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. RESUMEN

La inflamacion es un fendbmeno causado por agentes microbianos, quimicos y
fisicos. Dado que diferentes agentes toxicos son capaces de modular la
produccion de citocinas pro-inflamatorias, éstos pueden ser un factor que
contribuya al desarrollo de procesos inflamatorios. Durante décadas el DDT
desempefd un papel importante en los esfuerzos globales para combatir el
paludismo a nivel mundial hasta su prohibicion. Como resultado de la alta
persistencia en el ambiente la poblacion humana sigue estando expuesta a
este compuesto y sus metabolitos. Estudios recientes sugieren la posibilidad de
que el DDT y sus metabolitos actien como agentes inmunotoxicos, con
capacidad de modificar el proceso inflamatorio. Por lo que, en este estudio
evaluamos el posible efecto de la exposicion in-vitro al p,p-DDE sobre la
induccidn de la sintesis de moléculas pro-inflamatorias por PBMC de individuos
normales. Las células fueron expuestas a 10 y 80 ig/ml de p,p-DDE. La
deteccion del porcentaje de células que produjeron las citocinas pro-
inflamatorias (IL-10], IL-6 Y TNF-[]) se realiz6 mediante analisis de
fluorescencia por citometria de flujo y la evaluacién de las proteinas COX-2 y
Casp-1 se llevo a cabo mediante la técnica de Wester Blot. Nuestros
resultados demostraron que p,p’-DDE es capaz de inducir un aumento en la
sintesis de citocinas pro-inflamatorias asi como, la induccibn de otros
mediadores pro-inflamatorios, en PBMC. Finalmente, nuestros datos sugiren
que el principal metabolito del DDT, el p,p"-DDE podria actuar como un

inductor del proceso inflamatorio.



INTRODUCCION

El  DDT  (1,1,1-tricloro-2,2-bis(p-clorofenil)etano) es un  compuesto
organoclorado sintético, usado ampliamente como pesticida para plagas
agricolas, especialmente del cultivo algodonero y para el control de vectores
transmisores de enfermedades. En México su uso agricola se extendid hasta
1990 y en salud publica fue la principal estrategia para la erradicaciéon de la
malaria hasta el afio 2000, luego que fuera sustituido por los insecticidas

piretroides (CEC, 1997; Caballero, 2001).

Debido a su estabilidad quimica, el compuesto tiene una alta persistencia en el
ambiente, estimandose un tiempo de vida media de 15 a 30 anos. Los
principales productos de degradacién son p,p’-DDE (p,p'-dicloro-difenil-dicloro-
etileno), vy p,p-DDD (p,p'-dicloro-difenil-dicloro-etano), que también son
persistentes y tiene propiedades fisicas y quimicas similares a las del DDT
(WHO, 1979; ATCDR, 2002). Como resultado de su alta persistencia en el
ambiente y debido a las elevadas cantidades que fueron rociadas en México, la
poblaciéon humana sigue estando expuesta a estos compuestos. La principal
ruta de exposicion para el humano es a través de la ingesta de alimentos
contaminados (Herrera-Portugal et al., 2005). En México se ha reportado la
presencia de altos niveles del compuesto y sus metabolitos en matrices

biolégicas como sangre, leche materna y tejido adiposo (Torres-Arreola et al.,



1999; Waliszewski et al., 1997; 2001; Diaz-Barriga et al., 2002; Yanez et al.,
2002; Pérez-Maldonado et al., 2006).

La exposicion a este agente ha sido asociada a diferentes efectos toxicos tales
como: desorganizacion endocrina (Longnecker et al., 2001), efectos sobre el
sistema inmune (Vine et al., 2001; Huber et al., 2002; Nunez, Estrada vy
Calderon-Aranda, 2002; Beach y Whalen, 2006; Pérez-Maldonado et al., 2006)
y neurotoxicidad (Dorner y Plagemann, 2002; Miersma et al., 2003). Sin
embargo, los mecanismos de toxicidad mediante los cuales el DDT y sus
metabolitos ejercen sus efectos téxicos no han sido completamente

dilucidados.

