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RESUMEN 

 

p,p´-Diclorodifenildicloroetileno (DDE) es el metabolito más estable del 

insecticida organoclorado p,p´-diclorodifeniltricloroetano (DDT) y  ha sido 

detectado en poblaciones humanas que habitan zonas endémicas de paludismo 

en México donde este insecticida fue usado. DDE induce apoptosis en células 

mononucleares de sangre periférica (CMN); sin embargo, el mecanismo 

molecular de muerte celular inducido por este compuesto no es del todo 

comprendido. En el presente estudio, se aislaron CMN a partir de individuos 

sanos (no expuestos a DDE) y se incubaron con diferentes concentraciones de 

p,p´-DDE (0-80 µg/ml) y a diferentes tiempos. Cuando las CMN fueron tratadas 

con bajas concentraciones de p,p´-DDE (10 µg/ml), se indujo una respuesta 

antioxidante y se detectaron marcadores de inflamación indicando un estado 

pro-inflamatorio. En cambio, cuando las CMN fueron tratadas con altas 

concentraciones de p,p´-DDE (80 µg/ml), se dispararon varios eventos 

bioquímicos apoptóticos como son: activación de caspasa 8, Bid, caspasa 9 y 

cascasa 3 así como degradación de PARP y ubiquitinación. Los resultados 

descritos en este estudio muestran una posible condición inflamatoria y el 

involucramiento de la vía intrínseca y extrínseca en la inducción de apoptosis 

por DDE en CMN. 
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INTRODUCCIÓN 

 

El DDT [1,1-bis(p-clorofenil)-2,2,2-tricloroetano] fue el plaguicida organoclorado 

más utilizado en el mundo. Es considerado un contaminante de alta persistencia 

debido a que su vida media puede superar los 15 años según sean las 

condiciones ambientales (ATSDR, 2002; Turusov et al., 2002). Los seres 

humanos son expuestos a este plaguicida principalmente a través de la 

ingestión de alimentos contaminados. El DDT es metabolizado por el sistema 

microsomal CYP generándose dos principales metabolitos: p,p´-DDD y p.p´-

DDE siendo éste último el más estable (Kelner et al., 1986; Kitamura et al., 

2002). Estos compuestos son altamente lipofílicos (p,p´-DDD<p,p´-

DDT<p,p´DDE) por lo que se acumulan en tejidos adiposos (Kelner et al., 

1986; Morgan et al., 1971).  

 

A pesar de que el uso del DDT ha sido prohibido en México desde 1999, se ha 

detectado junto con sus metabolitos en matrices ambientales (suelo y 

sedimento) así como en matrices biológicas (peces y sangre humana) en zonas 

donde este plaguicida tuvo un uso agricultura y para el  combate del paludismo 

(Stapleton, 1998, Yáñez et al., 2004). p,p´-DDE es el metabolito que se ha 

encontrado en mayor concentración (Yáñez et al., 2004). Un estudio realizado 

en niños de áreas con incidencia de paludismo en el estado de Chiapas, reportó 

una concentración media de p,p´-DDE en sangre de 58.2 μg/l (Herrera-Portugal 

et al., 2005). Se han obtenido resultados muy similares en otros estudios donde 

se detectó p,p´-DDE en todas las muestras de sangre de niños habitantes de 
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áreas de alto riesgo de exposición a DDT en nueve estados de la república 

mexicana (Trejo-Acevedo et al., 2009), por lo que la alta persistencia ambiental 

y biológica de este metabolito compete a la problemática  de salud pública en 

México. (López-Carrillo et al., 1996).    

 

Además, la exposición a p,p´-DDE se ha relacionado con daño a la salud 

humana asociándose con neurotoxicidad (Colosio et al., 2003; Ribas-Fito et al., 

2003), desorganización endocrina al modificar la interacción con receptores 

hormonales (Li et al., 2008) y alteraciones en el sistema reproductivo al actuar 

como anti-estrógeno (De Jager et al., 2006). 

 

Estudios más recientes han mostrado que el DDT y sus metabolitos son capaces 

de inducir apoptosis en células mononucleares de sangre periférica a través de 

la producción de especies reactivas de oxígeno (Pérez-Maldonado et al., 2004; 

Pérez-Maldonado et al., 2005). Además, se encontró una asociación entre el 

porcentaje de células apoptóticas y los niveles de DDE en sangre de niños 

expuestos (Pérez-Maldonado et al., 2004 y 2006). Sin embargo, los 

mecanismos moleculares de apoptosis inducidos por el DDT y sus metabolitos 

siguen siendo estudiados.  

 

El principal objetivo de este trabajo fue elucidar los mecanismos moleculares de 

apoptosis inducidos por el metabolito más estable del DDT: el p,p´-DDE. Los 

primeros estudios in vitro permitirán reconocer moléculas clave que podrían 
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utilizarse como marcadores moleculares de exposición y/o efecto en 

poblaciones expuestas a estos contaminantes.  

