTCGGGTCTGAT 60 18  
H Interleucina 6 F_CTCCTTCTCCACAAGCGCC 62 19 250 
 R_GCCTCTTTGCTGCTTTCACA 62 20  
H Interleucina 15 F_TCTTCATTTTGGGCTGTTTCAG 57 22 153 
 R_TGCAACTGGGGTGAACATC 57 19  
H Interleucina 16 F_AACGGCAAGTCTCTCAAGGG 61 20 143 
 R_GCAGAGTCAGTGGAGGAGTTG 61 21  
H 8-Oxoguanina 

ADN glicosilasa 

F_GACTACAGCTGGCACCCTAC 64 20 187 
 R_AACCCTTTCTGCGCTTTGC 64 19  
LMC Superóxido 

dismutasa 1 

F_TGGGCCAAATGATCAAGAGAGG 60 22 166 
 R_GCCCAAGTCATCTCGTTTCTCG 60 22  
LMC Superóxido 

dismutasa 2 

F_AAGCACAGCCTCCCCGACT 60 19 156 
 R_ACCCTTCTGCAGCGCCTC 60 18  
LMC Superóxido F_TTGGAAGAGCTGGAAAGGTG 62 21 164 



40 

 dismutasa 3 R_ACTTTCTCGTGCATGTCGC 62 19  
LMC Catalasa F_AGAAACCTGATGTCCTGACCACC 60 23 201 
 R_GCGTGACCTCGAAGTAGCCAA 60 21  
LMC Glutatión 

reductasa 

F_CATCCCCACGGTCGTCTTC 60 19 130 
 R_CGCGTGATACATCGGGGT 60 18  
LMC Glutatión 

peroxidasa 1 

F_TCGGGCATCAGGAGAACG 60 19 213 
 R_AGATGATGAACTTGGGGTCGGT 60 22  
LMC Glutatión 

peroxidasa 2 

F_GGAAGCCAAGAACCACCAGG 61 20 175 
 R_TACGACCTCAGTGCCATCAG 61 20  
LMC Glutatión 

peroxidasa 3 

F_CGTCCTGCCTTCTCTCCC 63 18 143 
 R_GATGTACTCCTGCCCGTTGA 63 20  
LMC Glutatión 

peroxidasa 4 

F_CTCGCGACCCGGAATAGC 64 18 120 
 R_CATGTGTCCATCGATGTCCTTG 64 22  
LMC Glutatión 

peroxidasa 7 

F_GCAAGTTGGTGTCACTGGAGAAG 60 23 151 
 R_GGGGAAGGCAAGCACATTGAAGT 60 22  
LMC Glutatión 

peroxidasa 8 

F_CCTTTCCATGCAATCAGTTCGG 60 22 226 
 R_GACTTCACAACTTGGCCCTCAG 60 22  
LMC Glutatión S 

transferasa alpha 
4 

F_GTTGCTGAAGGATGGACGCT 61 20 130 
 R_CAGGTCCTTCTCATACAAGTCGTA 61 24 

 

LMC Glutatión S 
transferasa kappa 
1 

F_TGTGCTGTCCCCCTACTCC 60 19 217 
 R_CTTGGGGAACTGCACGGG 60 18 

 

LMC Glutatión S 
transferasa miu 5 

F_TATGAGGAGAAACAGTACACGTGC 60 24 196 
 R_CTTCTTCAGTCTCACCACACATATTG 60 26  
LMC Glutatión S 

transferasa pi 1 

F_CAGCCAGCTCATCTATCGGA 59 20 147 
 R_TCGGCGAAGGAGATCTGGT 59 19  
LMC Glutatión S 

transferasa theta 
1 

F_TGGCTGAATTGGATGTGACC 60 20 154 
 R_CGACCTTCAAAGACTTGGCA 60 20 

 

LMC Glutatión S 
transferasa 
microsomal 1 

F_ ACAGATGACAGAGTGGAACGTG 60 22 155 
 R_TAGATCCGTGCTCCAACAAAGA 60 22 

 

LMC Glutatión S 
transferasa 
omega 1 

F_GTTCTGCCCATTCGCCCA 60 18 250 
 R_TTGGCAAGCTTTCTCATAGGGG 60 22 

 

LMC Glutatión S 
transferasa zeta 1 

F_TGCGCGTGATTTCCGATG 60 18 179 
 R_CTCGTCTCCCACACAGTACT 60 20  
LMC PPAR alpha F_CCACAGGCTGCAGGGAAGG 63 19 166 
 R_TGGGGAGAGGGGGCAAATC 63 19  
LMC PPAR delta F_CATGTCTTCTACCGCTGCCA 59 20 136 
 R_CCTCATGCACACCGTACTTG 59 20  
LMC Beta actina F_GGGAAATCGTGCGTGACAT 60 19 184 
 R_AGGAAGGAAGGCTGGAAGAG 60 20  
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LMC GAPDH F_GAGAAAGCTGCCAAATATGACGAC 60 24 219 
 R_GTTGCTGTAGCCGAATTCATTGTC 60 24  
LMC Caspasa 3 F_GATGTAGATGCAGCAAACCTCC 62 22 158 
 R_CTTAGAAGCACGCAAACAAAACTG 62 24  
LMC Factor nuclear 

eritroide 2 

F_ACTTACTGCCCCTGCTCAAT 63 20 233 
 R_TCTTCTTGGGGCTTGGGG 63 18  
LMC Peroxirredoxina 1 F_CCCAACTTCATAGCCACGGC 60 20 223 
 R_ATGCCAGGTGACAGAAATGAGAATC 60 25  
LMC Interleucina 6 F_GCTATGAACTCCCTCTCCGC 62 20 257 
 R_AGTGCCTCCTTGCTGTCTTC 62 20  
LMC Interleucina 15 F_CAAAGTAACAGCGATGAAGTGC 59 22 164 
 R_CCTCACATTCTTTGCATCCCG 59 21  
LMC Interleucina 16 F_CATTTCCAACGTCGTGCTGAT 61 21 230 
 R_CTACCATTGTAAGAGCCTCGC 61 21  
LMC 8-Oxoguanina 

ADN glicosilasa 

F_TACTGTTCAGTGCTGACCTGTG 59 22 111 
 R_AACCCCTTTGTCCAGTGCC 59 19  
Sp, Especie; H, humano; LMC, lobo marino de California; Fw, oligo sentido; Rv, Oligo antisentido; pb, pares de bases; Tm, 
temperatura de fusión; PPAR, receptor activado por proliferadores de peroxisomas alfa; GAPDH, gliceraldehído 3-fosfato 
deshidrogenasa; ADN, ácido desoxirribonucléico. 

 

 

6.5.2.3.4 PCR en tiempo real por transcripción inversa (RT-qPCR) 
 

A partir del ADNc obtenido de la retrotrasncripción, se realizó la PCR cuantitativa en tiempo real 

(qPCR) para identificar los patrones de expresión génica de las células de músculo esquelético 

de humano y lobo marino de California en respuesta a la exposición a DEHP (1 mM por 13 días). 

Las reacciones se realizaron a partir de un volumen de 12.5 µL usando el kit 1x SsoFast 

EvaGreen SuperMix (Bio-Rad, E.U.A.) y se amplificaron en el equipo ProFlexTM PCR System 

(Applied Biosystems™, E.U.A.). Los primers utilizados se muestran en la Tabla 5. Posterior a la 

amplificación, la especificidad de los productos se analizó a través de una curva de disociación, 

de la que se espera obtener una sola cresta correspondiente a la temperatura de fusión 

empleada. Los niveles de cada gen obtenidos fueron normalizados utilizando los genes de 

referencia de beta actina (ACTB) y gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Se utilizó 

la ecuación 7 (Livak y Schmittgen 2001) para estimar la expresión relativa de cada gen dentro de 

los controles y exposición a DEHP para su comparación. 
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        (7) 

Donde Cq o ciclo de cuantificación (por sus siglas en inglés), representa el punto en el cual la 

curva de amplificación alcanza el valor del umbral. Esta ecuación permitió calcular y evaluar el 

cambio en la expresión génica en las muestras tras la exposición a DEHP con respecto a las 

muestras mantenidas bajo condiciones control. Al expresar los resultados como el cambio de 

expresión, se puede cuantificar y comparar la diferencia en la expresión génica entre ambos 

grupos (Quackenbush 2002; Bernstein et al. 2006; Kuehn et al. 2008). Para esta estimación se 

considera que los valores obtenidos >1 indican un aumento en la expresión, mientras que los 

valores <1 indican una disminución en la expresión. 

 

En los casos donde la baja detectabilidad de un transcrito pudiera estar relacionada con una 

baja concentración en las muestras, se realizó un qPCR anidado (Haff 1994). La qPCR anidada se 

utiliza para amplificar y detectar específicamente un fragmento de ADN o ARN de interés en una 

muestra (Manuel et al. 2021). Esta técnica se basa en la amplificación de la región de interés 

mediante una primera corrida de PCR, seguida de una segunda corrida utilizando los oligos que 

fueron diseñados dentro del producto de la primera amplificación. En ambos pasos de PCR se 

utilizaron las mismas condiciones aplicadas para el resto de los genes (Anexo D). 

 

6.6 Análisis estadísticos 
 

Para el análisis estadístico, se utilizó el programa RStudio 4.0.3 (RStudio Team 2020), la 

significancia estadística de los resultados fue he valuada utilizando un valor de α de 0.05 

(p<0.05). Para todas las variables respuesta se realizaron comparaciones entre condiciones de 

cultivo (control y exposición a DEHP 1mM por 13 días) para cada especie, y entre especies para 

cada condición, como se describe a continuación. 

 

6.6.1 Proliferación celular y capacidad regenerativa 
 

A manera de prospección, los datos de proliferación celular (abundancia o número de células 

musculares), fueron remuestreados utilizando el método “Bootstrap” con 1000 iteraciones por 
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réplica de cada individuo y especie (Efron y Tibshirani 1993). Lo anterior, con el fin de reducir el 

sesgo de observación inherente al análisis de las imágenes (Hall y Presnell 1999). Al comparar 

las distribuciones de los datos observados con los datos remuestreados (Bootstrap) no se 

encontraron diferencias significativas (2=2400, p=0.24, humano; 2=407, p=0.35, lobo marino). 

Por ello, se utilizaron los datos originales para los posteriores análisis. La abundancia celular en 

cada caja de cultivo fue tratada como una submuestra independiente de cada especie (humano 

y lobo marino de California). 

 

Para detectar diferencias en la viabilidad celular (sección 6.2.1) entre las células de músculo 

esquelético mantenidas bajo condiciones control y aquellas expuestas a DEHP (1 mM por 13 

días) para cada especie, se aplicó la prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon (W) (Daniel y Cross 

2014). De igual forma, se utilizó esta prueba para evaluar las diferencias en la frecuencia 

absoluta de las células satélite por semana, entre células mantenidas bajo condiciones control y 

aquellas expuestas a DEHP, para cada especie. La frecuencia absoluta de células satélite se 

utiliza como un indicador de la capacidad de regeneración celular del músculo esquelético 

(Schultz 1996). 

 

Con el fin de modelar la proliferación de las células de músculo esquelético (sección 6.5.1) a 

distintos tiempos de exposición, se ajustaron modelos lineales generalizados mixtos (GLMM) 

(Bates et al. 2015; Handayani et al. 2017) por condición de cultivo (control y DEHP) y por especie 

(H. sapiens y Z. californianus). Se consideró como la variable respuesta a la proliferación celular 

(abundancia) y como variable explicativa al tiempo de exposición del cultivo (13 días) de las 

condiciones de cultivo (control y DEHP 1 mM). Para ambas especies de estudio, se consideró 

excluir (||) el efecto aleatorio inherente a cada réplica biológica (individuo) durante la 

modelación (Tabla 6). 
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Tabla 6. Factores considerados en los modelos lineales generalizados mixtos (GLMM) de la 
abundancia de células de músculo esquelético de humano (Homo sapiens sapiens) y lobo 
marino de California (Zalophus californianus) en cultivo primario bajo condiciones control y en 
respuesta a la exposición a di (2-etilhexil) ftalato (DEHP) (1 mM) por 13 días. 

Modelo Variable Descripción de la variable Ecuación del GLMM 

Control Respuesta o 
dependiente 

y: número de células 
y ~ 0 + 1x1 + 
(x||individuo) 

 Explicativa o 
independiente 

x: días de exposición  

   
DEHP Respuesta o 

dependiente 
y: número de células y ~ 0 + 1x1 + 

(x||individuo) 
 Explicativa o 

independiente 
x: días de exposición  

Se consideró al número de células totales en 25 cm
2
 día

-1
 como la variable dependiente continua (y). 0, pendiente; 1, 

ordenada al origen; x, días de exposición como efecto fijo; individuo, réplica biológica como efecto aleatorio. 

 

Para la construcción de los modelos, se asumió una distribución gamma del número de células 

(y) con una función de enlace de identidad (f(x)=x) ya que ésta mostró el mejor ajuste para el 

modelo, sin diferencias significativas entre la distribución de los datos y la distribución gamma 

teórica (2=32680, p=0.27). La bondad de ajuste del modelo se realizó de acuerdo con el criterio 

de información de Akaike corregido (AICc), la pseudo R2 Nagelkerke, así como su significancia de 

la prueba Chi cuadrada (2) (Kabacoff 2015). Para esta estimación, cada GLMM es comparado 

con un modelo nulo el cual se encuentra anidado dentro de los modelos ajustados. Los 

resultados de los GLMM se presentan como medias y desviación estándar. Los coeficientes de 

las pendientes y constantes de cada modelo fueron contrastadas por medio de la prueba t de 

Student (Ferson y Burgman 2000) para evaluar las posibles diferencias entre las células de 

músculo esquelético en cultivo primario bajo condiciones control y aquellas expuestas a DEHP 

(1 mM por 13 días) por especie. 

 

6.6.2 Indicadores de estrés oxidativo 
 

Para cada variable se probaron los supuestos de normalidad (prueba de Shapiro–Wilk) y 

homocedasticidad (Prueba de Levene) (Hector 2015). Al no cumplirse los supuestos (p<0.05), se 

procedió a aplicar estadística no paramétrica. Con base en los resultados de la prueba de 
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Grubbs (Grubbs 1950), se eliminaron del análisis estadístico los valores extremos obtenidos para 

la producción de O2
•-, los indicadores de daño oxidativo (TBARS y carbonilos proteicos) y la 

actividad de las enzimas antioxidantes; éstos fueron sustituidos por medianas (5.5% de los datos 

de humanos, 5% de los datos de lobo marino) (Little y Rubin 2019). Para detectar diferencias en 

la producción de O2
•-, los niveles de TBARS y carbonilos proteicos, así como la actividad de las 

enzimas antioxidantes entre las células de músculo esquelético en cultivo primario bajo 

condiciones control y aquellas expuestas a DEHP (1 mM por 13 días), se aplicó la prueba de 

Mann-Whitney-Wilcoxon pareada para cada especie. Aquellos valores que se encontraron fuera 

del límite de detección para la producción de O2
- (<10% en ambas especies), fueron sustituidos 

por la mitad del límite de detección específico de esta variable (1989 EPA; Labrada-Martagón 

et al. 2011; Castillo-Castañeda et al. 2017). 

 

6.6.3 Expresión génica 
 

Se realizó una prueba Kruskal-Wallis, prueba no paramétrica para comparar k muestras 

independientes (Choi et al. 2003), para determinar si existen diferencias estadísticamente 

significativas en la expresión génica de enzimas antioxidantes, factores de transcripción y 

citoprotectores entre las células de músculo esquelético en cultivo primario bajo condiciones 

control y aquellas expuestas a DEHP (1 mM por 13 días) para cada especie (Hollander y Wolfe 

1973; Choi et al. 2003; Rask et al. 2014). Se estimó la tasa de descubrimiento falso (FDR, por sus 

siglas en inglés false discovery rate), con un valor del umbral de significancia corregida de 0.05 y 

0.01 (Barbosa et al. 2009). 

 

6.6.4 Evaluación de biomarcadores de exposición a di (2-etilhexil) ftalato (DEHP) 
 

Con el fin de identificar aquellos biomarcadores útiles para discriminar entre condiciones 

control y exposición a DEHP (1 mM), en cultivos primarios de músculo esquelético de humano y 

lobo marino de California, se calculó el índice de respuesta de biomarcadores integrado (IBR, 

por sus siglas en inglés integrated biomarker response) por especie. En la estimación se tomaron 

en cuenta la producción de O2
•-, los indicadores de daño oxidativo a lípidos y proteínas (TBARS y 
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carbonilos proteícos, respectivamente), las actividades de las enzimas antioxidantes (SOD, GPx, 

GST, GR y CAT), y la expresión génica de la expresión génica de antioxidantes, marcadores de 

daño oxidativo (SOD1, SOD2, SOD3, CAT, GR, GPx1, GPx2, GPx3, GPx4, GPx7, GPx8, GSTA4, 

GSTK1, GSTM5, GSTP1, GSTT1, MGST1, GSTO1, GSTZ1, PPARA, PPARD, CASP3, NRF2, PRDX1, 

OGG1, IL-6, IL-15 y IL-16), respuesta inflamatoria y muerte programada, utilizando el método 

desarrollado por Devin et al. (2014). El IBR es utilizado para evaluar el impacto combinado de 

múltiples biomarcadores en un organismo o sistema biológico. Se utiliza comúnmente en 

estudios de toxicología y ecotoxicología para determinar el nivel de respuesta general frente a la 

exposición a sustancias químicas o condiciones ambientales (Devin et al. 2014). El IBR combina 

la información de varios biomarcadores individuales en un solo valor numérico para cada 

condición de cultivo, lo que permite una evaluación más completa y global de la respuesta 

biológica. Cada biomarcador individual se mide y se le asigna un valor según el nivel de cambio 

con respecto a un control; los datos estandarizados correspondientes a cada muestra (Y) se 

calcularon de la siguiente manera: 

  
   

  
  

(8) 

Donde X representa la respuesta de cada biomarcador, m refiere a la media general de cada 

biomarcador y sd es la desviación estándar de cada biomarcador. 