Al respecto, en nuestro laboratorio se demostré que o,p-DDT, p,p-DDT, p,p’-
DDE y p,p’-DDD inducen apoptosis en células mononucleares de sangre
periférica (PBMC por sus siglas en inglés) expuestas in-vitro a estos agentes,
ademas de confirmar la asociacion entre los niveles de p,p’-DDE vy la induccién
de apoptosis en PBMC de poblacién expuesta (Pérez-Maldonado et al., 2004;
2006). Finalmente, se demostré que la generacidon de especies reactivas de
oxigeno (ROS), es el mecanismo involucrado en la induccién de apoptosis de
células expuestas al DDT y sus metabolitos (Pérez-Maldonado et al., 2005).
Estudios realizados recientemente sugieren que la apoptosis inducida por p,p’-
DDE sobre las PBMC es precedida por un estado de activacion celular que
favoreceria el fendomeno inflamatorio, pues las células expuestas in-vitro al
compuesto mostraron un aumento en la expresion del gen que codifica para el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-[J) (Alegria-Torres, 2008). Todo lo anterior

sugiere la posibilidad de que DDT y sus metabolitos podrian tener un efecto



relevante en la induccién del fendmeno inflamatorio, o que seria un mecanismo

de toxicidad desconocido para el DDT.

El posible efecto de diferentes agentes toxicos sobre el fendmeno inflamatorio
ha tomado gran relevancia ya que esto implicaria que la exposicion a ciertos
contaminantes podria estar relacionada con la aparicion de enfermedades
inflamatorias crénicas, tales como la artritis reumatoide o la aterosclerosis. Con
base en estos antecedentes, el objetivo de este trabajo fue evaluar el posible
efecto de la exposicién in-vitro al p,p"-DDE sobre la induccion de la sintesis de

moléculas pro-inflamatorias por PBMC de individuos normales.



Il. MATERIAL Y METODOS

Cultivo Celular. Las muestras de sangre periférica fueron obtenidas de
sujetos sanos no fumadores (23 - 33 afnos de edad) por puncion venosa, que
previo a la toma de muestra no hubieran estado bajo ninguna medicacién y no
hayan sido sometidos a procesos quirurgicos recientes. A partir de las muestras
de sangre heparinizada, las PBMC se aislaron por gradiente de centrifugacion
con Ficoll-Hypaque (Sigma-Aldrich, St Louis, MO). La concentracion celular se
ajusté a 1x10° células/ml. Las células se incubaron en medio de cultivo RPMI
1640 (MP Biomedicals) suplementado (10% de suero bovino fetal, Gibco; 2mM
de L-glutamina, 1% de penicilina y de estreptomicina, Sigma-Aldrich, St Louis,

MO) a 37° C en una atmosfera de 5% de COs,.

Tratamiento Celular. Para la cuantificacion de células productoras de
citocinas pro-inflamatorias (IL-101, IL-6 y TNF-[J) mediante citometria de flujo,
los tratamientos consistieron en la exposicion de las células a diferentes
intervalos de tiempo (0, 3, 6, 12y 24 h) con 10 y 80 [lg/ml de p,p-DDE disuelto
en acetona (Chem Service, Inc), como control de vehiculo se uso acetona al
0.2% y como control positivo se utilizé 100 ng/ml de lipopolisacarido (LPS
serotipo 026:B6) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO). Los tratamientos para la

evaluacion de proteinas pro-inflamatorias por Western Blot, consistieron en



incubacion por una hora con 1, 10, 40, y 80 [ig/ml de p,p-DDE disuelto en
acetona (Chem Service, Inc), acetona al 0.2% como control de vehiculo y como

control positivo 10 [lg/ml de lipopolisacarido.

Viabilidad Celular. La viabilidad celular fue evaluada en cada una de las
condiciones al inicio y al final de cada periodo de incubacion, mediante el

ensayo de exclusion de azul de tripano (Sigma-Aldrich, St Louis, MO).

Marcaje Intracelular de Citocinas. Para todos los tratamientos la suspension
celular fue incubada con 10 [Ig/ml de brefeldina A (BFA) (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO) 4 h antes de realizar el marcaje intracelular de citocinas.
Posteriormente, las células fueron fijadas con paraformaldehido (PFA) 4%,
permeabilizadas con una solucién de saponina 0.1% y marcadas con los
siguientes anticuerpos monoclonales: anti-IL-10-FITC (eBioscience, Inc.), anti-
IL-6-FITC (eBioscience, Inc.) y anti-TNF--FITC (AbD Serotec), ademas de sus
respectivos controles de isotipo, Mouse IgG1-FITC para IL-10] y TNF-[] y Rat
IgG1-FITC para IL-6 (eBioscience, Inc.) Por ultimo las muestras fueron fijadas
nuevamente con PFA 1% para su posterior andlisis en el citometro de flujo

FACSCalibur Flow Cytometer (Becton—Dickinson).