 

A partir de una curva dosis-respuesta en donde fueron estudiadas diferentes 

concentraciones de p,p´-DDE sobre un cultivo de CMN, se seleccionaron dos 

concentraciones para ser evaluadas (10 y 80 µg/ml) a diferentes intervalos de 

tiempo.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Cultivo de CMN.  Las células mononucleares de sangre periférica fueron 

aisladas a partir de sangre heparinizada de diez voluntarios sanos de entre 20 y 

30 años de edad nunca expuestos a DDT por medio de una centrifugación en 

gradiente de densidad Ficoll–Hypaque (Sigma, St Louis, MO, USA). Después de 

un lavado con solución salina de buffer-fosfatos (PBS), las células 

mononucleares fueron colocadas en frascos de cultivo de 25 cm2 a una 

densidad de  1X106 cel/ml suspendidas  en RPMI 1640 (Diagnostic Inc., 

Mequon, WI, USA) suplementado con suero bovino fetal al 10%,  L-glutamina 2 

mM, penicilina 50 U/ml y estreptomicina 50 mg/ml (Gibco Invitrogen 

Corporation, Carlsbad, CA, USA) incubándose por lo menos 24 h a 37ºC con 5% 

de CO2 antes de los tratamientos con p,p´-DDE. 

 

Cultivo de células Jurkat. A partir de células criopreservadas de la línea de 

leucemia humana Jurkat T (ATCC: CLR-1990), se obtuvo un cultivo en medio  

RPMI 1640 (Diagnostic Inc., Mequon, WI, USA) suplementado con suero bovino 

fetal al 10%,  L-glutamina 2 mM, penicilina 50 U/ml y estreptomicina 50 mg/ml 

(Gibco Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA) en frascos de cultivo de 25 

cm2 a una densidad de  1X106 cel/ml. Las células se incubaron por 24 h a 37ºC 

con 5% de CO2 y posteriormente fueron tratadas con diferentes 

concentraciones de p,p´-DDE. 
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Exposición a p,p´-DDE. Se preparó una solución de p,p´-DDE disuelta en 

acetona a una concentración de 100 mg/ml la cual fue almacenada a 4ºC hasta 

su utilización.  Las células fueron tratadas con esta solución a diferentes 

diluciones para alcanzar una concentración final de 10, 20, 30, 40, 60 y 80 

μg/ml (Yáñez et al., 2004; Pérez-Maldonado et al., 2004). Para evitar efectos 

por la acetona sobre las células, la concentración del vehículo no excedió de 0.5 

% en el medio. Como control positivo de apoptosis se utilizó  arsenito de sodio 

10 µM (De la Fuente et al., 2002). Los compuestos químicos empleados fueron 

de Sigma Chemical Company (St Louis, MO, USA). 

 

Viabilidad celular. La viabilidad celular fue determinada con el ensayo del  3-

[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil bromuro de tetrazolio (MTT) (Mosmann, 

1983). En breve, la densidad fue ajustada a 1X104 células por pozo e incubadas 

durante un tiempo máximo de 24 h en placas de 96 pozos de fondo plano a un 

volumen final de 200 μl por pozo sólo con medio de cultivo (control), con medio 

más acetona al 0.5% (control de vehículo) o concentraciones incrementadas de 

p,p´-DDE (0–80 μg/ml). Después del tiempo de incubación, se añadieron 20 μl 

por pozo de reactivo MTT (CellTiter 96 ® PROMEGA, Madison, WI, USA) y se 

incubaron por 4 h. La densidad óptica fue medida en un espectrofotómetro 

multiwell scanning (Beckman Coulter DU 640) a 490 nm. La viabilidad celular 

fue definida en términos de porcentaje considerando el 100%  de viabilidad al 

valor numérico obtenido con el control de vehículo. Todos los tratamientos 
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fueron comparados con el control aplicando un análisis de varianza (ANOVA) de 

una vía seguido por una prueba de Dunnett. 

 

Aislamiento de ARN. Las células mononucleares fueron suspendidas en 3 ml 

de medio RPMI (3X106 células) en frascos de 25 cm2 durante 0, 1, 2, 3 y 4 h y 

tratadas con 10 y 80 μg/ml de p,p´-DDE (Yáñez et al., 2004; Pérez-Maldonado 

et al., 2004). Después del periodo de incubación, las células fueron colectadas 

por centrifugación y lavadas con PBS para el aislamiento de ARN total el cual se 

realizó con columnas  RNeasy Mini Spin (Qiagen, Inc, Valencia, CA, USA). La 

concentración de ARN fue determinada por análisis espectrofotométrico a 260 

nm. La calidad del ARN fue evaluada por electroforesis en gel de agarosa al 1% 

y las muestras fueron almacenadas a -80ºC hasta su uso. 