Cada valor Y fue multiplicado por 1 o -1 según se espere una activación o una inhibición de 

acuerdo con cada valor Y obtenido para producir el valor de Z: 

             (9) 

Donde Z es un coeficiente de respuesta. 

Posteriormente, se produce el valor estandarizado S del biomarcador utilizando los valores 

mínimos de cada Y: 

          (10) 

Finalmente, se generó un gráfico de radar, de acuerdo con todas las permutaciones de 

biomarcadores utilizando el valor estandarizado: 

IBR ∑                    
   ( 

 

 
)

 
 

(11) 
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Donde el valor de IBR es el área total del gráfico (A), Si y Si+1 son los valores estandarizados de 

dos biomarcadores sucesivos para una categoría y k es igual al número de biomarcadores 

utilizado. 

 

Un valor mayor del IBR indica que esas variables tuvieron un efecto mayor en la respuesta de la 

población objetivo (Devin et al. 2014), en este caso, las células de músculo esquelético en 

cultivo. El IBR fue estimado a través de la interfaz CALculate IBR (CALIBRI, https://liec-univ-

lorraine.shinyapps.io/calibri/) propuesta por el Laboratorio de Ambientes Continentales (LIEC) 

de la Universidad de Lorena, Francia (Beliaeff y Burgeot 2002). Se utilizó la prueba Mann-

Whitney-Wilcoxon para evaluar las diferencias en los valores del IBR entre tratamientos 

(condiciones control y exposición a DEHP) para cada especie (Daniel y Cross 2014). 

 

6.6.5 Diferencias entre especies 
 

Se utilizó la prueba Mann-Whitney-Wilcoxon (Daniel y Cross 2014) para detectar diferencias 

entre especies, para cada condición de cultivo (control y exposición a DEHP), en términos de 

indicadores de estrés oxidativo, incluyendo actividad enzimática, producción de radical O2
•-, 

niveles de marcadores de daño oxidativo (TBARS y carbonilos proteicos) y expresión génica. 

Se realizó un análisis discriminante lineal (ADL) por condición de cultivo (control y DEHP) para 

identificar las variables que mejor describen las diferencias entre especies (humano y lobo 

marino de California). Para ello se consideró como variable dependiente a la especie y como 

variables independientes a la producción de radical O2
•-, niveles de marcadores de daño 

oxidativo (TBARS y carbonilos proteicos) y la actividad enzimática de SOD, CAT, GR, GPx y GST. 

Al no cumplirse los supuestos estadísticos, se asumieron normalidad y homogeneidad de 

varianzas para este análisis (Li et al. 2006). 

 

 

 

 

 

https://liec-univ-lorraine.shinyapps.io/calibri/
https://liec-univ-lorraine.shinyapps.io/calibri/
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7. RESULTADOS 
 
7.1 Determinación de la dosis a utilizar en los bioensayos de exposición a di (2-etilhexil) 
ftalato (DEHP) 
 

De los análisis para establecer la concentración de DEHP a utilizar en los bioensayos de 

exposición de las células de músculo esquelético en condiciones de cultivo primario se obtuvo 

que, a partir de 1 mM de DEHP (Fig. 7, círculos negros) la viabilidad celular se reduce en un 60% 

(Fig. 7, línea punteada color naranja). Partiendo de este dato, los bioensayos para ambas 

especies (humano, lobo marino de California) se realizaron utilizando una concentración de 1 

mM de DEHP por 13 días. En la figura 7 se muestra la relación inversa entre la concentración de 

DEHP en la solución madre, y por tanto del DEHP disuelto (biodisponible) en el medio de cultivo 

celular, y la viabilidad de células musculares en cultivo primario. 

 
Figura 7. Relación de la concentración teórica de di (2-etilhexil) ftalato (DEHP) disuelto (puntos 
negros) y la viabilidad celular (línea punteada naranja) utilizadas para establecer la 
concentración de DEHP a utilizar en los bioensayos de exposición de las células de músculo 
esquelético de humano (Homo sapiens sapiens) y lobo marino de California (Zalophus 
californianus) en condiciones de cultivo primario. 
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7.2 Tamaño de muestra 
 

El tamaño óptimo de muestra a partir de un poder estadístico de 0.8 fue de 26 muestras por 

grupo (grupos control y exposición a DEHP). Por lo anterior, el tamaño muestral utilizado en el 

presente estudio para cada grupo (n=25) para ambas especies se acerca al poder estadístico de 

80% (Ellis 2010) (Fig. 8). 

 

Figura 8. Tamaño muestral óptimo estimado a partir de un poder estadístico de 0.8 (Leongómez 
2020), estimado para conocer el número óptimo de cultivos primarios para muestras de 
humanos (Homo sapiens sapiens) y lobo marino de California (Zalophus californianus). 
 

7.3 Efectos de la exposición a di (2-etilhexil) ftalato (DEHP) en cultivos primarios de músculo 
esquelético 
 
7.3.1 Humano 
 

Se establecieron cultivos celulares primarios a partir de biopsias de cinco humanos. En 

promedio, los bioensayos de exposición a 1 mM DEHP se establecieron a partir del tercer pase. 

La exposición a 1 mM de DEHP por 13 días redujo un 69% (promedio) la viabilidad de las células 

musculares en cultivo en comparación con los controles (Mann-Whitney-Wilcoxon W=25, 

p=0.011) (Tabla 7). 
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Tabla 7. Viabilidad celular de los cultivos primarios de músculo esquelético de humano (Homo 
sapiens sapiens) durante 13 días de exposición a di (2-etilhexil) ftalato (DEHP, 1 mM). 

Sujeto Condiciones Células mL-1 ± desv. std. Viabilidad celular (%) n 

1 Control 892,917 ± 174,384 92 5 
 DEHP 532,083 ± 65,555 38 5 

2 Control 1,067,778 ± 174,644 95 5 
 DEHP  826,677 ± 268,049 77 5 

3 Control 2,711,723 ± 601,382 97 5 
 DEHP  929,012 ± 220,965 83 5 

4 Control 549,938 ± 438,697 96 5 
 DEHP 833,333 ± 90,010 77 5 

5 Control 448,131 ± 328,475 97 5 
 DEHP  978,395 ± 222,992 68 5 

Abreviaturas: (desv. std.) desviación estándar. 

 

En la figura 9 se presentan fotografías representativas de los cambios morfológicos observados 

en el cultivo primario de células de músculo esquelético de humano expuestas a DEHP (1 mM) 

durante 13 días. A partir del tercer día del bioensayo se observaron micelas, presumiblemente 

de ftalato, dentro del citosol. La membrana de las células satélite se contrajo, perdiendo 

volumen y su forma esférica típica. Estos cambios fueron más notorios en células que no se 

encontraban agrupadas, es decir, con espacios entre células adyacentes, mismas que mostraban 

una superficie granulosa. A partir del sexto día del bioensayo, las micelas de ftalato se 

observaron al interior del núcleo, las membranas nucleares aparecen disociadas o difusas, 

evidenciando alteraciones en la morfología del núcleo. Algunas células satélite, y musculares en 

general, perdieron adherencia y se encontraron flotando en el medio. Con el tiempo de 

bioensayo aumentó el número de células con apariencia plasmolizada, observándose la 

presencia de cuerpos o gránulos de estrés en el citosol, principalmente, alrededor del núcleo. En 

el noveno día de bioensayo, se observó que las células musculares perdieron turgencia y, por 

tanto, volumen; el espacio entre células fue más evidente y algunas células en plasmólisis se 

encontraron flotando en el medio de cultivo. Al finalizar el bioensayo (día 13), la presencia de 

células satélite fue menos evidente en los cultivos expuestos a DEHP en comparación con las 

células mantenidas bajo condiciones control. En algunas células plasmolizadas se observó un 

cambio de coloración a amarillo; este color también fue observado en las células desprendidas 

flotantes. No se observaron cambios en la morfología o función celular durante todo el período 
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de incubación (13 días) en las células que se mantuvieron bajo condiciones control (sin DEHP), 

observándose células satélite, división celular, ~3 capas de células musculares y células 

multinucleadas alargadas (Fig. 9).  

 

 

Figura 9. Cambios morfológicos en cultivos primarios de células de músculo esquelético de 
humano expuestas por 13 días a di (2-etilhexil) ftalato (DEHP, 1 mM). Todas las imágenes fueron 
tomadas a 20X y ampliadas para su apreciación. Las flechas negras ( ) indican los espacios 

entre grupos de células; las flechas blancas ( ) indican micelas o partículas, presumiblemente, 
de ftalato. 
 

Se tomaron 526 fotografías correspondientes a los bioensayos con células musculares de 

humano mantenidas bajo condiciones control (n=25) y expuestas a DEHP (n=25) para evaluar 

cambios celulares estructurales, estimar la proliferación y la frecuencia de células satélite. De 
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éstas, 413 (78.5%) imágenes, 214 correspondientes al control y 199 a las exposiciones a DEHP, 

cumplieron con los filtros de selección basados en luz, contraste y nitidez. 

 

Al finalizar los 13 días del bioensayo, las alteraciones observadas en las células musculares de 

humano expuestas a DEHP (1 mM) incluyeron una reducción significativa en el número de 

células satélite presentes en los cultivos (Fig. 10). Estos resultados fueron observados tanto en 

la primera como en la segunda semana de bioensayo (Fig. 10). 

 
Figura 10. Frecuencia absoluta de las células satélite en cultivos primarios de las células de 
músculo esquelético de humano (Homo sapiens sapiens) expuestas a di (2-etilhexil) ftalato 
(DEHP 1 mM) durante 13 días. (A) Datos correspondientes a los días 1-7 de bioensayo; (B) datos 
correspondientes a los días 8-13 de bioensayo; (***) Diferencias estadísticamente significativas 
(p<0.001), prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon. Los puntos color gris y negro en el gráfico 
representan datos atípicos y extremos, respectivamente. 
 

Los modelos GLMM generados por condición de cultivo (control y DEHP) se presentan a 

continuación: 

         ̂                        (12) 

      ̂                        (13) 

Donde  ̂  es el promedio estimado del número de células y    es el tiempo de exposición. 
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En general, los GLMM obtenidos para células de músculo esquelético de humano fueron 

significativos al compararlos con un modelo nulo (2 bondad de ajuste, p<0.01). La variable 

tiempo de exposición (x) fue significativa tanto en el GLMM obtenido para células de músculo 

esquelético de humano mantenidas bajo condiciones control (t de Student= 121.5, p<0.001), 

como en el GLMM correspondiente a los resultados de las células expuestas a DEHP (t de 

Student= 94.18, p<0.001) (Tabla 8). Por lo tanto, en ambos modelos el tiempo de exposición 

contribuye a predecir la tasa de proliferación celular, independientemente del tratamiento 

(control o exposición a DEHP). Los residuales del modelo control (Shapiro-Wilk=0.92, p=0.055) y 

exposición (Shapiro-Wilk=0.95, p=0.29) fueron normales, por lo que se asume que se 

cumplieron los supuestos en ambos modelos. 

 

Tabla 8. Resumen de los efectos del tiempo de exposición en la capacidad proliferativa de 
cultivos primarios de músculo esquelético de humano (Homo sapiens sapiens) bajo condiciones 
control y en respuesta a la exposición con di (2-etilhexil) ftalato (DEHP, 1 mM) por 13 días. 

Condiciones Variable Estimado ES t p AICc AIC 

Control Intercepto 223,488.6 231.1 967.0 < 0.001 618.6 615.5 

Tiempo 33,236.7 273.1 121.5 < 0.001  
DEHP Intercepto 203,660.3 259.8 783.91 < 0.001 605.5 602.3 

Tiempo 17,866.9 519.6 34.39 < 0.001  
ES, error estándar; t, prueba paramétrica t de Student; p, nivel de significancia; AIC, criterio de información de Akaike; AICc, 
criterio de información de Akaike corregido. 
 

Los resultados obtenidos a partir de los GLMM indican que, en el grupo control la abundancia 

total de células que podría esperarse a la mitad del bioensayo (6.5 días) fue de 223,489 células 

en 25 cm2 (±273 error estándar) más ~200,000 correspondientes a la totalidad de células al 

iniciar el bioensayo. Con base en el GLMM construido con los datos de las células de músculo 

esquelético de humanos expuestas a DEHP, la abundancia total de células que podría esperarse 

a la mitad del bioensayo (6.5 días) fue de 203,660 células en 25 cm2 (±519 error estándar) más 

~200,000 correspondientes a la totalidad de células al iniciar el bioensayo (Tabla 8). 

 

Para las células mantenidas bajo condiciones control, el aumento diario en la abundancia celular 

fue de 33,237 células, siendo mayor al aumento observado en los cultivos expuestos a DEHP 

(17,867 células) (Tabla 8, ecuaciones 12 y 13). Por lo anterior, las células de músculo esquelético 

de humano proliferan a una menor tasa cuando se encuentran expuestas a 1 mM de DEHP. 
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Ambos GLMM mostraron pendientes positivas, por lo que la proliferación celular se mantuvo en 

ambas condiciones de cultivo; sin embargo, la abundancia celular fue significativamente menor 

en los cultivos expuestos a DEHP que en los cultivos bajo condiciones control (t de Student=-

48.28, p<0.001). El tiempo de cultivo contribuyó a explicar el 91% (p<0.001) y 90% (p<0.001) de 

la devianza del número total de células de músculo esquelético bajo condiciones control y 

expuestas a DEHP, respectivamente (Fig. 11). La tasa de cambio en el número de las células de 

músculo esquelético fue menor (pendiente) y significativamente distinta (t de Student= 2.44, p < 

0.001) en aquellos cultivos que fueron expuestos durante 13 días a DEHP en comparación con 

los controles, en cada humano. 
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Figura 11. Modelos lineales generalizados mixtos (GLMM) y Nagelkerke pseudo R2 
representando el número total de células de músculo esquelético de humano (Homo sapiens 
sapiens) estimadas en 25 cm2 bajo condiciones de cultivo primario luego de 13 días de 
bioensayo bajo condiciones control (—) (•) y expuestas a di (2-etilhexil) ftalato (DEHP, 1 mM) (--
-) (*). Las líneas representan los modelos lineales de regresión estimados, los cuales describen la 
asociación entre el número total de células y el tiempo de cultivo en células y sus 
correspondientes controles. Los puntos en el gráfico corresponden a los valores estimados por 
los modelos control y exposición a DEHP 1 mM junto a su error estándar (sombra gris). 
 
7.3.2 Lobo marino de California 
 

Se establecieron cultivos celulares primarios a partir de biopsias de un lobo marino de California 

(Z. californianus). En promedio, los bioensayos de exposición a 1 mM DEHP se establecieron a 

partir del tercer pase. La exposición a 1 mM de DEHP redujo un 79% (promedio) la viabilidad 

celular (Mann-Whitney-Wilcoxon W=24, p<0.05) de los cultivos expuestos en comparación con 

los controles. La viabilidad celular estimada al término de los 13 días de bioensayos se presenta 

en la Tabla 9. 
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Tabla 9. Viabilidad celular de cultivos primarios de músculo esquelético de lobo marino de 
California (Zalophus californianus) expuestos a di (2-etilhexil) ftalato (DEHP) durante 13 días de 
bioensayo. 

Sujeto Condiciones Células mL-1 ± desv. std. Viabilidad celular (%) n 

1 Control 1,183,911 ± 1,152,161 96 5 
 DEHP 464,286 ± 99,787 89 5 

2 Control 416,250 ± 3,750 81 5 
 DEHP  262,500 ± 32,404 75 5 

1 Control 1,032,500 ± 39,370 92 5 
 DEHP 183,750 ± 3,750 79 5 

1 Control 745,000 ± 43,445 93 5 
 DEHP  527,500 ± 30,208 79 5 

1 Control 423,750 ± 11,250 90 5 
 DEHP  116,250 ± 3,750 75 5 

desv. std., desviación estándar 

 

En la figura 12 se presentan fotografías representativas de los cambios morfológicos observados 

en el cultivo primario de células de músculo esquelético de lobo marino de California expuestas 

a DEHP (1 mM) durante 13 días. Luego de 24 horas, se observan gránulos en la superficie de las 

células tratadas con DEHP. A partir del tercer día del bioensayo, algunas células satélite, y 

musculares en general, perdieron adherencia y se encontraron flotando en el medio. También 

se observaron grupos de células con apariencia plasmolizada. Para este día (3) la presencia de 

cuerpos o gránulos de estrés en el citosol era más evidente, principalmente, alrededor del 

núcleo. Al sexto día de bioensayo, se observaron micelas, presumiblemente de ftalato, al 

interior de la célula y núcleo. Asimismo, se encontraron pocas células satélite plasmolizadas 

flotando, es decir, se observaron con menor volumen y perdiendo su forma esférica típica. 