Extraccién de proteinas y Western Blot. En cada uno de los tratamientos 1 x
10 7 células fueron resuspendidas en 200 (| de Buffer RIPA 1X (Santa Cruz
Biotechnology, Inc) adicionando un cocktail de inhibidores de proteasas

(Sigma-Aldrich, St Louis, MO) al 1 %. Después de ser incubadas en hielo por



20 min, el homogenado celular se hizo pasar por una aguja de 26 G cinco
veces Yy fue centrifugado a 500 x g por 10 min para eliminar nucleos y células
intactas. El sobrenadante se centrifugé a 10 000 x g por 30 min a 4°C para
obtener la fraccion citosolica. El contenido de proteina se cuantificé por medio
del método de Bradford (Bio-Rad Laboratories), cantidades equivalentes a 20
lg de proteina fueron sometidas a electroforesis en condiciones
desnaturalizantes en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10%. Para la
electrotransferencia (20V por 12 horas) se utilizaron membranas de PVDF (Bio-
Rad Laboratories) y se bloquearon por 1 h con leche en polvo no-grasa al 5%
en TBS-T (10 mM de Tris-Base pH 7.5, 150 mM de NaCl y Tween-20).
Posteriormente, las membranas fueron incubadas por 3 h con el anticuerpo
primario y por 1.5 h con el anticuerpo secundario resuspendidos en TBS-T.
Finalmente, se reveld6 mediante quimioluminiscencia ECL (GE Healthcare) de

acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Anticuerpos. Se usaron anticuerpos policlonales anti-Ciclooxigenasa-2 y anti-
Caspasa-1 (United States Biological Inc y BioVision, Inc.) diluidos 1/500 y
1/700 respectivamente. El anticuerpo secundario acoplado a HRP (BioVision,

Inc.) diluido 1/2000.

Analisis Estadistico. Se comprobd la distribucion normal de los datos por
medio de la prueba de Shapiro-Wilk. Las medias del porcentaje de células
positivas en cada uno de los tratamientos aplicados, fueron comparadas
usando un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias, seguido de la prueba
Turkey-Kramer. Los valores p menores a 0.05 fueron considerados
estadisticamente significativos. Para este analisis se us6 el software JMP IN

5.0.1.2 (SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA).



11 RESULTADOS

En la figura 1 se muestra el porcentaje de células vivas a las 24 horas de
incubaciéon con diferentes concentraciones de p,p’-DDE. La concentracion de
80 [Ig/ml fue la maxima que se estableci6é para usar en los ensayos, ya que a
las 24 hs de incubacion la viabilidad celular fue de aproximadamente un 80% y
a las 12 hs fue superior al 95% (datos no mostrados). La concentracion del

vehiculo (acetona al 0.2%) no tuvo efectos sobre la viabilidad celular.

En la Figura 2 (A) se muestra el aumento del porcentaje de células positivas
para IL-101 a partir de las 3 hs de incubacién, que se volvid significativamente
diferente al control a las 6 hs de incubacion. Las células expuestas a la mayor
concentracion de p,p’-DDE (80 [g/ml) produjeron mas IL-10] que las que fueron
incubadas con 10 [ig/ml y con el control de vehiculo (7.78 £ 1.21%; 4.5 £ 0.15%

y 3.8 £ 0.08% respectivamente, p<0.05).

En la Figura 2 (B) se muestra que el porcentaje de células positivas para IL-6,
aumentd a partir de las 6 hs de incubacion, que se volvidé significativamente
diferente a las 12 y 24 hs de incubacion, donde las células cultivadas con 80

“ig/ml de p,p -DDE produjeron mas IL-6 que las que fueron incubadas con el



control (9.53 * 2.01%; 2.54 +0.36% 12 h y 9.45 + 2.08%; 2.54 +0.36% 24 hs,

p<0.05 para ambos casos).

En la Figura 2 (C) la sintesis de TNF-[], mostré un incremento estadisticamente
significativo a las 12 hs de incubacioén y la concentracién de 10 [ig/ml de p,p"-
DDE fue la que indujo la mayor producciéon de TNF-[1. Los resultados mostraron
una mayor produccion de la citocina, en las células tratadas con el p,p’-DDE
(10 y 80 [g/ml) que las que fueron incubadas con el control (10.325 + 1.365 %
y 7.085 + 1.084 %; 2.778 + 0,585 % respectivamente, p<0.05). Estos
resultados sugieren que la produccién de IL-10], IL-6 y TNF-[] se incrementa en

PBMC expuestas a p,p -DDE comparadas con las células control.

La figura 3 muestra el resultado de un experimento representativo del efecto
del p,p’-DDE sobre la expresion de COX-2. Las células tratadas con el control
(vehiculo) no expresaron la proteina mientras que, en las células tratadas con
p,p -DDE los niveles de expresion de la proteina se indujeron a partir de la
concentracion mas baja del toxico (1.0 [ig/ml), manteniendo, aparentemente el
mismo nivel de expresion hasta la concentracion mas alta (80 [ig/ml). En

general, estos resultados nos indican que p,p-DDE es capaz de inducir la

expresion de COX-2 en PBMC.