 

Síntesis de ADNc y  RT-PCR tiempo real. El ADNc se sintetizó utilizando un 

Kit de transcipción en reversa (Applied Biosystems) siguiendo el protocolo 

sugerido por el fabricante. Las sondas Taqman ® y los oligos para los ensayos 

de expresión de genes fueron de Applied Biosystems (Foster City, CA) y son 

especificados a continuación: p53, Hs00153349_m1; Bax, Hs00180269; Bcl-2, 

Hs00153350;  SOD1, Hs00166575_m1; TNFα Hs00174128_m1; NFκB1, 

Hs00231653_m1; GAPDH, Hs99999905_m1. Las reacciones de PCR fueron 

realizadas en placas de 96 pozos  de claridad óptica y en un termociclador ABI 

9000 (Applied Biosystems). Las condiciones de PCR fueron: 95ºC por 3 min 

seguido por 40 ciclos de 94ºC por 20 seg, 55ºC por 20 seg y 72ºC por 20 seg. 
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Todas las reacciones de PCR se realizaron por triplicado con al menos un 

control positivo y uno negativo. Para verificar la reproducibilidad de los 

resultados se realizaron tres experimentos independientes. Se construyó una 

curva estándar relacionando el ciclo umbral (Ct) con el número de copias del 

templado, determinado el Ct de cada gene con el Software del termociclador. 

La concentración del transcrito de cada gen fue calculada usando la curva 

estándar y ajustando a la expresión de GAPDH como control endógeno para 

normalizar la expresión de los genes estudiados. Se consideró expresión 

diferencial cuando: i) hubo un cambio mínimo de dos veces con respecto al 

control, ii) hubo diferencias en el nivel de expresión entre los tratamientos con 

p,p´-DDE (10 y 80 μg/ml) vs. control con una significancia estadística de P < 

0.05  y dando un valor arbitrario al control de 1. 

 

Extracción de proteínas y western blot. Las células cultivadas en medio 

RPMI (3X106) fueron colectadas por centrifugación después de exponerse a 

diferentes concentraciones de p,p´-DDE (0-80 μg/ml) durante 1, 2, 3 y 4 h. 

Después de lavarlas con PBS frío, se lisaron con 200 µl de solución 

amortiguadora para radioinmunoprecipitación (RIPA) cuya composición es la 

siguiente: Tris-HCl 50 mm, pH 7.4, NP-40 al 1%, deoxicolato de sodio al 

0.25%, NaCl 150 mm y EDTA 1mM. A esta solución se le adicionó una mezcla 

de inhibidores de proteasas  (Sigma, St. Louis, MO, USA) y ortovanadato de 

sodio 2 mM (Sigma-Aldrich) como inhibidor de fosfatasas, ambos se adicionan a 

la solución RIPA justo antes de utilizarse. Las muestras fueron sometidas a 
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ultrasonido y centrifugadas a 14,000 rpm por 10 min a 4°C. La concentración 

de proteínas se determinó en el sobrenadante utilizando ácido bicinconínico 

(BCA, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) y se prepararon alícuotas con 20 µg de 

proteína cada una almacenándose a -80ºC hasta su utilización. Para el análisis 

de western blot, 20 µg de cada muestra se incubaron en baño maría por 5 min 

con volúmenes iguales de buffer de carga (5mmol/l Tris-HCl, 10% SDS, 10% 

glicerol, 10% β-mercaptoetanol y 2mg/ml de azul de bromofenol). De 

inmediato, las muestras fueron cargadas en un gel de poliacrilamida en 

condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) al 12 % y transferidas a membranas 

de PVDF (Millipore, Bedford, MA, USA) para ser bloqueadas por una hora en 

una solución de leche en polvo descremada al 5 % disuelta en amortiguador 

salino Tris-Tween-20 (TBST). Las membranas fueron incubadas por 1 h a 

temperatura ambiente con el anticuerpo primario contra PARP1 (Cell Signaling 

Technology, Inc., dilución 1/1000), Bax (Santa Cruz Biotechnologies, Inc., 

dilución 1/2000), Bcl-2 (Santa Cruz Biotechnologies, Inc., dilución 1/2000), Bid 

(Cell Signaling Technology, Inc., dilución 1/800), caspasa-8 (Cell Signaling 

Technology, Inc., dilución 1/1000), caspasa-9 (Cell Signaling Technology, Inc., 

dilución 1/800), caspasa-3 (Cell Signaling Technology, Inc.,  dilución 1/1000), 

ubiquitina (Cell Signaling Technology, Inc., dilución 1/1500), p-IkB-α Ser 32 

(Cell Signaling Technology, Inc., dilución 1/1500), COX-2 (Cayman Chemical, 

Inc., Ann Arbor, MI, dilución 1/1000) SOD1 (Cell Signaling Technology, Inc., 

dilución 1/2000), y GAPDH usado como control de carga (Calbiochem, dilución 

1/3000). Para la detección de los anticuerpos primarios, se usaron anticuerpos 

secundarios ligados a peroxidasa de rábano por detección quimioluminiscente 
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(ECL) y sustrato (Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL, USA). Las películas 

reveladas fueron analizadas por densitometría usando un densitómetro de 

imágenes GS-710 (Bio-Rad, Hercules, CA) en modo de transmitancia. 