Algunas células musculares mostraban malformaciones y proyecciones. Se observaron cambios 

en la morfología del núcleo, incluyendo pérdida de la integridad de las membranas nucleares. 

En el décimo día de bioensayo, se observó que las células musculares perdieron turgencia y, por 

tanto, volumen; el espacio entre células fue más evidente y algunas células en plasmólisis se 

encontraron flotando en el medio de cultivo. Al finalizar el bioensayo (día 13), la presencia de 

células satélite fue más evidente, en términos de abundancia, en los cultivos expuestos a 1 mM 

DEHP. Las células musculares se observaban de menor tamaño en los cultivos expuestos al 

ftalato. Algunas células plasmolizadas mostraron un cambio de coloración a amarillo, este color 

también fue observado en las células desprendidas flotantes. En cuanto a las células que se 
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mantuvieron bajo condiciones control (sin DEHP), no se observaron cambios en la morfología o 

función celular durante todo el período de incubación (13 días), observándose células satélite, 

división celular, ~2 capas de células musculares y algunas células multinucleadas alargadas. 

 

Figura 12. Cambios morfológicos en cultivos primarios de células de músculo esquelético de 
lobo marino de California (Zalophus californianus) expuestas por 13 días a di (2-etilhexil) ftalato 
(DEHP, 1 mM). Todas las imágenes fueron tomadas a 20X y ampliadas para su apreciación. Las 

flechas negras ( ) indican los espacios entre grupos de células; las flechas blancas ( ) indican 
micelas o partículas, presumiblemente, de ftalato. 
 

Se tomaron 991 fotografías correspondientes a los bioensayos con células musculares de lobo 

marino de California, bajo condiciones control (n=25) y expuestas a 1 mM DEHP (n=25), para 

evaluar cambios celulares estructurales, estimar la proliferación y la frecuencia de células 

satélite. Del total, 475 imágenes correspondieron a las células musculares en cultivo primario 

bajo condiciones control y 516 a aquellas tratadas con DEHP. El 100% de las fotografías 

cumplieron con los filtros de selección basados en luz, contraste y nitidez. 

 



58 

Las alteraciones observadas en las células musculares de lobo marino de California expuestas a 

DEHP incluyen un aumento significativo en el número de células satélite presentes en los 

cultivos. La capacidad regenerativa de las células musculares, medida en términos de frecuencia 

absoluta de las células satélite, se mantuvo durante los 13 días de bioensayo (Fig. 13).  

 
Figura 13. Frecuencia absoluta de las células satélite presentes en los cultivos primarios de 
células de músculo esquelético de lobo marino de California (Zalophus californianus) expuestas 
a di (2-etilhexil) ftalato (DEHP 1 mM) durante 13 días. (A) Datos correspondientes a los días 1-7 
de bioensayo; (B) datos correspondientes a los días 8-13 de bioensayo; (***) Diferencias 
estadísticamente significativas (p<0.001), prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon. Los puntos color 
negro en el gráfico representan datos extremos. 
 

Los coeficientes estimados de los GLMM se presentan a continuación: 

         ̂                        (14) 

      ̂                       (15) 

Donde  ̂  es el promedio estimado del número de células y    es el tiempo de exposición. 

 

En general, los GLMM obtenidos para lobo marino de California fueron significativos al 

compararlos con un modelo nulo (2 bondad de ajuste, p<0.01). La variable tiempo de 

exposición (x) fue significativa tanto en el GLMM control (t de Student= 32187929, p<0.001), 



59 

como el GLMM correspondiente a la exposición con DEHP (t de Student= 297.4, p<0.001). Estos 

resultados sugieren que, para ambos modelos, el tiempo de exposición contribuye a predecir la 

tasa de proliferación celular, independientemente del tratamiento (cultivo bajo condiciones 

control o exposición a DEHP). Los residuales del modelo control (Shapiro-Wilk=0.94, p=0.17) y 

exposición a DEHP (Shapiro-Wilk=0.96, p=0.49) fueron normales, por lo que se asume que se 

cumplieron los supuestos en ambos modelos (Tabla 10). 

 

Tabla 10. Resumen de los efectos del tiempo de exposición en la capacidad proliferativa de 
cultivos primarios de músculo esquelético de lobo marino de California (Zalophus californianus) 
bajo condiciones control y exposición a di (2-etilhexil) ftalato (DEHP, 1 mM) por 13 días. 

Condición Variable Estimado ES t p AICc AIC 

Control Intercepto 369,937.4 0.0114 32,187,929 < 0.001 684.9 681.8 

Tiempo 81,657.1 0.0109 7,489,233 < 0.001  
DEHP Intercepto 344,030.2 200.1 1,719.6 < 0.001 680.1  

Tiempo 69,845.5 234.9 297.4 < 0.001  
Efecto aleatorio de cada muestra de lobo marino de California independiente; ES, error estándar; t, prueba paramétrica t de 
Student; p, nivel de significancia; AIC, criterio de información de Akaike; AICc, criterio de información de Akaike corregido. 

 

Los resultados obtenidos a partir de los GLMM indican que en las células de músculo 

esquelético de lobo marino de California mantenidas bajo condiciones control la abundancia 

total de células que podría esperarse a la mitad del bioensayo (6.5 días) fue de 369,937 células 

en 25 cm2 (±0.01 error estándar) más ~200,000 correspondientes a la totalidad de células al 

iniciar el bioensayo. En cuanto al GLMM de los cultivos expuestos a 1 mM de DEHP, la 

abundancia total de células que podría esperarse a la mitad del bioensayo (6.5 días) fue de 

344,030 células en 25 cm2 (±200 error estándar) más ~200,000 correspondientes a la totalidad 

de células al iniciar el bioensayo (Tabla 10). 

 

Para las células de músculo esquelético de lobo marino de California mantenidas bajo 

condiciones control, el cambio en la abundancia celular fue de 81,657 células por día, siendo 

mayor al observado en los cultivos expuestos a DEHP (69,845 células por día) (Tabla 10, 

ecuasiones 12 y 13). Por lo anterior, las células de músculo esquelético de lobo marino de 

California proliferan a una menor tasa cuando se encuentran expuestas a una concentración de 

1 mM de DEHP. Ambos GLMM mostraron pendientes positivas, por lo que la proliferación 



60 

celular se mantuvo en ambas condiciones de cultivo, con abundancias similares (t de 

Student=0.964, p<0.34) en los cultivos expuestos a DEHP. El tiempo de cultivo contribuyó a 

explicar el 81% (p<0.001) y 76% (p<0.001) de la devianza del número total de células de músculo 

esquelético bajo condiciones control y exposición a DEHP, respectivamente (Fig. 14). La tasa de 

cambio en el número de las células de músculo esquelético fue menor (pendiente) y 

significativamente distinta (t de Student= -1083309, p<0.001) en aquellos cultivos que fueron 

expuestos durante 13 días a DEHP en comparación con los controles, en cada lobo marino de 

California. 

 
 
Figura 14. Modelos lineales generalizados mixtos (GLMM) y Nagelkerke pseudo R2 
representando el número total de células de músculo esquelético de lobo marino de California 
(Zalophus californianus) estimadas en 25 cm2 bajo condiciones de cultivo primario luego de 13 
días de bioensayo en condiciones control (—) (•) y en células expuestas a di (2-etilhexil) ftalato 
(DEHP, 1 mM) (---) (*). Las líneas representan los modelos lineales de regresión estimados, los 
cuales describen la asociación entre el número total de células y el tiempo de cultivo y sus 
correspondientes controles. Los puntos en el gráfico corresponden a los valores estimados por 
los modelos control y exposición junto a su error estándar (sombra gris). 
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7.4 Producción de radical superóxido y marcadores de daño oxidativo 
 
7.4.1 Humano 
 

En la figura 15 se resumen los resultados de la producción de O2
•-, la concentración de TBARS y 

de carbonilos proteicos en células de músculo esquelético de humano en cultivo primario bajo 

condiciones control y después de la exposición a 1 mM de DEHP por 13 días. La producción de 

O2
•- fue mayor en las células expuestas a DEHP que en aquellas mantenidas bajo condiciones 

control (Mann-Whitney-Wilcoxon W=67, p=0.01). La concentración de TBARS no fue 

significativamente diferente en las células musculares de humanos entre tratamientos 

(condiciones control y exposición a DEHP) (Mann-Whitney-Wilcoxon W=121, p=0.27). La 

concentración de carbonilos proteicos fue mayor en las células de músculo esquelético de 

humano en cultivo primario expuestas a 1 mM de DEHP que en aquellas mantenidas bajo 

condiciones control (Mann-Whitney-Wilcoxon W=29, p<0.001). 

 
 
Figura 15. Producción de radical superóxido (O2•-, nanomoles por miligramo de proteína por 
minuto) y marcadores de daño oxidativo a lípidos (sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico, 
TBARS, nanomoles por miligramo de proteína) y a proteínas (carbonilos proteicos, CP, 
micromoles por miligramo de proteína) en cultivos primarios de células de músculo esquelético 
de humano (Homo sapiens sapiens) expuestos durante 13 días a condiciones control y a 
exposición a di (2-etilhexil) ftalato (DEHP, 1 mM). Las diferencias estadísticamente significativas 
(p<0.05), mostradas en el gráfico, corresponden a la prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon. Los 
puntos negros en el gráfico representan datos atípicos. 
7.4.2 Lobo marino de California 
 

En la figura 16 se resumen los resultados de la producción de O2
•-, la concentración de TBARS y 

de carbonilos proteicos en células de músculo esquelético de lobo marino de California en 
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cultivo primario bajo condiciones control y después de la exposición a 1 mM de DEHP por 13 

días. La producción de O2
•- fue mayor en las células expuestas a DEHP que en aquellas 

mantenidas bajo condiciones control (Mann-Whitney-Wilcoxon W=2, p<0.001). La 

concentración de TBARS y los niveles de carbonilos proteicos no fueron significativamente 

diferentes en las células musculares de lobo marino de California entre tratamientos 

(condiciones control y exposición a DEHP) (Mann-Whitney-Wilcoxon W=92, p=0.058; Mann-

Whitney-Wilcoxon W=114, p=0.23, respectivamente).  

 

 
 
Figura 16. Producción de radical superóxido (O2•-, nanomoles por miligramo de proteína por 
minuto) y marcadores de daño oxidativo a lípidos (sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico, 
TBARS, nanomoles por miligramo de proteína) y a proteínas (carbonilos proteicos, CP, 
micromoles por miligramo de proteína) en cultivos primarios de células de músculo esquelético 
de lobo marino de California (Zalophus californianus) expuestos durante 13 días a condiciones 
control y a exposición a di (2-etilhexil) ftalato (DEHP, 1 mM). Las diferencias estadísticamente 
significativas (p<0.05), mostradas en el gráfico, corresponden a la prueba de Mann-Whitney-
Wilcoxon. Los puntos negros en el gráfico representan datos atípicos. 
 
7.5 Actividad de las enzimas antioxidantes 
 
7.5.1 Humano 
 

En la Tabla 11 se muestran los estadísticos descripticos relativos a los resultados de la actividad 

de las enzimas antioxidantes para las células de músculo esquelético de humanos en cultivo 

primario expuestas a condiciones control y a 1 mM de DEHP por 13 días. 
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Tabla 11. Actividad de las enzimas antioxidantes de células de músculo esquelético de humano 
(Homo sapiens sapiens) bajo cultivo primario en condiciones control (n=25) y tras la exposición a 
di (2-etilhexil) ftalato (DEHP, 1 mM) (n=25) por 13 días. La actividad catalítica de cada enzima se 
expresa en unidades por miligramo de proteína. En el análisis estadístico de los resultados no se 
incluyeron valores extremos. 

Enzima Condición Mediana Desv. std. Mín. Máx. n 

SOD Control 989.8 506.97 151.7 2301.3 25 

 DEHP 
 

1695 585.78 423 3144 25 

GPx Control 55.87 37.39 14.66 145.53 25 

 DEHP 
 

52.91 22.17 20.89 121.14 25 

GST Control 41.75 35.59 1.14 146.6 25 

 DEHP 
 

51.65 150.49 0.40 496.77 25 

GR Control 113.13 288.2 9.46 916.6 25 

 DEHP 
 

101.88 53.25 2.49 171.54 25 

CAT Control 18.35 20.37 3.35 71.61 25 
 DEHP 14.51 7.35 4.14 33 25 
Desv. std., desviación estándar; Mín., mínimo; Máx., máximo; SOD, Superóxido dismutasa; GPx, glutatión peroxidasa; GST, 
glutatión S-transferasa; GR, glutatión-disulfuro reductasa; CAT, catalasa; DEHP, di (2-etilhexil) ftalato. 

 

La actividad de las enzimas SOD y GST en células de músculo esquelético de humano expuestas 

a 1 mM de DEHP por 13 días incrementó significativamente en comparación con los controles 

(p<0.05) (Fig. 17). No hubo cambios significativos en la actividad de las enzimas CAT, GR y GPx 

luego de 13 días de exposición a DEHP (p>0.05). 
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Figura 17. Actividad de las enzimas antioxidantes en cultivos primarios de músculo esquelético 
de humano (Homo sapiens sapiens) expuestos durante 13 días a condiciones control y 
exposición a 1 mM de di (2-etilhexil) ftalato (DEHP). (SOD) Superóxido dismutasa; (GPx) 
glutatión peroxidasa; (GST) glutatión S-transferasa; (GR) glutatión-disulfuro reductasa; (CAT) 
catalasa. Las diferencias estadísticamente significativas (p<0.05) corresponden a la prueba de 
Mann-Whitney-Wilcoxon. Los puntos negros en el gráfico representan datos atípicos. 
 

7.5.2 Lobo marino de California 
 

En la Tabla 12 se presentan los estadísticos descriptivos relativos a los resultados de la actividad 

de las enzimas antioxidantes para las células de músculo esquelético de lobo marino de 

California en cultivo primario expuestas a condiciones control y a 1 mM de DEHP por 13 días. 
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Tabla 12. Actividad de las enzimas antioxidantes de células de músculo esquelético de lobo 
marino de California (Zalophus californianus) bajo cultivo primario en condiciones control (n=25) 
y tras la exposición a di (2-etilhexil) ftalato (DEHP, 1 mM) (n=25) por 13 días. La actividad 
catalítica de cada enzima se expresa en unidades por miligramo de proteína. En el análisis 
estadístico de los resultados no se incluyeron valores extremos. 

Enzima Condición Mediana Desv. std. Mín. Máx. n 

SOD Control 2486 857.14 1003 3700 25 

 DEHP 
 

3325 1153.61 1394 5780 25 

GPx Control 18.40 15.27 1.93 55.13 25 

 DEHP 
 

34.95 16.00 7.74 85.35 25 

GST Control 87.18 71.97 3.70 246.36 25 

 DEHP 
 

137.32 100.06 5.54 379.70 25 

GR Control 81.40 49.93 3.62 221.40 25 

 DEHP 
 

45.58 64.67 1.46 212.57 25 

CAT Control 12.88 5.69 4.76 24.47 25 
 DEHP 42.69 30.71 3.08 129.78 25 
Desv. std., desviación estándar; Mín., mínimo; Máx., máximo; SOD, Superóxido dismutasa; GPx, glutatión peroxidasa; GST, 
glutatión S-transferasa; GR, glutatión-disulfuro reductasa; CAT, catalasa; DEHP, di (2-etilhexil) ftalato. 

 

La actividad de las enzimas SOD, GPx y CAT en las células de músculo esquelético de lobo 

marino de California en cultivo primario expuestas a 1 mM de DEHP por 13 días fue 

significativamente mayor en comparación con las células mantenidas bajo condiciones control 

(p<0.05) (Fig. 18). La actividad de las enzimas GR y GST en las células de músculo esquelético de 

lobo marino de California en cultivo primario después de 13 días de exposición a DEHP no fue 

significativamente distinta a aquella en las células bajo condiciones control (p>0.05). 
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Figura 18. Actividad de las enzimas antioxidantes en cultivos primarios de músculo esquelético 
de lobo marino de California (Zalophus californianus) expuestos durante 13 días a condiciones 
control y exposición a 1 mM de di (2-etilhexil) ftalato (DEHP). (SOD) Superóxido dismutasa; 
(GPx) glutatión peroxidasa; (GST) glutatión S-transferasa; (GR) glutatión-disulfuro reductasa; 
(CAT) catalasa. Las diferencias estadísticamente significativas (p<0.05) corresponden a la prueba 
de Mann-Whitney-Wilcoxon. Los puntos negros en el gráfico representan datos atípicos. 
 
7.6 Expresión génica de antioxidantes, marcadores de reparación del daño oxidativo, 
respuesta inflamatoria y muerte programada en células de músculo esquelético en cultivo 
primario en respuesta a la exposición a di (2-etilhexil) ftalato (DEHP)  
 
7.6.1 Humano 
 

En las células de músculo esquelético de humanos mantenidas bajo cultivo primario en 

condiciones control y tratadas con 1 mM DEHP por 13 días (n=25 control, n=25 DEHP) se 

encontró material genético íntegro apropiado para análisis de expresión génica. A partir de los 

productos de extracción, se pudo confirmar la presencia de ARN correspondiente a los 

transcritos de los 28 genes de interés. ACTB fue identificado como el gen endógeno más estable 
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en los cultivos, tanto en las células musculares mantenidas bajo condiciones control como en 

aquellas expuestas a DEHP. Por lo tanto, se utilizó ACTB como gen de referencia para normalizar 

los datos obtenidos en el presente estudio. 