La Figura 4 muestra el resultado de un experimento representativo del efecto
que tuvo el p,p’-DDE sobre la induccion de la expresién de caspasa-1. Las
células tratadas con el control (vehiculo) no expresaron la proteina, mientras

que en las células tratadas con p,p-DDE fueron evidentes las dos bandas de



45 y 20 kDa, que representan al precursor de la enzima y a una de las
subunidades de la enzima ya activada, respectivamente. Los resultados nos
indican que p,p -DDE es un inductor de la expresion de la enzima Caspasa-1.

IV. DISCUSION.

La inflamacion es un fenémeno causado por agentes microbianos, quimicos y
fisicos que se observa en una gran variedad de enfermedades. Ha sido
demostrad que determinados agentes téxicos son capaces de inducir
moléculas relacionadas con procesos inflamatorios (Okyun et al., 2002; Chen y
Shi, 2002). A este respecto, la exposicion crénica a Arsénico (As) se asocia
con dano al endotelio vascular y aterogénesis (Tseng, 2002; 2008). La
induccién de sintesis de citocinas pro-inflamatorias se propone como el
mecanismo por el cual el As induce inflamacion vascular (Wu et al., 2003;
Tsoua et al., 2005; Fry et al., 2007). ElI TNF-[I es una citocina pleiotropica que
actua como el principal mediador inflamatorio (Ming, Bersani y Mantovani,

1987; Wajant, Pfizenmaier y Scheurich, 2003).

Estudios recientes realizados en nuestro laboratorio, sugieren que p,p’-DDE
induce la sintesis de citocinas pro-inflamatorias, pues las PBMC expuestas in-
vitro a p,p’-DDE muestran un aumento en la expresion del gen que codifica

para la citocina TNF-[J (Alegria-Torres, 2008).

En el presente estudio se evalud la induccion de moléculas pro-inflamatorias en

PBMC tratadas con p,p -DDE. Nuestros resultados demuestran el aumento en



la sintesis de citocinas pro-inflamatorias (IL-10J, IL-6 y TNF-1) después de la
incubaciéon de las PBMC con p,p-DDE. Ademas también se observd la
induccién de otro tipo de mediadores pro-inflamatorios tales como COX-2,
enzima pro-inflamatoria inducible en condiciones de estrés oxidativo e
involucrada en la sintesis de prostaglandinas y tromoboxanos (Kuwano et al.,
2004) y Caspasa1l, enzima responsable del procesamiento y activacién de la

IL-10] (Martinon y Tschopp, 2007).

Nuestros resultados coinciden con otros estudios reportados en la literatura.
Por ejemplo, se ha demostrado el aumento en la produccion de citocinas pro-
inflamatorias como TNF-[J, IL-10] e IL-6 y de Oxido Nitrico Sintasa (iNOS)
enzima inducible, encargada de la produccién de Oxido Nitrico (NO), por
macrofagos de ratén tratados con o,p-DDT (Kim et al., 2004). Resultados
similares fueron reportados en lineas celulares humanas de endometrio y de
higado, donde se establecidé que la sintesis de TNF-[] se incrementa cuando las
células se tratan con p,p"-DDT (Frigo et al., 2005). Estos datos sugieren un
posible nuevo mecanismo de toxicidad para el DDT y sus metabolitos, a través

de la induccion de un proceso inflamatorio.

Diversas patologias con componente inflamatorio se han asociado con la
elevacion de ROS (Rutkowski et al., 2007; Bonomini et al., 2008), posiblemente
a través de la regulacién de la expresién y/o secrecién de citocinas pro-
inflamatorias (Petrone et al., 1980; Hsu y Wen, 2002; Azad, Rojanasakul y

Vallyathan, 2008). Es importante mencionar que nuestro grupo demostré que



el DDT y sus metabolitos inducen apoptosis mediante la generacion de estrés
oxidativo (Pérez-Maldonado et al., 2004; 2005). Aunque nuestros resultados
muestran que p,p-DDE es capaz de favorecer un proceso inflamatorio, el
posible mecanismo por el cual la elevacién de ROS inducida por DDT participa

en la induccion de una respuesta inflamatoria permanece por ser dilucidado.