 

Análisis estadístico. Los datos del ensayo MTT , RT-PCRq  tiempo real y las 

densitometrías fueron expresados como el promedio de tres réplicas ± DE. Para 

evaluar las diferencias a lo largo del tiempo (0, 1, 2, 3 y 4 h) a dosis fijas de 

p,p´-DDE (10 y 80 μg/ml),  se aplicó un análisis de varianza de una vía 

(ANOVA) seguido de la prueba post-hoc Tukey. La expresión diferencial de 

genes con 10 y 80 μg/ml de p,p´-DDE vs. control a tiempos fijos de exposición, 

fue analizada con la prueba t de Student. El análisis de los datos se realizó en el 

software GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). 
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RESULTADOS 

Efectos citotóxicos de p,p´-DDE sobre células mononucleares de 

sangre periférica a las 24 h de exposición. El intervalo de concentración 

para evaluar la citotoxicidad fue de 10 a 80 µg/ml de p,p´-DDE debido a que ha 

sido  demostrado que 80 µg/ml y 100 µg/ml de p,p´-DDE son suficientes para 

producir un efecto máximo de genotoxicidad, estrés oxidativo y apoptosis sobre 

células mononucleares de sangre periférica a 24 h de exposición in vitro (Pérez-

Maldonado et al., 2004 y 2005; Yáñez et al., 2004). Se añadieron diferentes 

concentraciones de p,p´-DDE a los cultivos de las CMN (10, 20, 30, 40, 60 y 80 

µg/ml). Después de 24 h de tratamiento, la citotoxicidad fue evaluada con el 

ensayo de MTT (Figura 1). La dosis más alta evaluada (80 µg/ml) tuvo un 

efecto notable sobre las CMN reduciendo la viabilidad celular a más del 50%, 

mientras que la más baja (10 µg/ml) sólo redujo la viabilidad a menos del 20%. 

Sin embargo, esta diferencia fue significativa en relación al control (p<0.01). 

Ambas concentraciones de p,p´-DDE fueron usadas para inducir  mecanismos 

apoptóticos y expresión diferencial de genes después de  tiempos cortos de 

exposición (1, 2, 3 y 4 h). 

 

Efectos citotóxicos de p,p´-DDE sobre células Jurkat a las 24 h de 

exposición. Con el fin de comprobar la resistencia citotóxica de las CMN  

frente a las células Jurkat (Won et al.,  2006), decidimos medir el efecto del 

p,p´-DDE sobre ambos tipos celulares. Las concentraciones probadas de p,p´-

DDE fueron las mismas que para las CMN, evaluando también la viabilidad por 
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medio del ensayo  MTT.  La figura 1 muestra la viabilidad después de 24 h de 

incubación. A bajas dosis de p,p´-DDE no hubo un efecto sobre las CMN (10-20 

µg/mL) comparado con las células Jurkat T, las cuales declinaron a las mismas 

concentraciones. Esto fue confirmado por inmunodetección de PARP escindida 

lo cual fue un evento que ocurrió 1 h antes de observarse en las CMN (Figura 

2).  

 

Sistemas de defensa antioxidante desencadenados por p,p´-DDE. 

Debido a que tanto el DDT y sus metabolitos inducen estrés oxidativo (Pérez-

Maldonado et al., 2005), en nuestro estudio determinamos una respuesta 

enzimática antioxidante a p,p´-DDE. La superóxido dismutasa (SOD1) es una 

enzima constitutiva la cual representa el noventa por ciento de la actividad  

total de SOD celular (Noor et al., 2002). La expresión diferencial del gene SOD1 

fue observada sólo al primer y al tercer tiempo de incubación (1 y 3 h) con 80 

µg/ml, observando el efecto máximo a la primera hora de exposición (Figura 3-

A). Sin embargo, la proteína SOD1 no fue inducida significativamente con 80 

µg/ml (datos no mostrados). Interesantemente, los niveles de proteína de 

SOD1 se incrementaron y se mantuvieron después de 2 h de exposición a 10 

µg/ml de p,p´-DDE (Figura 3-B).  

 

p,p´-DDE Induce la sobreexpresión de biomarcadores de inflamación 

en las CMN. Considerando que el estrés oxidativo y la inflamación son eventos 

estrechamente relacionados (Eblin et al., 2007), se consideró medir COX-2 el 

cual ha sido relacionado con un estatus inflamatorio (Vane et al., 1998). 
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Tomando en cuenta que la proteína SOD1 se sobreexpresó con bajas 

concentraciones de p,p´-DDE (10 µg/ml), decidimos realizar un western blot a 

partir de un lisado de CMN tratados con 10 µg/ml de p,p´-DDE para evaluar la 

inducción de COX-2, el resultado fue un aumento en la expresión a 1 h de 

exposición con un máximo efecto a las 2 h (Figura 4-A). Los resultados 

obtenidos con 80 µg/ml de p,p´-DDE no fueron significativamente diferentes a 

los resultados obtenidos con 10 µg/ml de p,p´-DDE (datos no mostrados). 