 

La figura 19 presenta los cambios (magnitud, dirección, significancia estadística) observados en 

la expresión génica de antioxidantes (SOD, superóxido dismutasa; CAT, catalasa; GR, glutatión 

reductasa; GPx, glutatión peroxidasa; GST, glutatión S transferasa; y PRDX, peroxirredoxina); 

factores de transcripción (PPAR, receptor activado por proliferadores de peroxisomas; y NRF2, 

factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2), marcador de reparación del daño 

oxidativo (OGG, 8-Oxoguanina ADN glicosilasa), citocinas inflamatorias (IL, interleucinas) e 

indicadores de muerte celular programada (CASP, caspasa) en células de músculo esquelético 

de humanos en respuesta a la exposición a DEHP (1 mM por 13 días). En estas células, los 

niveles de expresión relativa del ARN mensajero (ARNm) de los genes que codifican para las 

enzimas SOD2, GPx3, GPx7, GSTK1, GSTM1, MGST1, GSTO1, GSTZ1 y PRDX1 fue mayor (p<0.05), 

mientras que la expresión de los genes que codifican para SOD1, CAT, GR, GPx1, GPx2, GPx4, 

GPx8, GSTA4, GSTP1 y GSTT1 fue menor (p<0.05), con respecto al control, después de la 

exposición a DEHP. La expresión de SOD3 no fue significativamente diferente en las células 

expuestas a DEHP con respecto al control (p>0.05). La exposición a DEHP disminuyó la expresión 

de los transcritos correspondientes a los genes PPARA, PPARD, CASP3, NRF2 y OGG1 en las 

células musculares de humanos en cultivo primario (p<0.05). Los niveles del transcrito para IL-6 

aumentaron significativamente (p<0.05), mientras que aquellos para IL-16 disminuyeron 

significativamente (p<0.05) y aquellos para IL-15 (p>0.05) no fueron significativamente 

diferentes en respuesta a la exposición a DEHP en comparación con las células en condiciones 

control. En la Tabla 13, se muestran los valores de significancia (p) ajustados correspondientes a 

la prueba FDR. 
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Figura 19. Perfil transcripcional de genes que codifican para enzimas antioxidantes (SOD, 
superóxido dismutasa; CAT, catalasa; GR, glutatión reductasa; GPx, glutatión peroxidasa; GST, 
glutatión S transferasa; y PRDX, peroxirredoxina); factores de transcripción (PPAR, receptor 
activado por proliferadores de peroxisomas; y NRF2, factor 2 relacionado con el factor nuclear 
eritroide 2), marcador de reparación del daño oxidativo (OGG, 8-Oxoguanina ADN glicosilasa), 
citocinas inflamatorias (IL, interleucinas) e indicadores de muerte celular programada (CASP, 
caspasa) en células de músculo esquelético de humanos (Homo sapiens sapiens) en cultivo 
primario, en respuesta a la exposición a di (2-etilhexil) ftalato (DEHP, 1 mM por 13 días) con 
respecto a las células mantenidas en condiciones control (sin DEHP). Los valores en el eje y se 
expresan como logaritmo en base 2 de la media de los valores normalizados de expresión (gen 
de referencia ACTB, actina beta). Las barras de color sólido representan a los genes que fueron 
significativamente (p<0.05) sobreexpresados (verdes) o subexpresados (rojos) en los cultivos 
expuestos a DEHP; mientras que las barras blancas indican que no se encontraron diferencias 
estadísticamente significativas (p>0.05) para un gen en particular, con base en la prueba de 
Kruskal-Wallis. La longitud de las barras indica la magnitud de la diferencia en la expresión de un 
gen de las muestras expuestas a DEHP con respecto al control, estimada como el cociente entre 
los valores de expresión de los cultivos expuestos a DEHP y los valores de expresión en las 
muestras control. 
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Tabla 13. Valores de p-ajustados estimados a partir de la tasa de descubrimiento falso (FDR) 
para los valores p de la prueba Kruskal-Wallis (KW) realizada sobre las variables de expresión 
génica de enzimas antioxidantes, marcadores de reparación del daño oxidativo, citocinas 
inflamatorias e indicadores de muerte programada en células de músculo esquelético de 
humanos (Homo sapiens sapiens) en cultivo primario, en respuesta a la exposición a di (2-
etilhexil) ftalato (DEHP, 1 mM por 13 días) con respecto a las células mantenidas en condiciones 
control (sin DEHP). 

Gen 
Valor p 

(KW) 
p-ajustada (FDR) 

α=0.05 
p-ajustada (FDR) 

α=0.01 

Superóxido dismutasa 1 0.037 0.039 0.039 

Superóxido dismutasa 2 0.037 0.039 0.039 

Superóxido dismutasa 3 0.487 0.039 0.487 

Catalasa 0.037 0.039 0.039 

Glutatión reductasa 0.037 0.039 0.039 

Glutatión peroxidasa 1 0.037 0.039 0.039 

Glutatión peroxidasa 2 0.037 0.039 0.039 

Glutatión peroxidasa 3 0.037 0.039 0.039 

Glutatión peroxidasa 4 0.037 0.039 0.039 

Glutatión peroxidasa 7 0.037 0.039 0.039 

Glutatión peroxidasa 8 0.037 0.039 0.039 

Glutatión S transferasa alpha 4 0.037 0.039 0.039 

Glutatión S transferasa kappa 1 0.037 0.039 0.039 

Glutatión S transferasa miu 1 0.037 0.039 0.039 

Glutatión S transferasa pi 1 0.037 0.039 0.039 

Glutatión S transferasa theta 1 0.037 0.039 0.039 

Glutatión S transferasa microsomal 1 0.037 0.039 0.039 
Glutatión S transferasa omega 1 0.037 0.039 0.039 
Glutatión S transferasa zeta 1 0.037 0.039 0.039 
PPAR alpha 0.037 0.039 0.039 
PPAR delta 0.037 0.039 0.039 
Caspasa 3 0.037 0.039 0.039 
Factor nuclear eritroide 2 0.037 0.039 0.039 
Peroxirredoxina 1 0.037 0.039 0.039 
Interleucina 6 0.037 0.039 0.039 
Interleucina 15 0.487 0.039 0.487 
Interleucina 16 0.037 0.039 0.039 
8-Oxoguanina ADN glicosilasa 0.037 0.039 0.039 

 

7.6.2 Lobo marino de California 
 

En las células de músculo esquelético de lobo marino de California mantenidas bajo cultivo 

primario en condiciones control y tratadas con 1 mM DEHP por 13 días (n=25 control, n=25 
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DEHP) se encontró material genético íntegro apropiado para análisis de expresión génica. A 

partir de los productos de extracción, se pudo confirmar la presencia de ARN correspondiente a 

los transcritos de 27 genes de interés. Los oligos correspondientes a IL-16 no fueron funcionales, 

ya que la PCR cuantitativa no fue capaz de detectar transcritos correspondientes a este gen en 

las muestras tratadas con DEHP. En el caso de la IL-15, se aplicó la técnica de qPCR anidado para 

reducir la posibilidad de amplificar productos inespecíficos y aumenta la sensibilidad y 

especificidad de la detección de este gen. GAPDH fue identificado como el gen endógeno más 

estable en los cultivos, tanto en las células musculares mantenidas bajo condiciones control 

como en aquellas expuestas a DEHP. Por lo tanto, se utilizó GAPDH como gen de referencia para 

normalizar los datos obtenidos en el presente estudio.  

 

La figura 20 presenta los cambios (magnitud, dirección, significancia estadística) observados en 

la expresión génica de antioxidantes (SOD, superóxido dismutasa; CAT, catalasa; GR, glutatión 

reductasa; GPx, glutatión peroxidasa; GST, glutatión S transferasa; y PRDX, peroxirredoxina); 

factores de transcripción (PPAR, receptor activado por proliferadores de peroxisomas; y NRF2, 

factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2), marcador de reparación del daño 

oxidativo (OGG, 8-Oxoguanina ADN glicosilasa), citocinas inflamatorias (IL, interleucinas) e 

indicadores de muerte celular programada (CASP, caspasa) en células de músculo esquelético 

de lobo marino de California en respuesta a la exposición a DEHP (1 mM por 13 días). En las 

células de lobo marino de California expuestas a DEHP los niveles de expresión relativa del ARN 

mensajero (ARNm) de los genes que codifican para las enzimas SOD3, GPx2 y GPx8 fue mayor 

(p<0.05), mientras que la expresión de los genes que codifican para CAT, GR, GPx1, GPx7, 

GSTA4, GSTK1, GSTM5, GSTT1, MGST1, GSTZ1 y PRDX1 fue menor (p<0.05), con respecto al 

control. La expresión de GPx3, GPx4 y GSTP1 no fue significativamente diferente en las células 

expuestas a DEHP con respecto al control (p>0.05). La exposición a La expresión de los 

transcritos correspondientes a los genes PPARD y PRDX1 fue menor en las células musculares de 

lobo marino de California expuestas a DEHP (p<0.05); mientras que la expresión de NRF2 y 

OGG1 fue mayor (p<0.05) en comparación con las células mantenidas en condiciones control. La 

expresión de los genes CASP3 y PPARA no mostraron diferencias significativas entre 

tratamientos (p>0.05). Los niveles del transcrito para IL-15 fueron significativamente mayores 
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(p<0.05), mientras que aquellos para IL-6 fueron significativamente menores (p<0.05) después 

de la exposición a DEHP en comparación con las células en condiciones control. En la Tabla 14, 

se muestran los valores de significancia (p) ajustados correspondientes a la prueba FDR. 

 

 
 
Figura 20. Perfil transcripcional de genes que codifican para enzimas antioxidantes (SOD, 
superóxido dismutasa; CAT, catalasa; GR, glutatión reductasa; GPx, glutatión peroxidasa; GST, 
glutatión S transferasa; y PRDX, peroxirredoxina); factores de transcripción (PPAR, receptor 
activado por proliferadores de peroxisomas; y NRF2, factor 2 relacionado con el factor nuclear 
eritroide 2), marcador de reparación del daño oxidativo (OGG, 8-Oxoguanina ADN glicosilasa), 
citocinas inflamatorias (IL, interleucinas) e indicadores de muerte celular programada (CASP, 
caspasa) en células de músculo esquelético de Lobo marino de California (Zalophus 
californianus) en cultivo primario, en respuesta a la exposición a di (2-etilhexil) ftalato (DEHP, 1 
mM por 13 días) con respecto a las células mantenidas en condiciones control (sin DEHP). Los 
valores en el eje y se expresan como logaritmo en base 2 de la media de los valores 
normalizados de expresión (gen de referencia GAPDH, gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa). 
Las barras de color sólido representan a los genes que fueron sobreexpresados (verdes) o 
subexpresados (rojos) en los cultivos expuestos a DEHP; mientras que las barras blancas indican 
que no se encontraron diferencias estadísticamente significativas (p>0.05) para un gen en 
particular, acorde a la prueba de Kruskal-Wallis. La longitud de las barras indica la magnitud de 
la diferencia en la expresión de un gen de las muestras expuestas a DEHP con respecto al 
control, estimada como el cociente entre los valores de expresión de los cultivos expuestos a 
DEHP y los valores de expresión en las muestras control. 
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Tabla 14. Valores de p-ajustados estimados a partir de la tasa de descubrimiento falso (FDR) 
para los valores p de la prueba Kruskal-Wallis (KW) realizada sobre las variables de expresión 
génica de enzimas antioxidantes, marcadores de daño oxidativo, citocinas inflamatorias e 
indicadores de muerte programada en células de músculo esquelético de lobo marino de 
California (Zalophus californianus) en cultivo primario, en respuesta a la exposición a di (2-
etilhexil) ftalato (DEHP, 1 mM por 13 días) con respecto a las células mantenidas en condiciones 
control (sin DEHP). 

Gen Valor p (KW) 
p-ajustada (FDR) 

α=0.05 
p-ajustada (FDR) 

α=0.01 

Superóxido dismutasa 1 0.487 0.487 0.487 

Superóxido dismutasa 2 0.487 0.487 0.487 

Superóxido dismutasa 3 0.037 0.052 0.052 

Catalasa 0.037 0.052 0.052 

Glutatión reductasa 0.037 0.052 0.052 

Glutatión peroxidasa 1 0.037 0.052 0.052 

Glutatión peroxidasa 2 0.037 0.052 0.052 

Glutatión peroxidasa 3 0.487 0.487 0.487 

Glutatión peroxidasa 4 0.487 0.487 0.487 

Glutatión peroxidasa 7 0.037 0.052 0.052 

Glutatión peroxidasa 8 0.037 0.052 0.052 

Glutatión S transferasa alpha 4 0.037 0.052 0.052 

Glutatión S transferasa kappa 1 0.037 0.052 0.052 

Glutatión S transferasa miu 1 0.037 0.052 0.052 

Glutatión S transferasa pi 1 0.487 0.487 0.487 

Glutatión S transferasa theta 1 0.037 0.052 0.052 

Glutatión S transferasa microsomal 1 0.037 0.052 0.052 
Glutatión S transferasa omega 1 0.487 0.487 0.487 
Glutatión S transferasa zeta 1 0.037 0.052 0.052 
PPAR alpha 0.487 0.487 0.487 
PPAR delta 0.037 0.052 0.052 
Caspasa 3 0.487 0.487 0.487 
Factor nuclear eritroide 2 0.037 0.052 0.052 
Peroxirredoxina 1 0.037 0.052 0.052 
Interleucina 6 0.037 0.052 0.052 
Interleucina 15 0.037 0.052 0.052 
8-Oxoguanina ADN glicosilasa 0.037 0.052 0.052 
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7.7 Evaluación del índice de respuesta de biomarcadores integrado (IBR) en respuesta a la 
exposición a di (2-etilhexil) ftalato (DEHP) 
 
7.7.1 Humano 
 

En las células de músculo esquelético de humanos tratadas con DEHP (1 mM por 13 días) se 

encontró una mayor área o valores significativamente más altos del IBR en comparación con las 

células mantenidas bajo condiciones control (Mann-Whitney-Wilcoxon W=103,680, p<0.0001) 

(Fig. 21). En el IBR la actividad de las enzimas CAT, GPx y GR fueron marcadas como indicadores 

de la condición de las células de músculo esquelético mantenidas en condiciones control. En los 

cultivos tratados con DEHP, el IBR marcó la actividad de las enzimas SOD y GST, la producción de 

O2
•-, los niveles de TBARS y carbonilos proteicos como los marcadores clave en esta condición 

de cultivo. 

 

En cuanto a la expresión génica, se obtuvieron valores significativamente más altos del IBR en 

los cultivos bajo condiciones control en comparación con los cultivos expuestos a DEHP (Mann-

Whitney-Wilcoxon W=504, p=0.017). Los genes SOD1, SOD3, CAT, GR, GPx1, GPx2, GPx4, GPx8, 

GSTA4, GSTP1, GSTT1, PPARA, PPARD, CASP3, NRF2, OGG1, IL-15 e IL-16 fueron marcados como 

indicadores de la respuesta de las células de músculo esquelético cultivadas en condiciones 

control; mientras que la expresión de SOD2, GPx3, GPx7, GSTK1, GSTM5, MGST1, GSTO1, GSTZ1, 

PRDX1 e IL-6 fueron detectados como marcadores clave en los cultivos expuestos a DEHP. 
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Figura 21. Representación gráfica de los marcadores seleccionados en el índice de respuesta de 
biomarcadores integrado (IBR) para las células musculares de humano (Homo sapiens sapiens) 
bajo cultivo primario expuestas durante 13 días a condiciones control y a 1 mM de di (2-
etilhexil) ftalato, (DEHP). Los puntos verdes resaltan aquellas variables que mostraron valores 
significativamente mayores de acuerdo con la prueba Mann-Whitney-Wilcoxon (secciones 7.4.1, 
7.5.1 y 7.6.1). 
 

7.7.2 Lobo marino 
 

En las células de músculo esquelético de lobo marino de California tratadas con DEHP a 1 mM 

por 13 días se encontró una mayor área o valores significativamente más altos del IBR en 

comparación con las células mantenidas bajo condiciones control (Mann-Whitney-Wilcoxon 

W=6,220,800, p<0.0001) (Fig. 22). En el IBR la actividad de la enzima GR fue identificada como 

indicador de las condiciones de las células de músculo esquelético mantenidas en condiciones 

control. En los cultivos tratados con DEHP, el IBR identificó a la actividad de las enzimas SOD, 

CAT, GPx y GST, la producción de O2
•-, los niveles de TBARS y carbonilos proteicos como los 

marcadores clave. 
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En cuanto a la expresión génica, se obtuvieron valores significativamente más altos del IBR en 

los cultivos bajo condiciones control en comparación con los cultivos expuestos a DEHP (Mann-

Whitney-Wilcoxon W=459, p=0.030). Los genes SOD1, SOD3, CAT, GR, GPx1, GPx2, GPx4, GPx8, 

GSTA4, GSTP1, GSTT1, PPARA, PPARD, CASP3, NRF2, OGG1, IL-15 e IL-16 fueron marcados como 

indicadores de la respuesta de las células de músculo esquelético cultivadas en condiciones 

control; mientras que la expresión de SOD2, GPx3, GPx7, GSTK1, GSTM5, MGST1, GSTO1, GSTZ1, 

PRDX1 e IL-6 fueron detectados como marcadores clave en los cultivos expuestos a DEHP. 