La expresion de las diversas moléculas involucradas en el proceso inflamatorio
es altamente regulada por factores de trascripcién. NF-IB y AP-1 son dos
factores de trascripcion que regulan la expresion de genes involucrados en
diversos procesos celulares, entre ellos la inflamacion (Baeuerle y Henkel,
1994; Bakiri et al., 2002; Kumar et al., 2004). La activacién de ambos factores
de trascripcion ha sido asociada con la exposicién a DDT y sus metabolitos
(Frigo et al., 2004; Kim et al, 2004). La induccion de estos factores es
catalizada por la familia de cinasas, las cuales integran una de las vias de
sefalizacion intracelular mas importantes, sensible al estado redox celular y por
lo tanto involucrada en la regulacion de la respuesta celular al estrés oxidativo
(Thannickal y Fanburg, 2000; Chang y Karin., 2001; Martindale y Holbrook,
2002), denominada como MAPKs (Mitogen-activated protein kinases),
integrada por cuatro subfamilias, activadas en respuestas a diferentes
estimulos: ERK (extracellular signal-related kinases), JNK (Jun amino-terminal
kinases), p38 MAPK y BMK1 (Big-MAPK 1) (Vanden et al., 1998; Kato et al.,
2000; Chang y Karin., 2001; Liu, Shepherd y Nelin, 2007). Se ha demostrado
la induccion de subfamilias de MAPKs como ERK1/2 y JNK por pesticidas
organoclorados (Ledirac et al., 2005), la de activacién tiempo y dosis

dependiente de JNK y ERK por As (lll) (Dong, 2002) y de p38 por el isémero



p,p -DDT, activacion indispensable para la induccién de AP-1 (Frigo et al,,

2004).

En resumen, es posible que el aumento de ROS inducido por DDT y sus
metabolitos en PBMC, estimule la activacion de los factores de trascripcion
AP1 y/o NF-[B, a través de la activacion de MAPKs. Estos factores de
trascripcion modulan la expresion de genes involucrados en inflamacion,
incrementando la expresion de citocinas pro-inflamatorias (TNF-0J, IL-1, IL-6),

COX-2, Caspasa-1, entre otros.

V. CONCLUSIONES.

Finalmente, nuestros resultados sugieren la posibilidad de que el principal
metabolito del DDT, el p,p-DDE actie como un inductor del proceso
inflamatorio. Este mecanismo de toxicidad desconocido para el DDT y sus
metabolitos, se suma a los ya descritos para otros compuestos tdéxicos como el
As, y que se especula podrian exacerbar la severidad de algunas
enfermedades con componentes inflamatorio (por ej., artritis reumatoide vy
ateroesclerosis). Tomando en cuenta que el DDT es un compuesto altamente
persistente y que ha sido encontrado tanto en matrices ambientales (Herrera-
Portugal et al., 2005) como biolégicas, y aun mas importante en sangre de
poblaciéon general (Pérez-Maldonado et al., 2006; Trejo-Acevedo et al., 2008),

resulta primordial la evaluacion de estos biomarcadores de inflamacién en



poblacion expuesta, asi como definir el papel que tienen moléculas clave del
proceso inflamatorio, como MAPKSs, NF-[1B y AP-1 en el efecto toxico de este

insecticida.
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VIl. PIE DE FIGURAS

Figura1. Viabilidad celular de PBMC expuestas in-vitro a p'p’'DDE durante
24 h. Los resultados corresponden a la media aritmética + la desviacién
estandar de la media (DS) de 3 experimentos independientes hechos por

triplicado.

Figura 2. Cuantificacién de células productoras de IL1-[], IL-6 y TNF-[] en
PBMC. Las graficas muestran el % de células positivas a cada uno de los
tiempos de incubacién con el agente téxico y con el control de vehiculo. Cada
barra representa la media aritmética + el error estandar de la media (SEM) de 4
experimentos independientes hechos por triplicado. A: Produccion intracelular
de IL1-], B: Produccion intracelular de IL-6 y C: Produccion intracelular de

TNF-L.

* p < 0.05 comparando vehiculo contra 10 [ig/ml de p,p’-DDE y 80 [g/ml de

p,p -DDE.

Figura3. COX-2 (72kDa). Las células se trataron con diferentes
concentraciones de p,p’-DDE (1, 10, 40, 80 [g/ml), con acetona al 2% (control
de vehiculo) y con 10 [Ig/ml de LPS (control positivo) por 1 h. Se muestra un

experimento representativo de 3 llevados a cabo de manera independiente.



Figura 4. Caspasa 1 (10 y 20 kDa). Las células se trataron con diferentes
concentraciones de p,p’-DDE (1,10,40,80 [ig/ml), con acetona al 2% (control
de vehiculo) y con 10 Cig/ml de LPS (control positivo) por 1h. Se muestra un

experimento representativo de 3 llevados a cabo de manera independiente.
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