Contradictoriamente, los genes de TNF-α y NFkB sólo fueron inducidos con 80 

µg/ml de p,p´-DDE (Figura 4-B). Sin embargo, aunque el gene de NFkB no fue 

inducido a bajas dosis, la forma fosforilada de su inhibidor (fosfo-IkBα) fue 

detectada en lisados celulares por western blot con 10 µg/ml de p,p´-DDE 

indicando la activación de NFkB (Figura 4-C). Lo anterior sugiere un mecanismo 

diferente de activación de NFkB independiente de la expresión de TNFα (Deng 

et al., 2000; Yao et al., 2007).  

 

Activación de poli-ubiquitinación por p,p´- DDE. Como es sabido, la 

ubiquitinación y la degradación por el proteosoma son procesos relacionados  

con la muerte celular, los lisados celulares fueron analizados vía western blot 

usando anticuerpos anti-ubiquitina a fin de determinar si las proteínas estaban 

sufriendo esta modificación postraduccional. Se observó poli-ubiquitinación 

inducida por p,p´-DDE de manera dependiente del tiempo y la concentración 

(Figura 5).  
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Activación de la cascada de caspasas y escisión de PARP1.  Las células 

mononucleares fueron incubadas a 37°C por 0-4 h en la presencia de 10 y 80 

μg/ml de p,p´-DDE. Posteriormente, los lisados celulares fueron obtenidos para 

análisis por western blot. La caspasa 8, Bid escindida, las caspasas 9 y 3 fueron 

reconocidos con sólo 80 μg/ml de p,p´-DDE después de 1 h de incubación 

(Figura 6). PARP escindida (un marcador temprano de apoptosis) fue también 

inmunodetectado bajo las mismas condiciones.  

 

Inducción de genes apopóticos por p,p´-DDE. Trabajos previos han 

demostrado que p,p´-DDE causa daño al ADN en diferentes líneas celulares 

incluyendo linfocitos humanos (Binelli et al., 2008; Ennaceur et al., 2008; 

Yáñez, et al., 2004). El estrés genotóxico induce apoptosis via p53 (Clifford et 

al., 2003). Por lo anterior, se decidió medir los niveles de expresión de ARNm 

de p53, Bax y Bcl-2 en CMN expuestas a 10 y 80 μg/ml de p,p´-DDE después 

de 1, 2, 3 y 4 h de incubación. Una expresión diferencial significativa de los 

genes de p53 y Bax fue detectada sólo después de 1 h de exposición con  80 

μg/ml (Figura 7-A). Interesantemente, el gene de Bcl-2 fue inducido a lo largo 

del tiempo con 80 μg/ml de p,p´-DDE, a pesar de que Bcl-2 tiene efectos 

antiapoptóticos. Considerando los efectos antagónicos de ambos genes, se 

calculó la relación Bax/Bcl-2 la cual puede considerarse como un indicador de 

muerte celular (Adams et al., 1998) y se hizo sólo con 80 μg/ml de p,p´-DDE. 

Esta relación fue obtenida dividiendo la expresión relativa de ARNm de Bax 

entre la expresión relativa de ARNm de Bcl-2. 80 μg/ml de p,p´-DDE tuvieron 

un decremento progresivo en la relación Bax/Bcl-2 durante las tres primeras 
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horas de exposición (Figura 7-B). Las proteínas de Bcl-2 y Bax fueron también 

sobreexpresadas, esto fue confirmado cuando los lisados de las CMN expuestas 

a 80 μg/ml de p,p´-DDE fueron analizadas por western blot (Figura 7-C). 
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DISCUSIÓN  

 

Aunque es bien sabido que el DDT y sus metabolitos causan apoptosis en 

diferentes líneas celulares (Greenlee et al., 1999; Pérez-Maldonado et al., 2005; 

Tebourbi et al., 1998), los mecanismos de apoptosis no son del todo claros. 

 

En este estudio, se utilizaron dos concentraciones de p,p´-DDE para examinar 

la respuesta de las CMN a este compuesto químico. Efectos notables fueron 

observados en las primeras 4 h de exposición. Los resultados son diferentes 

dependiendo de los marcadores moleculares estudiados.  A dosis bajas (10 

µg/ml) se observó estrés oxidativo y una condición proinflamatoria: las 

proteínas SOD1 y COX-2 se sobreexpresaron después de 2 h de tratamiento, 

IkB-α fue fosforilado después de 1 h y ocurrió poli-ubiquitinación de manera 

dependiente del tiempo. Por otra parte, dosis altas (80 µg/ml) indujeron la 

sobreexpresión de los genes SOD1y NFkB después de una hora de exposición. 