 

 
 

Figura 22. Representación gráfica de los marcadores seleccionados en el índice de respuesta de 
biomarcadores integrado (IBR) para las células musculares de lobo marino de California 
(Zalophus californianus) bajo cultivo primario expuestas durante 13 días a condiciones control y 
a 1 mM de di (2-etilhexil) ftalato, (DEHP). Los puntos verdes resaltan aquellas variables que 
mostraron valores significativamente mayores de acuerdo con la prueba Mann-Whitney-
Wilcoxon (secciones 7.4.2, 7.5.2 y 7.6.2). 
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7.8 Comparación entre especies 
 

7.8.1 Actividad enzimática, producción de radical superóxido, niveles de daño oxidativo y 
perfil de transcripción entre especies 
 

En la figura 23 se presentan las variables indicadoras de estrés oxidativo cuantificadas en células 

de músculo esquelético en cultivo primario bajo condiciones control y después de la exposición 

a 1 mM de DEHP por 13 días en las que se detectaron diferencias entre especies. La producción 

de O2
•- fue mayor en las células musculares de humano, en comparación con las del lobo marino 

de California, bajo condiciones control (Mann-Whitney-Wilcoxon W=315, p<0.001); sin 

embargo, no se encontraron diferencias entre especies en los cultivos expuestos a DEHP (Mann-

Whitney-Wilcoxon W=125, p=0.325). La concentración de TBARS fue significativamente mayor 

en las células musculares de lobo marino de California, con respecto a las muestras de humano, 

tanto en condiciones control (Mann-Whitney-Wilcoxon W=38, p<0.001) como tras la exposición 

a DEHP (Mann-Whitney-Wilcoxon W=10, p<0.001). La concentración de carbonilos proteicos fue 

mayor en las células de músculo esquelético de humano, con respecto a las células de lobo 

marino de California, en condiciones control (Mann-Whitney-Wilcoxon W=325, p<0.001) y 

después de la exposición a DEHP (Mann-Whitney-Wilcoxon W=325, p<0.001). 

 
 
Figura 23. Producción de radical superóxido (O2•-, nanomoles por miligramo de proteína por 
minuto) y marcadores de daño oxidativo a lípidos (sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico, 
TBARS, nanomoles por miligramo de proteína) y a proteínas (carbonilos proteicos, CP, 
micromoles por miligramo de proteína) en cultivos primarios de células de músculo esquelético 
de humano (Homo sapiens sapiens) y lobo marino de California (Zalophus californianus) 
expuestos durante 13 días a condiciones control y a di (2-etilhexil) ftalato (DEHP, 1 mM). Las 
diferencias estadísticamente significativas (p<0.05), mostradas en el gráfico, corresponden a la 
prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon. Los puntos grises en el gráfico representan datos atípicos. 
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En la figura 24 se muestran los resultados de la actividad enzimática en donde se encontraron 

diferencias estadísticas en la respuesta de células de músculo esquelético de humano y lobo 

marino de California en cultivo primario bajo condiciones control y después de la exposición a 1 

mM de DEHP por 13 días. La actividad de la enzima SOD fue mayor células de lobo marino de 

California bajo condiciones control (Mann-Whitney-Wilcoxon W=0, p<0.001) y expuestas a DEHP 

(Mann-Whitney-Wilcoxon W=16, p<0.001). La actividad de GPx fue mayor en células musculares 

de humano en comparación con los cultivos de lobo marino de California en ambas condiciones 

de cultivo, control (Mann-Whitney-Wilcoxon W=324, p<0.001) y exposición a DEHP (Mann-

Whitney-Wilcoxon W=284, p<0.001). La actividad de CAT en las células musculares de humanos 

fue mayor en comparación con las muestras de lobo marino de California en los cultivos 

primarios bajo condiciones control (Mann-Whitney-Wilcoxon W=254, p<0.012). Luego de la 

exposición a DEHP, las células de humano mostraron menor actividad de CAT en comparación 

con las células de lobo marino de California (Mann-Whitney-Wilcoxon W=33, p<0.001). No se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas en la actividad de GR entre especies por 

tratamientos. La actividad de GST fue mayor en las células de músculo esquelético de lobo 

marino de California que en las de humanos tras la exposición a 1 mM de DEHP (Mann-Whitney-

Wilcoxon W=87, p=0.042); bajo condiciones control no se encontraron diferencias significativas 

entre especies en los cultivos expuestos a DEHP (Mann-Whitney-Wilcoxon W=149, p=0.731). 

En la figura 25 se muestra la comparación entre especies (humano y lobo marino de California) 

en términos del perfil de transcripción de los genes de interés previamente descritos en las 

secciones 7.6.1 y 7.6.2.  
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Figura 24. Actividad de las enzimas antioxidantes en cultivos primarios de músculo esquelético 
de humano (Homo sapiens sapiens) y lobo marino de California (Zalophus californianus) 
expuestos durante 13 días a condiciones control y exposición a 1 mM de di (2-etilhexil) ftalato 
(DEHP). SOD, superóxido dismutasa; GPx, glutatión peroxidasa; GST, glutatión S-transferasa; GR, 
glutatión-disulfuro reductasa; CAT, catalasa. Las diferencias estadísticamente significativas 
(p<0.05) corresponden a la prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon. Los resultados se muestran en 
unidades por miligramo de proteína. Los puntos grises en el gráfico representan datos atípicos. 
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Figura 25. Perfil transcripcional de genes que codifican para enzimas antioxidantes, marcadores 
de daño oxidativo, citocinas inflamatorias e indicadores de muerte programada en células de 
músculo esquelético de humanos (Homo sapiens sapiens, Hs) y lobo marino de California 
(Zalophus californianus, Zc) en cultivo primario, en respuesta a la exposición a di (2-etilhexil) 
ftalato (DEHP, 1 mM por 13 días) con respecto a las células mantenidas en condiciones control 
(sin DEHP). Los valores en el eje y se expresan como logaritmo en base 2 de la media de los 
valores normalizados de expresión. Las barras por encima y debajo del cero representan a los 
genes que fueron sobreexpresados y subexpresados, respectivamente, en los cultivos expuestos 
a DEHP. 
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7.8.2 Análisis Discriminante Lineal (ADL) 
 

Los ADL realizados, discriminaron de manera significativa las células musculares entre especies 

tanto para aquellas mantenidas bajo condiciones control (Lambda de Wilks=0.119, 2=93.648, 

p<0.001) como bajo la exposición a DEHP (Lambda de Wilks=0.128, 2=90.191, p<0.001) con una 

precisión de clasificación del 100% en ambos casos (Fig. 26). En el análisis de las muestras 

control, tres de las ocho variables incluidas en el análisis aportaron información significativa 

para discriminar la respuesta de las células musculares de humano y lobo marino de California. 

En el caso de los cultivos expuestos a DEHP (1mM), únicamente dos de 8 variables 

contribuyeron en la separación de especies (Tabla 15). 

 

 

Figura 26. Representación gráfica de las puntuaciones discriminantes que incluyen los 
biomarcadores de actividad enzimática, producción de radical superóxido y niveles de daño 
oxidativo a proteínas y lípidos en muestras de cultivos primarios de células musculares de 
humano (Homo sapiens sapiens) y lobo marino de California (Zalophus californianus) expuestos 
durante 13 días a condiciones control y a exposición a di (2-etilhexil) ftalato (DEHP, 1 mM). 
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Tabla 15. Resumen de las variables significativas (p<0.05) dentro de las funciones discriminantes 
obtenidas del análisis discriminante lineal (ADL) para las variables de actividad enzimática, 
producción de radical superóxido y niveles de daño oxidativo a lípidos y proteínas en células de 
músculo esquelético de humano (Homo sapiens sapiens) y lobo marino de California (Zalophus 
californianus) en cultivo primario, en respuesta a la exposición a di (2-etilhexil) ftalato (DEHP, 1 
mM por 13 días) y bajo condiciones control (sin DEHP). 

Condición de cultivo Biomarcador Lambda de Wilks F de Fisher p 

Control Superóxido dismutasa 0.1983 94.99 <0.001 

 Radical superóxido 0.1382 95.61 <0.001 

 Carbonilos proteicos 0.3686 82.20 <0.001 

     

DEHP Superóxido dismutasa 0.1502 132.90 <0.001 
 Carbonilos proteicos 0.2146 175.58 <0.001 

 
Los coeficientes estandarizados estimados para las dos funciones discriminantes (Fd) obtenidas 

a partir del ADL son los siguientes: 

Control 

           (   )        (   )         (  )        (   )        (   )

       (  
   )        (     )           

(16) 

Donde CP corresponde a la variable carbonilos proteicos, 

DEHP 

           (   )        (   )         (  )        (   )        (   )

        (  
   )          (     )           

(17) 

Donde CP corresponde a la variable carbonilos proteicos. 
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8. DISCUSIÓN 

Este estudio es el primero en analizar y comparar de forma conjunta el efecto de la exposición a 

DEHP a una concentración conocida (1 mM), en términos de la producción de O2
•-, niveles de 

TBARS, carbonilos proteicos, actividad antioxidante (SOD, CAT, GR, GPx, GST) y la expresión de 

genes relacionados a estrés oxidativo, en células musculares en cultivo primario tanto de 

humano, como de lobo marino de California. El efecto de la exposición a ftalatos sobre la 

producción de especies reactivas en células musculares ha sido reportado únicamente en 

murinos (mioblastos C2C12, MEHP 0.8 mM) (Chen et al. 2020). Los resultados del presente 

estudio contribuyen al conocimiento científico actual sobre los efectos del plastificante DEHP en 

células musculares humanas y en una especie de vida silvestre, el lobo marino de California. 

Este estudio es pionero en la investigación de las respuestas celulares inducidas por DEHP en 

pinnípedos, ofreciendo valiosos conocimientos. Otros estudios en mamíferos marinos, 

específicamente cetáceos, incluyen la exposición ambiental a ftalatos (Hart et al. 2020), la 

respuesta del cultivo de células cutáneas a la exposición a DEHP (5 mM) (Giovani et al. 2022), los 

niveles de DEHP en grasa (Routti et al. 2021), los metabolitos de ftalatos detectables en orina 

(Dziobak et al. 2021) y la acumulación de estos compuestos nocivos en las presas del delfín 

jorobado del Indo-Pacífico (Sousa chinensis) (Xie et al. 2023). Nuestro trabajo sienta las bases 

para una mayor investigación sobre el impacto del DEHP en los mamíferos marinos. Los 

pinnípedos son considerados centinelas de los ecosistemas marinos (Moore 2008), por lo que 

investigar vías específicas de detoxificación y respuesta antioxidante, puede contribuir al 

conocimiento sobre posibles efectos a largo plazo y posibles estrategias de mitigación acerca de 

los efectos del DEHP en especies silvestres. Además, comprender la susceptibilidad de los 

mamíferos marinos al DEHP puede contribuir a la evaluación de riesgos para sus poblaciones. 

Comparar los efectos del DEHP en los pinnípedos con los de otros mamíferos, como los 

humanos, evidencia las diferencias en las respuestas adaptativas de cada especie frente a 

xenobióticos ambientales. Este trabajo aporta valiosos conocimientos al campo de la 

ecotoxicología y la salud ambiental, y sienta las bases para futuras investigaciones que permitan 

comprender cómo interactúa el DEHP con diversas especies y ecosistemas. 
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8.1 Determinación de la dosis de di (2-etilhexil) ftalato (DEHP) para los bioensayos y su efecto 
en la viabilidad de células musculares 
 

Se utilizó una mayor concentración de DEHP (1000 µM) para medir la respuesta de las células 

musculares de humano, en comparación con otros ensayos sobre cultivos primarios de células 

humanas, incluyendo hepatocitos (500 µM, DEHP) (Goll et al. 1999) y células endometriales 

(0.001 μM DEHP) (Cho et al. 2015). La exposición a 1000 µM redujo la viabilidad celular de los 

cultivos musculares de humano y lobo marino de California en un 69 y 79%, respectivamente. 

Estos resultados son consistentes con estudios previos que han encontrado que el DEHP es 

citotóxico para otras especies de mamíferos. Liu et al. (2022) encontraron que al exponer 

mioblastos de ratón (línea celular C2C12) a 600 μM de DEHP por 24 horas, la viabilidad celular 

se reduce en un 60-70%. En cultivos primarios de células epiteliales de tursión (Tursiops 

truncatus), se observó que la exposición a DEHP (5000 μM) por 24 horas reduce la viabilidad 

celular en un 70% aproximadamente (Giovani et al. 2022). Las células epiteliales de delfín 

muestran una resistencia, en términos de viabilidad y proliferación celular, a la exposición a 

DEHP en comparación con células de ovario de hámster chino (línea celular CHO) (Cricetulus 

griseus) (Giovani et al. 2022). La concentración de DEHP necesaria para generar el mismo efecto 

en la disminución de la viabilidad celular en cultivos primarios de músculo esquelético podría 

ser distinta entre especies terrestres y marinas.  

 

8.2 Efectos de la exposición a di (2-etilhexil) ftalato (DEHP) en la morfología, regeneración y 
proliferación celular de células de músculo esquelético en cultivos primarios 
 

Las células musculares de humano y lobo marino de California mostraron cambios estructurales 

luego de exponer los cultivos primarios a DEHP (1 mM) por 13 días. Algunas de las alteraciones 

observadas fueron disminución de la confluencia celular, cambios en el volumen de células 

satélite, formación de cuerpos de estrés y disrupción de la membrana nuclear. Los cambios 

observados en la confluencia y volumen celular pueden estar relacionados a la acidificación del 

medio adicionado con DEHP (Yu et al. 2019), ya que la disminución del pH genera cambios en la 

morfología de las células musculares, disminuyendo su volumen y aumentando los espacios 

intercelulares (April et al. 1972).  
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Entre el séptimo y octavo día de bioensayo, la exposición a DEHP promueve la producción de 

cuerpos o gránulos al interior de las células (Fig. 9 y 12), estos cuerpos se observan en el 

citoplasma, principalmente alrededor del núcleo. El origen de estos cuerpos no fue confirmado, 

sin embargo, de acuerdo a la literatura, podría tratarse de cuerpos apoptóticos producidos a 

consecuencia de la disfunción celular (Alberts 2013). Alternativamente, estos cuerpos pudieran 

ser gotas lipídicas que actúan como citoprotectores frente a la peroxidación lipídica (Jarc y 

Petan 2019), o peroxisomas, también agentes citoprotectores que se producen de manera 

masiva bajo procesos de estrés (Elcombe y Mitchell 1986; Su et al. 1998; Lapinskas et al. 2005). 

Finalmente, podría tratarse de gránulos de estrés, los cuales forman parte de los mecanismos 

de protección celular y se componen de agregados de proteínas y ARN (Ravel-Chapuis et al. 

2016). Estos gránulos de estrés se producen de manera masiva en el citosol de mioblastos de 

ratón (C2C12) tratados con arsénico (0.5 mM), siendo más evidentes luego de 45 minutos de 

exposición al xenobiótico (Ravel-Chapuis et al. 2016). Los gránulos de estrés pueden formarse 

en diferentes etapas de diferenciación de células musculares expuestas a 200 µM de MEHP 

(Chen et al. 2020). 

 

Los cambios estructurales observados en el núcleo son consistentes con investigaciones previas 

sobre los efectos adversos del DEHP (1 mM o 1000 µM) en cultivos primarios de músculo 

esquelético de humano, en los que se reportó un incremento significativo en el diámetro (µm) 

nuclear y de los nucleolos (Hernández-Almaraz et al. 2022), lo cual sugiere procesos de 

condensación del material génico y muerte celular por exposición a DEHP (Roberts et al. 1995; 

Rusyn et al. 2006). Las alteraciones celulares observadas podrían estar relacionadas a la 

disminución de la viabilidad celular en los cultivos expuestos a DEHP de humano ( ̅  69% 

viabilidad) y de lobo marino de California ( ̅  79% viabilidad).  

 

En hemocitos de langostino de Malasia (Macrobrachium rosenbergii) expuestos a una 

concentración de 100 mg mL-1 de DEHP (256,039.98 µM) se observó que, luego de 10 minutos 

de exposición, las células aumentan la producción de radical superóxido y presentan 

alteraciones en la morfología del núcleo (aumento en volumen), vacuolización e incrementa la 

muerte celular (Sung et al. 2003). A diferencia del langostino, en el humano y lobo marino las 
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alteraciones morfológicas fueron más evidentes luego de 13 días de exposición a DEHP. La 

capacidad del músculo esquelético frente a la citotoxicidad del DEHP podría deberse a las 

características propias del músculo. El músculo esquelético es un tejido metabólicamente 

activo, por lo que posee una alta demanda energética en comparación con otras células 

(Kanatous et al. 1999; Ravussin y Smith 2006). Esta adaptación podría proveer al musculo de 

una mayor resistencia a la exposición a contaminantes que requieren de mayor producción de 

energía para su detoxificación (Saraiva et al. 2020), como los ftalatos (Huang et al. 2021). 

 

La capacidad regenerativa de células musculares, en términos de frecuencia absoluta de células 

satélite fue significativamente menor en células de humano (p<0.001) (fig. 10) luego de 13 días 

de exposición a DEHP (1 mM). La exposición de mioblastos (C2C12) de murinos a 800 µM de 

mono (2-etilhexil) ftalato (MEHP, metabolito primario del DEHP) por dos días, altera la función 

mitocondrial y bloquea la absorción de glucosa inducida por la insulina (Chen et al. 2020). 

Cuando las células satélite carecen de energía, no logran activarse, dividirse o diferenciarse en 

mioblastos (Abreu y Kowaltowski 2020). En el presente estudio, la exposición de células 

musculares de humano a DEHP (1 mM) por 13 días podría relacionarse no sólo a la reducción de 

la viabilidad celular, sino también a la disminución de la capacidad regenerativa de las células en 

cultivo primario. En procesos naturales como el envejecimiento, la pérdida de la capacidad 

regenerativa del músculo puede llevar a condiciones de atrofia muscular, como la sarcopenia 

(Yin et al. 2013), condición cuya prevalencia en humanos adultos ha sido asociada a la 

exposición a ftalatos (Yang et al. 2022). 

 

La exposición a DEHP no disminuyó la capacidad de regeneración (frecuencia de células satélite) 

de las células de músculo esquelético de lobo marino de California en condiciones de cultivo 

primario (p<0.001) (fig. 13). En mamíferos, la regeneración muscular involucra procesos 

inflamatorios, activación y proliferación de células satélite, así como diferenciación y fusión de 

mioblastos, que culminan en la restauración de la función muscular (Yin et al. 2013). Por lo 

anterior, el aumento en la capacidad regenerativa de las células musculares de lobo marino de 

California pudiera estar asociado a procesos moleculares de señalización celular dirigidos a la 
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proliferación de células satélite, como la sobreexpresión de IL-15 (p<0.05), gen involucrado en la 

respuesta regenerativa del músculo (Nielsen et al. 2007). 

 

En las dos especies analizadas se observó una reducción significativa en la tasa de proliferación 

de células musculares expuestas a DEHP (1 mM), con respecto al control (Fig. 11 y 14). Los 

modelos obtenidos muestran como la tasa de proliferación de los cultivos expuestos a DEHP se 

reduce a lo largo del bioensayo (13 días). Estos resultados podrían estar relacionados a una 

disminución en la tasa de reclutamiento de las células musculares expuestas a DEHP. Chen et al. 

(2013) observaron que en células C2C12, bajo condiciones de cultivo, la expresión del factor de 

transcripción miogenina disminuye significativamente a partir del tercer día de exposición a 

DEHP (2.560 mM) y, con ello, disminuyen los procesos de miogénesis. A partir de los resultados 

del presente estudio en relación con la tasa de proliferación de células musculares expuestas a 

DEHP (1 mM por 13 días; pendientes positivas en ambas especies), se sugiere que la exposición 

al DEHP reduce la velocidad a la que las células musculares se dividen, pero no detiene 

completamente la división de células musculares de humano ni de lobo marino de California en 

cultivo primario. 

 

Cerca del 40% de la masa corporal en el humano corresponde a músculo esquelético (Janssen 

et al. 2000; Hill y Olson 2012). El músculo funge como reservorio de DEHP y MEHP (Kluwe 1982; 

Standaert 1988). El papel del músculo esquelético, a diferencia de aquél de órganos como 

hígado e intestino delgado, en el metabolismo de ftalatos aún no se conoce del todo (Molina-

Ortiz et al. 2013). Por lo anterior, sería interesante abordar la participación del músculo 

esquelético en el metabolismo del DEHP desde un enfoque integrativo donde puedan 

compararse las observaciones morfológicas de los cultivos celulares con marcadores 

moleculares. Se recomienda el uso de material de laboratorio libre de ftalatos (Reid et al. 2007) 

para mejorar el rendimiento y calidad de los cultivos celulares, así como la veracidad de los 

resultados obtenidos a partir de los bioensayos. 
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8.3 Indicadores de estrés oxidativo y expresión génica 
 

En este análisis, la exposición por 13 días a DEHP (1 mM) incrementó de forma significativa la 

producción de O2
•- y la actividad de la enzima SOD en las células musculares en cultivo primario 

de humano y lobo marino de California. La actividad de SOD en los cultivos control fue mayor en 

lobo marino de California que en humano (p<0.05). La actividad enzimática de CAT, GR y GPx 

fue significativamente menor (p<0.05), al igual que la expresión génica de SOD1, CAT, GR, GPx1, 

GPx2, GPx4, Gpx8, NRF2 y OGG1 (p<0.001) en células musculares de humano (p<0.05); mientras 

que en el lobo marino de California la actividad de CAT y GPx fue mayor, al igual que la 

expresión de GPx2, GPx8, NRF2 y OGG1 (p<0.001) después de la exposición a DEHP. En 

conjunto, estos resultados respaldan el papel de las especies reactivas como disruptores del 

equilibrio redox (Fulle et al. 2004; Zhou et al. 2013) mediante la alteración de la expresión 

génica (Greene et al. 2015), activación de vías de desintoxicación e inflamación (Barbieri y Sestili 

2012) e induciendo daño oxidativo a proteínas (Møller et al. 2011), en las células de músculo 

esquelético particularmente en las de humanos. La actividad catalítica de SOD para dismutar al 

O2
•- pudo aumentar la producción de H2O2, el cual participa en procesos de señalización celular 

(Halliwell y Gutteridge 2015). Un incremento en la producción de H2O2 puede ocasionar la 

inhibición competitiva de CAT (Ma et al. 2017); la oxidación de glutatión (GSH) (Winterbourn y 

Metodiewa 1999), tripéptido esencial para la actividad de las enzimas GR y GPx, y la oxidación 

de isoformas de SOD sensibles a la presencia de H2O2 (SOD1 y SOD3) (Mayer y Falkinham 1986). 

A partir de los resultados del presente estudio, se sugiere que las consecuencias de la 

sobreproducción de O2
•- inducido por la exposición a DEHP dependen de la especie (tolerancia a 

procesos de estrés oxidativo), del contenido de antioxidantes endógenos y de la capacidad de 

las células en cultivo de inducir a los elementos de respuesta antioxidante. 

 

La producción de especies reactivas por la exposición a DEHP pudo activarse por distintas vías. 

Una vía es la activación de la NADPH oxidasa (NOX), una enzima que produce O2
•- como 

subproducto. La NOX puede ser activada por el DEHP por la inducción de la expresión de genes 

que codifican para las NOX (Guo et al. 2023). Otras vías son la despolarización de la membrana 
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mitocondrial (Chen et al. 2020), así como la inhibición de las defensas antioxidantes (Cho et al. 

2015).  

 

La exposición a DEHP (1 mM) durante 13 días no causó daño oxidativo significativo a lípidos 

(TBARS) en cultivos primarios de músculo esquelético de humano o de lobo marino de California 

(p>0.05). Al comparar los niveles de TBARS entre especies, encontramos que tanto en los 

controles como en los cultivos expuestos a DEHP existen diferencias estadísticamente 

significativas (p<0.001).  

 

El músculo esquelético tiene mecanismos intrínsecos de reparación y eliminación de daños 

(Alway et al. 2023). La activación de la vía de desintoxicación contribuye a la eliminación de 

hidroperóxidos gracias a la actividad de las enzimas de fase II, incluyendo a las GSTs (Pontén 

et al. 2008). Tras la exposición a DEHP, aumentó la actividad de GST y la expresión génica de las 

isoformas GSTM1, GSTK1 y MGST1, GSTO1, GSTZ1 (p<0.001) en células de músculo esquelético 

de humano. Esto podría conducir a una reducción efectiva de hidroperóxidos, lo que podría 

proteger contra el daño oxidativo a macromoléculas (Pontén et al. 2008; Uhlén et al. 2015). 

Asimismo, la expresión de GPx4 y PRDX1 fue mayor en las células musculares de humano 

expuestas a DEHP, en comparación con las mantenidas en condiciones control (p<0.001), lo que 

podría estar relacionado con la eliminación de hidroperóxidos y H2O2, respectivamente (Pontén 

et al. 2008). La actividad de GST y la expresión génica de ciertas isoformas de GST, GPx y PRDX 

podrían contribuir a reducir el riesgo de procesos celulares degenerativos en el músculo 

esquelético al reducir los niveles de hidroperóxidos. En humanos, tanto la actividad como la 

expresión génica de la familia GST nos habla de la activación de la fase dos de detoxificación, en 

la que la batería enzimática de GST conjuga al MEHP para convertirlo en metabolitos 

secundarios hidrosolubles menos reactivos (Liska 1998; Agency for Toxic Substances and 

Disease Registry (ATSDR) 2019). 

 

En células de músculo esquelético de humano el incremento en la producción de O2
•- fue 

asociado a un incremento en los niveles de carbonilos proteicos (p<0.001). En contraste, en 

células de músculo esquelético de lobo marino de California, la exposición a DEHP (1 mM, 13 
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días) no generó cambios significativos en los indicadores de daño oxidativo a proteínas o lípidos. 

En comparación con especies terrestres, los mamíferos marinos cuentan con mayores niveles 

endógenos de antioxidantes (Vázquez-Medina et al. 2006, 2012; Cantú-Medellín et al. 2011; 

Zenteno‐Savín et al. 2011; Allen et al. 2019). En la foca de capucha (Cystophora cristata), se han 

asociado altos niveles de ERO con vías de señalización mediadas por oxidantes que inducen la 

respuesta antioxidante sin aumentar el daño oxidativo a proteínas, lípidos o ADN (Vázquez-

Medina et al. 2006; Allen et al. 2019). Esta capacidad antioxidante podría proveerle a las células 

musculares de lobo marino de California de una ventaja adaptativa frente al estrés oxidativo 

inducido por la exposición a DEHP. 

 

En los cultivos expuestos a DEHP en este estudio, la acumulación de carbonilos proteicos fue 

mayor en células musculares de humano que en las células de lobo marino de California 

(p<0.001). El aumento en los niveles de carbonilos proteicos puede activar varias vías de 

señalización (Curtis et al. 2012). Los compuestos electrofílicos, incluidos los carbonilos 

proteicos, potencializan la activación de la proteína 1 asociada a ECH similar a Kelch (KEAP1) 

(Hong et al. 2009; Wei et al. 2020), promoviendo la ubiquitinación y degradación del NRF2. La 

activación de NRF2 se ha relacionado con una disminución en la producción y acumulación de 

carbonilos proteicos (Nishimoto et al. 2017). En el presente estudio, la expresión génica de 

NRF2 fue significativamente menor (p<0.001) en células de musculo esquelético de humano tras 

la exposición a DEHP, lo que sugiere que la exposición a este plastificante y los niveles de 

carbonilos proteicos pudieron interrumpir el equilibrio dinámico entre la activación y 

eliminación de NRF2. 

 

Después de la exposición a DEHP (1 mM) las actividades de las enzimas antioxidantes SOD, CAT 

y GPx (p<0.05), así como la expresión génica de SOD3, GPx2, GPx8 y NRF2 (p<0.001) 

aumentaron significativamente en células de músculo esquelético de lobo marino de California. 

En cambio, tras la exposición a DEHP, las actividades de las enzimas antioxidantes SOD y GST 

(p<0.05) y la expresión génica de SOD2, GPx3, GPx7, GSTK1, GSTM1, MGST1, GSTO1 y GSTZ1 

aumentaron en células de músculo esquelético de humano. En conjunto, los resultados del 

presente estudio sugieren que la exposición a DEHP (1 mM) luego de 13 días provoca la 
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activación de diferentes vías de respuesta en las células del músculo esquelético de mamíferos 

marinos y terrestres. De acuerdo con las fases de detoxificación, los metabolitos intermediarios, 

productos de la fase I de detoxificación, inducen la producción de especies reactivas, activando 

la respuesta antioxidante; estos metabolitos pronto entran en la etapa final de detoxificación 

(fase II) y son conjugados por enzimas como la GST (Liska 1998). Si bien las células del músculo 

esquelético humano responden a la exposición a DEHP iniciando las vías de desintoxicación de 

fase II, las células del músculo esquelético de lobo marino de California evitan el daño oxidativo 

a proteínas y lípidos al aumentar los mecanismos de hidrólisis xenobiótica y eliminación de ERO. 

En las células de mamíferos, SOD, CAT y GPx constituyen la primera línea de defensa contra el 

estrés oxidativo, ya que desempeñan un papel clave como parte de los mecanismos de defensa 

antioxidante (Ighodaro y Akinloye 2018). Estas enzimas se encuentran reguladas por el NRF2, 

involucrado en la regulación de la expresión génica dependiente de antioxidantes (Ma 2013). De 

acuerdo con los resultados del presente estudio, así como con la literatura disponible, la 

exposición a DEHP induce una respuesta antioxidante (fase I de detoxificación) en las células de 

músculo esquelético de los lobos marinos de California, mientras que en las células de músculo 

esquelético de humanos la exposición a DEHP activa la fase II del proceso de detoxificación. 

 

La expresión génica de SOD2 y SOD3 fue mayor en las células de músculo esquelético expuestas 

a DEHP de humano y de lobo marino de California, respectivamente (p<0.05). La expresión 

diferencial entre isoformas de SOD podría ser indicativo del nivel de estrés y daño oxidativo 

inducido por la exposición a DEHP en los cultivos celulares de humano y lobo marino de 

California. En los mamíferos, las isoformas de SOD (SOD1 y SOD3 dependientes de cobre y zinc, 

y SOD2 dependiente de manganeso) se subdividen en distintos compartimentos subcelulares 

(Alberts 2013). La SOD1 es la isoforma más abundante, se localiza principalmente en el citosol, 

pero se le puede encontrar en otros organelos, como el núcleo, lisosomas, peroxisomas, y en el 

espacio intermembranoso mitocondrial (Crapo et al. 1992; Okado-Matsumoto y Fridovich 2001; 

Wang et al. 2018). La SOD2 se localiza exclusivamente en las mitocondrias (Suzuki 2000) y se 

expresa en la mayoría de los tipos de células (Banci et al. 2013). Las células del músculo 

esquelético tienen una alta densidad mitocondrial (Kanatous et al. 1999; Ravussin y Smith 2006) 

y una alta expresión de la proteína SOD2 en comparación con SOD1 y SOD3 (Pontén et al. 2008; 
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Uhlén et al. 2015). La isoforma SOD3 se secreta desde el citosol al espacio extracelular (Fukai 

2002) y se encuentra asociada a la recuperación del músculo esquelético, como mediadora de la 

activación de la transducción de señales de mitógenos y concomitante aumento de la 

proliferación de células satélite (Laatikainen et al. 2010). 

 

En células de músculo esquelético de humanos, el aumento de la expresión de la isoforma SOD2 

podría contribuir a la actividad de la enzima SOD2 disponible para dismutar O2
•-, aumentando 

los niveles de H2O2 y, potencialmente, activando las vías de señalización de especies reactivas 

(Wang et al. 2018). El aumento en la producción de H2O2 puede activar al inositol trifosfato 

(IP3), un segundo mensajero que participa en la señalización para muerte celular programada 

(Harr y Distelhorst 2010; Decuypere et al. 2011). Cuando el daño oxidativo mitocondrial es 

severo, pueden ocurrir vías de muerte celular distintas de la apoptosis (Giorgi et al. 2008; Pinton 

et al. 2008). En el presente estudio, la disminución de la expresión del gen CASP3 sugiere una vía 

de muerte celular independiente de la apoptosis en las células de músculo esquelético de 

humano expuestas a DEHP. Yang y Stockwell (2016) describieron la relación entre la inhibición 

de GPx4 y la activación de la ferroptosis. La subexpresión de GPx4 y CASP3, el incremento en la 

producción de O2
•- y la reducción en la viabilidad celular observada en el presente estudio 

podrían sugerir que una vía de muerte celular inducida por estrés oxidativo, como la ferroptosis, 

puede ocurrir en células del músculo esquelético humano expuestas a DEHP. 

 

En el presente estudio, la actividad de GST fue significativamente mayor en las células del 

músculo esquelético humano expuestas a DEHP (compuesto químico de ácido ftálico) que en 

aquellas mantenidas en condiciones de control. Asimismo, los niveles de transcripción de 

GSTM1, GSTK1, MGST1, GSTO1 y GSTZ1 incrementaron con respecto al control en las células 

expuestas a DEHP (1 mM). Esta respuesta no fue observada en las muestras de lobo marino de 

California. El incremento en actividad de GST y expresión génica de las GSTs sugiere que esta 

familia está involucrada en los procesos de conjugación del DEHP y remoción de los productos 

oxidados resultantes en las células musculares de humano. En células de mamíferos, ocho 

isoformas de la familia GST se encuentran distribuidas en el citosol, las mitocondrias y el retículo 

endoplasmático (Josephy 2006; Uno et al. 2013). Las isoformas GSTM, GSTK y MGST participan 
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tanto en los procesos de desintoxicación de un agente xenobiótico, como en la eliminación de 

hidroperóxidos; mientras que las isoformas GSTO y GSTZ están asociadas a la resistencia al 

estrés oxidativo y transformación de ácidos, respectivamente (Townsend 2007; Uhlén et al. 