La inducción del gene TNF-α se mantuvo durante 4 h. Los eventos apoptóticos 

pudieron ser claramente distinguidos solo a altas concentraciones: los genes 

p53 y Bax se indujeron después de 1 h de tratamiento con 80 µg/ml de p,p´-

DDE, Bcl-2 fue también inducido aunque  estos efectos fueron mantenidos a lo 

largo del tiempo. Tanto las proteínas Bax y Bcl-2 se sobreexpresaron a lo largo 

del tiempo y se reconoció la activación de las caspasas.  

 

Se ha reportado que p,p´-DDE induce la generación de especies reactivas de 

oxígeno y radicales libres en CMN tratados in vitro (Pérez-Maldonado et al., 
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2005).  Por lo tanto, una respuesta antioxidante es esperada, la proteína y el 

gene de SOD1 fueron sobreexpresados con 10 y 80 µg/ml de p,p´-DDE (Figura 

3-A and 3-B). Para explicar esta discrepancia, se puede sugerir un mecanismo 

postraduccional de regulación para SOD1 el cual ha sido previamente descrito 

(Brown et al., 2003). Es importante mencionar que en este estudio la respuesta 

antioxidante (inducción de SOD1) fue reconocida  a concentraciones más bajas 

y tiempos de exposición más cortos que otros reportes (Pérez-Maldonado et al., 

2005), pero es de notar que las técnicas empleadas para medir estrés oxidativo 

en ambos estudios fueron diferentes, destacando una mayor sensibilidad en 

nuestras técnicas comparadas con las empleadas por Pérez-Maldonado et al., 

2005. Por otro lado, la proteína SOD1 no fue inducida significativamente a 80 

µg/ml de p,p´-DDE, solo con 10 µg/ml de p,p´-DDE, por razones que no 

conocemos, se requieren más estudios a fin de elucidar este resultado. Sin 

embargo, se ha discutido que el desacoplamiento entre transcripción y 

traducción podría ser comprendido en términos de estabilidad del ARNm y el 

resultado de la eficiencia traduccional en la brecha entre genómica y 

proteómica (Wilkie et al., 2003; Wray et al., 2003).   

 

Diversos estudios han reportado un estado pro-inflamatorio causado por el DDT 

y sus metabolitos a través de la detección de citocinas proinflamatorias (Frigo 

et al., 2005; Kim et al., 2004). En este trabajo se demostró una inducción de 

biomarcadores de inflamación: los genes de  TNFα y NFkB fueron 

sobreexpresados a dosis alta de 80 µg/ml (Figura 4-B). Aunque NFkB no se 

sobreexpresó a dosis baja (10 µg/ml), la fosforilación de su inhibidor (IkBα) fue 
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observada a 10 µg/ml. Fosfo-IkBα es ubiquitinado y destruido por el 

proteosoma 26 S permitiendo la traslocación de NF-kB al núcleo para la 

activación de genes de respuesta inflamatoria (Sun et al., 1995). La activación 

de NFkB puede ocurrir por medio de mecanismos independientes a la expresión 

de TNFα (Deng et al., 2000; Yao et al., 2007). Como se mencionó, una 

inducción de COX-2 es posible a bajas concentraciones de p,p´-DDE aunque 

estas dosis no afectaron la expresión de los genes de NFkB y TNFα.  

 

Se ha descrito que la poli-ubiquitinación y la degradación proteosomal son 

procesos regulatorios involucrados en la señalización de la apoptosis (Lee y 

Peter, 2003). Por lo tanto, se evaluó la ubiquitinización de proteínas por  

western blot. Se observó una inducción de este proceso con p,p´-DDE de una 

manera dependiente de la dosis y de la concentración (Figura 5). La apoptosis y 

la sobreexpresión del gene de TNF-α podrían ser eventos estrechamente 

relacionados  ya que esta citocina es capaz de inducir apoptosis vía receptores 

de membrana por medio de caspasa 8 a través de la activación de Bid (Yamada 

et al., 1999). Considerando esta posibilidad, el ensayo de inmunoblot fue usado 

para identificar caspasa 8 activa así como Bid escindida. La activación fue 

también observada con sólo 80 µg/ml de p,p´-DDE 1 h después del 

tratamiento. También se inmunodetectaron las caspasas 9 y 3 así como PARP 

escindida (Figura 6). Ya que las caspasas 8 y 9 inician la cascada de caspasas 

en la vía extrínseca e intrínseca respectivamente, debe considerarse la 

convergencia entre ambas vías (Gross et al., 1999; Li et al., 1998). A diferencia 

de los resultados presentados por Pérez-Maldonado et al., 2004, donde la 
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apoptosis fue detectada hasta las 24 h de exposición empleando el ensayo 

TUNEL, en este estudio se detectó apoptosis después de una hora de 

incubación a las mismas dosis de p,p´-DDE. Como ha sido demostrado en otros 

trabajos, las CMN son más resistentes a los efectos de sustancias citotóxicas 

cuando han sido probadas sobre éstas en comparación con líneas celulares 

como Jurkat T (Won et al., 2006). Esto quedó demostrado en la curva dosis-

respuesta y se corroboró al medir PARP1 escindida en ambos tipos celulares 

(Figura 1 y 2). 