2015). Las GST también tienen funciones no enzimáticas, ya que participan en la regulación de 

vías de señalización celular (Ściskalska y Milnerowicz 2020). Las enzimas GSTP y GSTM participan 

en la regulación de la vía de la MAP quinasa al interactuar con proteínas involucradas en la 

supervivencia y muerte celular (Townsend y Tew 2003). Jacobs et al. (2018) encontraron que la 

exposición a MEHP en embriones de pez cebra causa efectos perjudiciales sobre los niveles de 

GSTP, lo que es consistente con la disminución de la expresión de GSTP1 encontrada en el 

presente estudio. En células epiteliales bronquiales humanas, la hipermetilación de ADN y la 

supervivencia celular se asociaron con la inhibición de la expresión génica de OGG1 y GSTP1 

(Wang, Wang, et al. 2021). La mayor actividad de GST y el aumento en los niveles de 

transcripción de GSTM1, GSTK1, MGST, GSTO1 y GSTZ1 observados en el presente estudio 

sugieren que la exposición a DEHP activa los procesos de desintoxicación de fase II, y 

potencialmente la vía MAP quinasa, en células del músculo esquelético humano. 

 

Al finalizar los bioensayos (13 días), los niveles de transcripción de NRF2 disminuyeron en 

células del músculo esquelético de humano expuestas a DEHP, con respecto al control (p<0.05). 

Lo contrario fue observado para las células del músculo esquelético del lobo marino de 

California, en las cuales los niveles de transcripción de NRF2 fueron mayores en los cultivos 

expuestos al xenobiótico (p<0.05). Los resultados de este estudio sugieren que la subexpresión 

de NRF2 potencialmente tiene un efecto en la reducción de las defensas antioxidantes de las 

células de músculo esquelético de humano expuestas a DEHP. La inhibición de la vía NRF2 

puede interrumpir la síntesis de defensas antioxidantes y de desintoxicación, como la síntesis de 

novo de GSH por la glutamato-cisteína ligasa (GCLC) (Harvey et al. 2009; Wu et al. 2013; Amara 

et al. 2020). Un decremento en la disponibilidad de GSH aumentan la susceptibilidad al estrés 

oxidativo y afecta las vías de desintoxicación, ya que enzimas como la GR, GPx y GST dependen 

de GSH para su reciclamiento o conjugación con xenobióticos (Harvey et al. 2009; Kim, Jung, 

et al. 2010; Mejia-Sanchez et al. 2018). En lobo marino de California, el aumento en la expresión 
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de NRF2 podría estar relacionado al incremento observado en la actividad antioxidante de SOD, 

CAT y GPx, contribuyendo a una defensa antioxidante efectiva. 

 

El nivel de transcripción de ARNm de OGG1 fue significativamente mayor en las células de 

músculo esquelético del lobo marino de California expuestas a DEHP que en las células 

mantenidas en condiciones control (p<0.05). En contraste, en las células de músculo esquelético 

de humano expuestas a DEHP la expresión de OGG1 fue significativamente menor que en 

aquellas mantenidas bajo condiciones control (p<0.05). La enzima OGG1 es responsable de 

reparar el daño oxidativo del ADN, al eliminar las bases oxidadas como la 8-oxoguanina (8-oxoG) 

(D’Augustin et al. 2023). La disminución de la expresión del gen OGG1 en respuesta a DEHP 

podría promover la metilación oxidativa del ADN (Lu et al. 2021), aumentar la inestabilidad 

genómica (Zhou et al. 2016), alterar la respuesta al estrés oxidativo (Ba et al. 2014; Ba y Boldogh 

2018), inducir malformaciones celulares y disminuir la proliferación celular (Gu et al. 2013) en 

células musculares de humano. El DEHP tiene efectos genotóxicos sobre OGG1 en larvas de pez 

cebra (Danio rerio, in vivo) y células humanas embrionarias de riñón (HEK293T, in vitro) (Lu et al. 

2021). Por otra parte, el aumento de la producción de especies reactivas y la acumulación de 8-

oxoG conducen a una inactivación transitoria de OGG1 en células humanas (linfoma, alveolares 

y epiteliales de riñón) (Jamaluddin et al. 2007; Pan et al. 2016). OGG1 podría inhibirse por la 

oxidación de residuos de cisteína, lo que perjudica su capacidad para reparar el daño del ADN 

(Wang, Maayah, et al. 2021) o por la acumulación de 8-oxoG, que interfiere con la unión de 

OGG1 al ADN (Pan et al. 2016). La inactivación de OGG1 también podría aumentar los niveles de 

mRNA de genes proinflamatorios (Ba et al. 2014; Ba y Boldogh 2018). Los resultados del 

presente estudio sugieren que las células del músculo esquelético de humanos expuestas a 

DEHP son susceptibles a alteraciones morfológicas, menor proliferación, daño y estrés 

oxidativo, así como inestabilidad genómica, las células del lobo marino de California tienen 

mecanismos eficientes de reparación del ADN que contribuyen a evitar el daño y estrés 

oxidativo.  

 

En las muestras de humano, los niveles de expresión de la IL-6 fueron mayores en células 

musculares esqueléticas expuestas a DEHP (1 mM) en comparación con las células mantenidas 
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en condiciones control (p<0.05). En células musculares de lobo marino de California expuestas a 

DEHP, la expresión de IL-6 fue significativamente menor, mientras que la expresión de IL-15 fue 

significativamente mayor (p<0.05), en comparación con aquellas mantenidas bajo condiciones 

control. El aumento en los niveles de carbonilos proteicos en las células musculares de humano 

expuestas a DEHP podría haber afectado la expresión de IL-6, lo que podría contribuir a las 

alteraciones morfológicas y reducción de la proliferación celular observadas en esta especie. Si 

bien los niveles bajos de IL-6 promueven la activación de células satélite y la regeneración de 

miotubos, la sobrexpresión de este gen se ha relacionado a procesos de atrofia de células de 

músculo esquelético (Haddad et al. 2005; Belizário et al. 2016). Un aumento en los niveles de 

carbonilos proteicos puede promover la activación de mediadores inflamatorios como IL-6 (Saha 

et al. 2020; Estévez et al. 2022). In vivo, la degeneración muscular puede darse tanto de manera 

natural por la edad, como ser inducida por la exposición a contaminantes (Fulle et al. 2004; 

Sullivan-Gunn y Lewandowski 2013; Yang et al. 2022). Recientemente se ha reportado una 

relación entre la prevalencia de sarcopenia, enfermedad degenerativa del músculo, y la 

exposición a ftalatos (análisis de metabolitos en orina) en humanos adultos (Yang et al. 2022). 

La sarcopenia por envejecimiento se acompaña de una reducción en la masa muscular, niveles 

elevados de H2O2 y una baja actividad de las enzimas CAT y GPx (Sullivan-Gunn y Lewandowski 

2013). Los resultados de nuestro estudio en humanos muestran una reducción en la viabilidad 

celular, un incremento en la producción de O2
•-, la actividad de SOD, niveles de carbonilos 

proteicos, expresión de IL-6 y una disminución en la expresión génica de OGG1 y NRF2, por lo 

que se sugiere que la exposición a DEHP en cultivos primarios pudiera participar en procesos 

degenerativos de células musculares humanas, similares a la sarcopenia. En lobo marino de 

California, la sobreexpresión de IL-15 (p<0.05), gen asociado a la regeneración muscular (Nielsen 

et al. 2007), corresponde con la respuesta de las células musculares de esta especie, dirigida a la 

remoción de especies reactivas, activación de mecanismos de reparación y mantenimiento de la 

viabilidad celular del 79%. Asimismo, la sobreexpresión de IL-15 confirma los hallazgos de otros 

autores sobre la mayor capacidad antioxidante de los tejidos de diversas especies de mamíferos 

marinos con respecto a especies terrestres (Vázquez-Medina et al. 2006, 2012; Cantú-Medellín 

et al. 2011; Zenteno‐Savín et al. 2011; Allen et al. 2019). 
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Las diferentes respuestas entre las células del músculo esquelético del lobo marino de California 

y las humanas expuestas a DEHP (1 mM, 13 días) resaltan la eficacia del sistema de defensa 

antioxidante en los tejidos de mamíferos marinos, en los cuales el aumento de la producción de 

radical superóxido no induce necesariamente daño oxidativo ni altera toda la red antioxidante, 

lo que complementa la literatura existente sobre la preparación que tienen ciertas especies 

ante los retos del estrés oxidativo (Hermes-Lima y Storey 1993; Hermes-Lima et al. 1998, 2015; 

Giraud-Billoud et al. 2019). La respuesta diferencial a la exposición a DEHP entre especies 

(humanos y lobos marinos) sugiere que las adaptaciones fisiológicas, específicamente las 

defensas antioxidantes elevadas, observadas en los mamíferos buceadores para proteger sus 

tejidos del daño oxidativo derivado de los ciclos de isquemia/reperfusión (Zenteno‐Savín et al. 

2011), podrían permitirles hacer frente a otros factores estresantes que inducen estrés 

oxidativo, como los ftalatos y, potencialmente, otros contaminantes. Se requieren estudios 

adicionales para evaluar estas respuestas in vivo. 

 

8.4 Evaluación del índice de respuesta de biomarcadores integrado (IBR) en respuesta a la 
exposición a di (2-etilhexil) ftalato (DEHP) 
 

Se utilizó la respuesta antioxidante, producción de O2
•-, niveles de TBARS y carbonilos proteicos 

y expresión de genes relacionados al estrés oxidativo como biomarcadores de la exposición a 

ftalatos en cultivos primarios de músculo esquelético de humano y lobo marino de California. En 

humanos, los valores más altos de IBR en cultivos con DEHP fueron O2
•-, TBARS, carbonilos 

proteicos, SOD y GST; mientras que en lobo marino de California los valores más altos de IBR 

fueron dados por las variables O2
•-, TBARS, carbonilos proteicos, SOD, CAT, GPx y GST. Valores 

altos de IBR (mayor área en el gráfico) indican que un tratamiento utilizado, en el presente 

estudio la exposición a DEHP, se relaciona a un efecto tóxico mayor de un agente sobre las 

variables de interés (Baihetiyaer et al. 2023). En ambas especies, los indicadores de actividad 

enzimática, producción de O2
•- y niveles de daño oxidativo mostraron valores más elevados de 

IBR dentro de los cultivos tratados con DEHP (1 mM). Por otra parte, los valores de IBR 

obtenidos a partir de las variables de expresión génica fueron más altos dentro de los controles 

en comparación con los cultivos expuestos a DEHP para ambas especies. Esto nos habla de 
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diferencias en biomarcadores moleculares entre especies y entre tratamientos. A partir de 

nuestros resultados se sugiere que los biomarcadores que muestran mayor susceptibilidad a ser 

inhibidos podrían estarse reportando como valores bajos dentro de este índice, a pesar de que 

los efectos en las muestras de interés sean adversos. 

 

8.5 Comparación de la respuesta entre especies 
 

En los cultivos de células musculares de humano y lobo marino de California mantenidos bajo 

condiciones control, la actividad de SOD, producción de radical superóxido y niveles de 

carbonilos proteicos fueron las variables que permitieron distinguir entre especies. Por otra 

parte, únicamente la actividad de SOD y niveles de carbonilos proteicos fueron las variables que 

ayudan a diferenciar entre especies en los cultivos expuestos a DEHP (1 mM). Las diferencias 

entre especies presentadas en los grupos control y exposición a DEHP podrían deberse a niveles 

de antioxidantes endógenos más altos en mamíferos marinos (Cantú-Medellín et al. 2011; 

Vázquez-Medina et al. 2012), bajos niveles basales (condiciones control) de producción de 

especies reactivas en especies con mayor tasa metabólica (Salin et al. 2015), así como la 

capacidad para evitar o reparar el daño oxidativo a macromoléculas (Vázquez-Medina et al. 

2011; Allen y Vázquez-Medina 2019). En el presente estudio, el poder discriminante del ADL 

sugiere que es posible diferenciar la respuesta de cultivos celulares primarios de músculo 

esquelético de humano y de lobo marino de California y entre condiciones de cultivo control y 

exposición al plastificante DEHP en ambas especies. 

 

El presente estudio revela la importancia del músculo esquelético dentro de los procesos de 

biotransformación del DEHP. Por lo anterior, se sugiere hacer más estudios in vitro e in vivo para 

clarificar los mecanismos y vías específicas que conllevan a los efectos de DEHP en distintos 

tipos celulares y especies. Asimismo, los resultados del presente estudio sugieren que la 

exposición crónica al DEHP reduce la capacidad de proliferación de las células humanas del 

músculo esquelético, reduciendo la tasa de crecimiento hasta que la viabilidad celular no puede 

ser mantenida. Estos resultados revelan los efectos de la exposición a DEHP sobre la 

funcionalidad de las células musculares y la salud humana. Además, contribuye a clarificar los 
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efectos tóxicos de los ftalatos en tejidos con tasa metabólica elevada, como el músculo 

esquelético, el cual además representa un de los órganos con mayor superficie del cuerpo 

humano (Janssen et al. 2000; Hill y Olson 2012). Finalmente, la posibilidad de cultivar células 

musculares primarias de mamíferos marinos abre nuevas vías para el estudio de las 

adaptaciones metabólicas de estas especies ante el estrés oxidante inducido por agentes 

xenobióticos. 
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9. CONCLUSIONES 
 

 La exposición a DEHP (1 mM) durante 13 días produce cambios en la morfología del 

músculo esquelético de humano y lobo marino de California, incluyendo alteraciones en 

las membranas celular y nuclear, pérdida de volumen y producción de cuerpos de estrés. 

 La exposición a DEHP disminuyó la viabilidad celular y tasa de proliferación celular en 

ambas especies. 

 El DEHP incrementó el daño oxidativo a proteínas e indujo la activación de la fase II de 

detoxificación en células de músculo esquelético de humano. 

 El DEHP incrementó las defensas antioxidantes en células de músculo esquelético de 

lobo marino de California, lo que potencialmente contribuyó a evitar el daño oxidativo. 

 La exposición a DEHP aumentó la expresión de OGG1 en células musculares de lobo 

marino de California, induciendo la reparación del daño oxidativo al ADN. 

 Luego de 13 días de exposición, el DEHP incrementó la expresión de IL-15 en lobo 

marino de California e IL-6 en humano, sugiriendo la activación de vías de proliferación 

celular y degeneración muscular, respectivamente. 

 En humanos, se observaron diferencias significativas en la actividad catalítica de la GST, 

enzima que participa en los procesos de conjugación del DEHP. 

 En general, la exposición crónica a DEHP reduce la capacidad de proliferación y viabilidad 

de las células musculares de mamíferos. Los resultados de humano sugieren que el DEHP 

puede tener efectos tóxicos en tejidos con tasa metabólica elevada, como el músculo 

esquelético. La posibilidad de cultivar células musculares primarias de mamíferos 

marinos abre nuevas vías para el estudio de los efectos de los xenobióticos en estas 

especies. 
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11. ANEXOS 
Anexo A. Efectos de los ftalatos en tejidos de especies modelo 
Estrés oxidativo en diversos tejidos de humano y murinos inducido por la exposición in vivo e in vitro a ftalatos. 

Sujeto Exposición Tejido Ftalato Dosis ER Antioxidante Marcador de estrés Referencia 

Humano Ambiental Orina y 
suero 

MEHP - - - ↑GGT, ↑CRP Ferguson et 
al. (2011) MEHHP 

MEOHP 
MECPP 
MnBP 
MiBP 
MEP 
MBzP 
MCNP 

MCOP 
         
Humano Medio de 

cultivo 
Células 

placentari
as 

MEHP 11.25-
180 
µM 

H2O2 y 
·OH 

- ↑PTGS2, ↑GLRX2, 
↑TXNRD1, ↓DHCR24, 

SCARA3, PRNP and 
AOX1 

Tetz et al. 
(2013) 

Humano Ambiental Orina MMP 
MEP 

>20 µg 
kg-1 d-1 

- - ↑8-OHdG Guo et al. 
(2014) 

MCPP 
MBP 
MiBP 
MBzP 

ΣMEHP 
ΣFtalatos 

         
Humano Ambiental Orina MiBP - - - ↑MDA Kim et al 

(2014) MnBP 
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MEHP 
5-oxo-
MEHP 
5-OH-
MEHP 
MEP 

         
Humano Medio de 

cultivo 
Estroma 

endometri
al 

DEHP 10-
1000 
pmol 

↑ERO y 
*H2O2 

↓SOD, ↓GPx, 
↓CAT y  
↓HO-1 

- Cho et al. 
(2015) 

Humano Ambiental Orina MEHP - - - 8-isoprostane Ferguson et 
al. (2017) MECPP 

ΣDEHP 
MBzP 

MBP 
MiBP 
MEP 

MCPP 
         

Humano Ambiental Orina MEHP 
MEHHP 
MEOHP 
MnBP 
MBzP 
MiBP 
MEP 

- - - ↑8-OHdG Franken et al. 
(2017) 

         
Humano Ambiental Orina MMP - - - ↑MDA and ↑8-OHdG Dong et al. 

(2018) MEP 
MnBP 

MiBP 
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MBzP 
MEHP 

MEOHP 
MECPP 
MEHHP 
MCMHP 

         
Humano Ambiental Orina, 

células 
granulosas 

y semen 

MEP - H2O2 ↑CAT y 
↑Capacidad 
antioxidante 

total 

↑MDA and ↑8-OHdG Al-Saleh et al. 
(2019) 

MiBP 
MnBP 
MBzP 

MECPP 
MEHHP 

MEOHP 
MEHP 

         
Humano Ambiental Orina y 

plasma 
DEHP - - - ↑MDA, ↑8-OHdG and 

iNO 
Chang et al. 

(2019) 
   MEHP      
   MMP      
   MEP      

   MiBP      
         
   MnBP      
   MBzP      
   MEHHP      
   MEOHP      
   MECPP      
   MiNP      

   MiDP      
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Humano Ambiental Plasma DEHP 

MEHP 
- *H2O2 ↑GPx, ↑SOD, 

↑CAT y ↑TrxR 
↑MDA and ↑8-OHdG Gurdemir et 

al. (2019) 
         

Ratón Oral Hígado BCP 100-
400 

mg kg-1 
d-1 

- ↓SOD y ↓CAT ↑TBARS and ↑iNO Yavaşoğlu et 
al. (2014) 

Ratón Medio de 
cultivo 

Folículos 
ováricos 
antrales 

DEHP 1-100 
µg mL-

1 

↑ERO y 
↑ERN 

↓SOD, GPx y 
CAT 

- Wang et al. 
(2012) 

Ratón Medio de 
cultivoe 

Células de 
Leydig 

MEHP 0-400 
µM 

↑ERO (Agotado) GSH - Zhou et al. 
(2013) 

     ↓ERO (Adicionada) 
Vitamina E 

- 

Ratón Oral Plasma, 
cerebro y 

vaso 

DBP 0.45-
30 mg 
kg-1 d-1 

↑ERO ↓GSH ↑MDA Zuo et al. 
(2014) 

         

Ratón Medio de 
cultivo 

Células de 
Leydig 

DBP 10 µM ↑ERO GSH/GSSG (knockdown) Nrf2 Shen et al. 
(2015) 

     ↑ERO GSH/GSSG y 
↑HO-1 

↑Nrf2, ↑ NQO1 and 
PRDX6 

Ratón Dermal Oído DINP 1.4-
140 

mg kg-1 
d-1 

↑ERO ↓GSH ↑MDA Wu et al. 
(2015) 
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Ratón Oral Plasma, 
hígado y 

riñón 

DIDP 0.15-
150 

mg kg-1 
d-1 

↑ERO ↓GSH ↑MDA and ↑8-OHdG Chen et al. 
(2019) 

Ratón Medio de 
cultivo 

Células de 
Leydig y 
Sertoli  

DBP 0-50 
mg L-1 

↑ERO ↓SOD y ↓HO-1 ↓MDA, ↑Nrf2, 
↓ANXA5, ↑NQO1, 

↑ERK/p-ERK protein 

Zhang et al. 
(2019) 

Ratón Oral Plasma y 
fluido 

bronco-
alveolar 

DBP 40 mg 
kg-1 d-1 

- ↓GSH ↑MDA and ↑8-OHdG Zhou et al. 
(2020) 

Rata Oral Orina y 
testículos 

MBP 119.6-
192.4 

mg rat-

1 day-1 

- (Adicionada) 
Vitamina C y E 

↑8-OHdG Shono and 
Taguchi 
(2014) 

Rata Parenteral Aparato 
reprod. de 
machos y 
hembras 

DBP 100-
500 

mg kg-1 
d-1 

- ↓SOD, ↓GPx y 
↓CAT 

↑MDA Nelli and 
Pamanji 
(2017) 

         
Rata Oral Plasma DBP 0.5-50 

mg kg-1 
d-1 

↑ERO - ↑8-OHdG Wu et al. 
(2017) 

Rata Oral Hepatocit
os y 

fibroblast
os 

fibroblasts 

MEHP 0-200 
µM 

- ↓SOD, ↑AST y 
ALT 

↑TBARS Zhang et al. 
(2019) 

Rata Oral Plasma e 
hígado 

DEHP 500 
mg kg-1 

- ↓SOD y ↓GSH ↑MDA Zhao et al. 
(2019) 



124 

d-1 

*, Inferidas pero no cuantificadas; ∑, sumatoria de todos los metabolitos derivados del componente original; ↑, regulación hacía el incremente; ↓, regulación hacía decremento; RS, 
especies reactivas; ERO, especies reactivas de oxígeno; ERN, especies reactivas de nitrógeno; DEHP, di 2-ethylhexyl, ftalato; MEHP, mono 2-etilhexil, ftalato; MiBP, mono-isobutil ftalato; 
MnBP, mono-n-butil ftalato; 5-oxo-MEHP, mono 2-etil-5-oxohexil, ftalato; 5-OH-MEHP, mono 2-ethyl-5-hydroxyhexyl, ftalato; MEP, monoethyl ftalato; MEHHP, mono 2-ethyl-5-
hydroxyhexyl, ftalato; MEOHP, mono 2-ethyl-5-oxohexil, ftalato; MBzP, mono-benzil ftalato; MMP, mono-methil ftalato; MCPP, mono-3-carboxipropil ftalato; MECPP, mono-5-carboxi-2-
etilpentil ftalato; MBP, mono-nbutil ftalato; MiNP, mono-isononil ftalato; MiDP, mono-isodecil ftalato; MCMHP, mono-2-carboximetil-hexil ftalato; BCP, di 2-butoxietil, ftalato; DBP, 
dibutil ftalato; MCNP, mono-carboxiisononil ftalato; MCOP, mono-carboxioctyl ftalato; DiNP, di-isononil ftalato; DiDP, di-isodecil ftalato; GPx, glutatión peroxidasa; SOD, superoxido 
dismutasa; CAT, catalasa; GSH, Glutatión reducido; GSSG, glutatión oxidado; GGT, gamma glutamiltransferasa; CRP, proteína C-reactiva; AST, aspartato aminotransferasa; ALT, alanina 
aminotransferasa; TrxR, tiorredoxina reductasa; MDA, malondialdehido; 8-OHdG, 8‑hidroxi‑2′‑deoxiguanosina; PTGS2, prostaglandina-endoperóxido sintasa 2; GLRX2, glutaredoxina 2; 
TXNRD1, tioredoxina reductasa 1; DHCR24, 24-dehidrocholesterol reductasa; SCARA3, receptor eliminador clase A miembro 3 ; PRNP, proteína priónica; AOX1, aldehído oxidasa 1; iNOS, 
inducible óxido nítrico sintetasa; Nrf2, actor nuclear 2 derivado del eritroide 2; ANXA5, anexina A5; NQO1, nicotinamida adenina dinucleótido fosfato; ERK, quinasa regulada por señales 
extracelulares; p-ERK, fosfo-ERK; HO-1, hemooxigenasa-1; NQO1, nicotinamida adenina dinucleótido fosfato quinona oxidorreductasa 1; PRDX6, peroxirredoxina 6; TBARS, sustancias 
reactivas al ácido tiobarbitúrico. 
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Anexo B. Consentimiento informado 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL 

UNIDAD DE EDUCACIÓN, INVESTIGACIÓN 

 Y POLITICAS DE SALUD 

COORDINACIÓN DE INVESTIGACIÓN EN SALUD 

 

Carta de consentimiento informado para participación en 

protocolos de investigación (adultos) 

 

 

Nombre del estudio: Evaluación del daño oxidativo y/o afectación de mecanismos de detoxificación en células 

musculares en cultivos primarios en respuesta a la exposición a contaminantes 

asociados a plásticos, como el di(2-etilhexil) ftalato (DEHP) 

Patrocinador externo (si aplica):  

Lugar y fecha: Guadalajara Jalisco México 21 octubre 2019 

Número de registro institucional:  

Justificación y objetivo del estudio:  El estudio tiene como objetivo el Evaluar si los contaminantes asociados a plásticos, 

como el di(2-etilhexil) ftalato (DEHP), inducen daño oxidativo y/o afectan los mecanismos 

de detoxificación en células musculares en cultivos primarios humano. Usted ha sido 

invitada a participar en este estudio porque pensamos que pudiera ser un buen 

candidato para participar en este proyecto. Estudiaremos cual es la respuesta de los 

contaminantes y en especial los asociados a los plásticos los cuales están presentes en 

la vida moderna.  Al igual que usted, serán invitada otra persona más a participar. Su 

participación en este estudio es completamente voluntaria. Por favor lea la información 

que le proporcionamos, y haga las preguntas que desee antes de decidir si desea o no 

participar. 

Procedimientos: Se recolectará no más de 2 g de tejido muscular (del tamaño de un frijol) durante la 

cirugía que usted tiene programada.   

Si usted acepta participar ocurrirá lo siguiente: 

• Le pediremos nos done 2 grs de tejido muscular el cual quedará expuesto en el 

momento de su cirugía este se depositará en un recipiente que será facilitado por el 

equipo. 

Posibles riesgos y molestias:  • Esto no cambia en nada la técnica de abordaje previamente planeada por su 

cirujano. 

• No incrementa el riesgo anestésico ni quirúrgico  

• No le ocasionara ninguna más molestia inherente a la misma cirugía que le 

están realizando.    

Posibles beneficios que recibirá al participar 

en el estudio: 

No recibirá un pago por su participación en este estudio, ni implica gasto alguno para 

usted. 

No recibirá ningún beneficio directo al participar en este estudio. 

Si bien los beneficios directos para usted pudieran no existir, los resultados del presente 

estudio contribuirán al avance en el conocimiento de la cadena causal de los riesgos 

para la salud que los contaminantes abióticos en especial de los relacionados a los 

plásticos representan para la población en general. Además, los resultados de este 

estudio brindarán información relevante para el mejor manejo de la exposición a plásticos 
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y aportara información de gran utilidad para futuros programas de prevención primaria y 

secundaria. 

Información sobre resultados y alternativas 

de tratamiento: 

Los resultados de los trabajos realizados se les hará llegar en forma escrita 

Participación o retiro: Su participación en este estudio es completamente voluntaria. Si en un principio desea 

participar y posteriormente cambia de opinión, usted puede abandonar el estudio en 

cualquier momento. El abandonar el estudio en momento que quiera no modificará de 

ninguna manera el que nosotros le brindemos los resultados hasta el momento 

recabados. 

Privacidad y confidencialidad: La información que se obtenga como parte de este estudio es estrictamente confidencial. 

La información que nos proporcione que pudiera ser utilizada para identificarla/o, (su 

nombre, teléfono y dirección) será guardada de manera confidencial. Sus datos 

personales y sus resultados serán guardados en un archivero bajo llave en las oficinas 

del área de investigación del Instituto Mexicano del Seguro Social, en el CIBO 

Guadalajara Jalisco México. Sólo el equipo de investigación tendrá acceso a su 

información.  

Sólo el equipo de investigadores que se encuentran participando en este estudio sabrá 

que usted ha sido incluida en la investigación. Sin embargo, nadie más tendrá acceso a 

la información sobre usted, o que usted nos proporcione durante su participación en este 

estudio, al menos de que usted así lo desee. Sólo proporcionaremos su información si 

fuera necesario para proteger sus derechos o bienestar (por ejemplo, si llegara a sufrir 

algún daño físico o si llegara a necesitar cuidados de emergencia): o si lo requiere la ley. 

Cuando los resultados de este estudio sean publicados o presentados en conferencias, 

no se dará información que pudiera revelar su identidad. Su identidad será protegida y 

ocultada. Para proteger su identidad, su nombre y toda información que pudiera ser 

utilizada para identificarla/o no estará vinculada con la información que nos proporcione 

en la entrevista y con los resultados de sus estudios de gabinete y laboratorio. Le 

asignaremos un número que utilizaremos para identificar sus datos, y usaremos ese 

número en lugar de su nombre en nuestras bases de datos. Guardaremos toda su 

información en bases de datos seguras que estarán protegidas por una clave de acceso. 

Toda la información será destruida 5 años después de concluir el estudio. 

Declaración de consentimiento: 

Después de heber leído y habiéndoseme explicado todas mis dudas acerca de este estudio: 

           No acepto participar en el estudio. 

 Si acepto participar y que se tome la muestra solo para este estudio. 

 Si acepto participar y que se tome la muestra para este estudios y estudios futuros, conservando su tejido muscular hasta 

por __2_ años tras lo cual se destruirá la misma. 

 

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podrá dirigirse a: 

Investigadora o Investigador Responsable: Dr Oscar Kurt Bitzer Quintero teléfono 33 1605 6856  

Colaboradores: Si tiene preguntas o quiere hablar con alguien sobre este estudio de investigación puede 

comunicarse de 8:00 a 20:00 hrs, de lunes a viernes con el Dr. Ramón Gaxiola Robles, 

que es el investigador responsable del área médica, al teléfono: 612 3485229 en el 

Hospital General de Zona No 1 del IMSS ubicado en Boulevard 5 de febrero esquina 

Héroes de la Independencia, Colonia Centro, La Paz Baja California Sur, Cod Postal 

23000. Teléfono. - 612 12 27377. E-mail: ramon.gaxiola@imss.gob.mx 
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En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podrá dirigirse a: Comité Local de Ética de Investigación en Salud 

del CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720. 

Teléfono (55) 56 27 69 00 extensión 21230, correo electrónico: comiteeticainv.imss@gmail.com 

 

 

 

 

Nombre y firma del participante 
 

 

 

 

 Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento 

 

Testigo 1 

 

 

 

Nombre, dirección, relación y firma 

 

Testigo 2 

 

 

 

Nombre, dirección, relación y firma 

 

Este formato constituye una guía que deberá completarse de acuerdo con las características propias de cada protocolo de investigación, 

sin omitir información relevante del estudio. 

Clave: 2810-009-013 

 

 

mailto:comiteeticainv.imss@gmail.com
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Anexo C. Aprobación del proyecto por parte del IMSS 
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Anexo D. Mix de reacción y programa de amplificación por PCR punto final. 
PCR punto final 

Reactivos 
Vol. de reacción 

(µL) 
 

Programa de PCR 

Buffer para PCR 10X 1.25    Temperatura (°C) Tiempo (min) 

MgCl2 50 mM 0.375 
  Desnaturalización 

inicial 
95 2 

dNTP’s mix 0.25  

3
4

 c
ic

lo
s Desnaturalización 95 30 

Oligo sentido 0.625  Alineación 60 30 

Oligo antisentido 0.625 
 

Extensión 72 45 

ADN polimerasa  0.125   Extensión final 72 5 

cDNA  1   

Almacenamiento -20 ∞ H2O miliq 8.25  

Total 12.5  

Retrotranscripción 

Reactivos 
Vol. de reacción 

(µL) 
 

Incubadora 

Agua DEPC 5.3    Temperatura (°C) Tiempo (min) 

Buffer de rxn 5X 4.0   
Ciclos de 
incubación 

25 10 

MgCl2 25 mM 2.4   45 60 

dNTP’s mix 10 nM 1   90 5 

RNasin® 
recombinante 

0.5 
  

Almacenamiento -20 ∞ 

Transcriptasa 
reversa (RT) 

0.8 
  

   

Oligo dT 15 2      

RNA (1 µg µL
-1

) 10      

Total 28      

qPCR 

Reactivos 
Vol. de reacción 

(µL) 
 

Programa de qPCR 

Ssofast 5    Temperatura (°C) Tiempo 

cDNA  1 
  Desnaturalización 

inicial 
95 5 min 

Oligo sentido 0.3  

3
9

 c
ic

lo
s 

Desnaturalización 95 15 s 

Oligo antisentido 0.3 
 

Alineación 
57,59,60,61,62,63 o 

64 
15 s 

H2O miliq 3.4 
 

Extensión 72 15 s 

Total 10   Curva de cambio 
en la absorbancia 

60 
5 s 

    95/0.5 incremento 

   Almacenar -20 ∞ 

 

 

 


	Articulos.pdf
	“Oxidative stress induced by phthalates in mammals: State of the art and potential biomarkers”
	1 Introduction
	2 Methods
	3 Results
	3.1 Environmental exposure to phthalates by humans
	3.2 Reproductive pathologies
	3.3 Respiratory pathologies
	3.4 Hepatic pathologies
	3.5 Neurological pathologies
	3.6 Additional effects

	4 Discussion
	4.1 Sources of exposure to phthalates
	4.2 Oxidative stress induced by phthalates
	4.3 Biomarkers of oxidative stress in human, rat and mice samples

	5 Conclusions
	Declaration of competing interest
	Acknowledgments
	References

	DEHP exposure impairs human skeletal muscle cell proliferation in primary culture conditions: preliminary study
	Abstract 
	Graphical abstract 

	Introduction
	Materials and methods
	Sample collection
	Primary cell isolation and culture
	Cell viability at different di (2-ethylhexyl) phthalate (DEHP) doses
	Di (2-ethylhexyl) phthalate (DEHP) bioassay
	Cell morphology, proliferation, and regeneration capacity
	Statistical analyses

	Results
	Di (2-ethylhexyl) phthalate (DEHP) induces morphological changes in human skeletal muscle cells in primary culture
	Di (2-ethylhexyl) phthalate (DEHP) reduces human skeletal muscle cell proliferation under primary culture conditions

	Discussion
	Conclusion
	Acknowledgements 
	References