 

Considerando los efectos genotóxicos del  p,p´-DDE (Yañez et al., 2004), el 

gene p53 fue estudiado. Se observaron cambios en la expresión de p53 sólo a 

altas dosis durante las primeras cuatro horas de exposición (Figure 7-A). p53 

puede promover apoptosis a través de la inducción de la proteína Bax (Haupt et 

al., 2003). Estos resultados coinciden con otros estudios en donde se ha 

observado una inducción de p53, alteración del potencial de la membrana 

mitocondrial, liberación de citocromo c, activación de las caspasas 9 y 3 así 

como escisión PARP en células tratadas con arsénico (Chowdhury et al., 2009). 

 

El gene Bax se sobreexpresó después de 1 h de tratamiento. Bax es un efector 

de muerte celular el cual se trasloca del citosol a la mitocondria promoviendo la 

liberación de citocromo c y subsecuentemente la activación de la cascada de 

caspasas (Martinou, 1999; Marzo et al., 1998; Narita et al., 1998). 

Inesperadamente, Bcl-2 también fue sobreexpresado a lo largo del tiempo 

(P<0.01). Un ensayo de western blot confirmó este resultado. La inducción de 
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Bcl-2 puede asociarse con las propiedades antiandrogénicas del p,p´-DDE (De 

Jager et al., 2006). Por ejemplo, 17β-estradiol inhibe apoptosis en 

queratinocitos por promoción de la expresión de Bcl-2 (Kanda and Watanabe, 

2003). Cuando la relación Bax/Bcl-2 fue calculada con arsenito de sodio, esta 

relación se incrementó a lo largo del tiempo porque la expresión de Bcl-2 es 

reducida por arsenito (Bustamante et al., 2005). En contraste, p,p´-DDE tuvo 

un decremento en esta relación a lo largo del tiempo (Figura 7-B y 7-C), 

sugiriendo una disrupción de la vía intrínseca por p,p´-DDE. Sin embargo, como 

resultado de la amplificación de la señal de apoptosis, otras señales de 

transducción están involucradas como son la cascada de las caspasas de la vía 

extrínseca (Straser et al., 2009). Pero es importante notar que a 1 h de 

exposición la relación Bax/Bcl-2 es alta coincidiendo con la detección de 

marcadores de apoptosis con 80 µg/ml de p,p´-DDE después de 1 h de 

tratamiento.  

 

Existen diferentes escenarios de exposición en el mundo para el DDT y sus 

metabolitos (Van Zwieten et al., 2003). Muchas comunidades en México están 

expuestas a mezclas complejas de contaminantes incluyendo metales pesados y 

compuestos orgánicos persistentes además de p,p´-DDE (Trejo-Acevedo et al., 

2009). La concentraciones de contaminantes encontradas en estas poblaciones 

son diferentes a las concentraciones evaluadas en este estudio, las dosis 

usadas son cerca de mil veces más que las detectadas en poblaciones 

expuestas, por lo que resulta difícil comparar los resultados obtenidos “in vitro” 

con efectos en poblaciones expuestas. Por ejemplo, las poblaciones no sólo 
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están expuestas a DDE sino a una mezcla de compuestos químicos incluyendo 

el DDT y sus metabolitos, mientras que en este estudio “in vitro”, las células 

fueron tratadas sólo con p,p´-DDE. Además, establecer los efectos en salud es 

un desafío en escenarios complejos porque hay diferentes efectos que afectan 

la selección de marcadores moleculares para ser usados en poblaciones 

crónicamente expuestas. Nuestros resultados son particularmente importantes 

a fin de comprender los posibles efectos sobre individuos expuestos. Se ha 

reportado una asociación entre apoptosis y exposición a DDT y sus metabolitos 

en algunas comunidades mexicanas (Pérez-Maldonado et al., 2006); sin 

embargo, un grupo indígena altamente expuesto a p,p´-DDE (Lacandones de 

Chiapas) no mostró evidencias de apoptosis en sus células sanguíneas  (datos 

no publicados). Así, nuestra perspectiva es estudiar respuestas individuales a 

fin de identificar polimorfismos genéticos en moléculas involucradas en 

mecanismos de apoptosis inducidos por p,p´-DDE en poblaciones vulnerables.  

 

En conclusion, p´p-DDE genera una respuesta antioxidante y un estado pro-

inflamatorio el cual es capaz de disparar apoptosis a través de la vía extrínseca 

e intrínseca conduciendo a la activación de la cascada de caspasas. Para hacer 

aseveraciones acerca del ordenamiento molecular de la activación de caspasas 

individuales es requerida una investigación posterior con manipulación genética 

e inhibidores de caspasas. 
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FIGURAS 

Fig. 1. Efecto citotóxico de p,p´-DDE sobre CMN y células Jurkat. 1X10
4
 

células por pozo fueron incubadas con las concentraciones indicadas de p,p´-

DDE en una placa de 96 pozos durante 24 h, y la viabilidad celular fue 

determinada por medio del ensayo MTT considerando a las células tratadas con 

el vehículo como el 100 % de viabilidad. Cada columna representa tres 

experimentos independientes expresados como el promedio ± desviación 

estándar, P<0.01** significativamente diferentes cuando se compararon contra 

las células control (sólo con acetona).  

 

Fig. 2.  Comparación de los efectos apoptóticos inducidos por p,p´-

DDE sobre CMN y células Jurkat. Las células Jurkat muestran mayor 

sensibilidad al DDE al escindirse PARP1 a un tiempo más corto y a menor 

concentración comparadas con las CMN tal como se observó en la curva dosis-

respuesta. 

 

Fig. 3. Expresión de SOD1 en CMN tratadas con p,p´-DDE. A) El nivel de 

expresión del ARNm de SOD1 fue evaluado por RT-PCR tiempo real.  *P < 0.05, 

**P < 0.01 fueron significativamente diferentes comparados al  resultado 

obtenido con 10 µg/ml de p,p´-DDE en cada tiempo medido. B) Inmunoblot 

mostrando el incremento en el nivel de proteína de SOD1 con 10 µg/ml de 

p,p´-DDE para los tiempos indicados. El blot representa uno de tres 

experimentos independientes con esencialmente el mismo resultado. GAPDH 

fue usado  como control de carga. Se realizó un análisis densitométrico de la 
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intensidad de las señales.*P < 0.05, **P < 0.01 Significativamente diferentes 

cuando se comparó con el primer punto (0 hrs). 

 

Fig. 4. Efectos de la exposición a p,p´-DDE sobre biomarcadores de 

inflamación. A) Inmunoblot motrando el incremento en los niveles de COX-2 

en CMN tratadas con 10 µg/ml de p,p´-DDE para los tiempos indicados. El blot 

representa uno de tres experimentos independientes con esencialmente el 

mismo resultado. GAPDH fue usado como control de carga. Se realizó una 

densitometría para analizar cuantitativamente la intensidad de la señal. *P < 

0.05, **P < 0.01 significativamente diferentes cuando se comparó contra el 

primer tiempo (0 hrs). B) Niveles de los transcritos de TNFα y NFkB 

determinados en CMN por RT-PCR tiempo real. *P < 0.05, **P < 0.01 

significativamente diferentes cuando se compararon contra el tratamiento de 10 

µg/ml de p,p´-DDE para cada tiempo. C) Inmunoblot mostrando el incremento 

en los niveles de fosfo-IkBα en CMN tratadas con 10 µg/ml de p,p´-DDE para 

los tiempos indicados. GAPDH fue usado como control de carga. Resultados 

similares fueron obtenidos en tres experimentos independientes. Un análisis 

cuantitativo de la intensidad de la señal fue realizado por densitometría. **P < 

0.01 Significativamente diferentes cuando se comparó contra el primer tiempo 

(0 hrs). 

 

Fig. 5. Poli-ubiquitinación inducida por p´p-DDE en CMN. A) Extractos 

de CMN tratadas con 10 µg/ml de p,p´-DDE a los tiempos indicados fueron 

sometidos a una electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones 
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desnaturalizantes (SDS-PAGE al 12 %) e inmunodetectados con anti-ubiquitina. 

B) La poli-ubiquitinación también fue detectada en extractos de CMN tratados 

con diferentes concentraciones de p,p´-DDE durante 1 h. Los blots representan 

uno de tres experimentos independientes con esencialmente los mismos 

resultados. GAPDH fue usado como control de carga.  

 

Fig. 6. Activación de caspasas por p,p´-DDE.  western blot de lisados de 

CMN expuestos a 80 µg/ml p,p´-DDE a lo largo del tiempo. Las membranas 

fueron tratadas con anticuerpos anti-caspasas 8, 9 y 3 activadas, anti-bid y 

anti-PARP escindidas. Resultados similares se obtuvieron en tres experimentos 

independientes. GAPDH fue usado como control de carga.  

 

Fig. 7. Genes de apoptosis inducidos por p,p´-DDE.  A) niveles de 

expression de ARNm de p53, Bax y Bcl-2 en CMN tratadas con dos diferentes 

concentraciones de p,p´-DDE a lo largo del tiempo. Los niveles de transcrito 

fueron determinados por RT-PCR tiempo real. **P < 0.01 significativamente 

diferentes cuando se compararon con el tratamiento de 10 µg/ml de p,p´-DDE 

en cada tiempo de tratamiento. B) La relación Bax/Bcl-2 fue obtenida por 

división de los niveles de ARNm de Bax entre los niveles de ARNm de Bcl-2 para 

cada tiempo. ***P < 0.001 significativamente diferentes cuando se compararon 

todos los tiempos. C) Western Blot representativo de Bax y Bcl-2. GAPDH fue 

usado como control de carga. 
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