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I. ABREVIATURAS 

 
AA   Ácido araquidónico 

α-NF   Alfa naftoflavona 

AhR  Receptor para hidrocarburos arilo 

AhRR   Represor del AhR 

ARNT   Proteína translocadora del AhR 

AT   Azul tripano 

B[a]P   Benzo[a]pireno 

bHLH  Hélice-bucle-hélice básico 

β-NF   Beta naftoflavona 

BSA   Albúmina sérica bovina 

CA-AhR   AhR constitutivamente activo 

CAS   Genes asociados a CRISPR  

CI50   Concentración inhibitoria media 

CoCl2   Cloruro de cobalto 

CPCP   Cáncer de pulmón de células pequeñas 

CRM1 Mantenimiento cromosómico 1, también conocido como exportina 1 

CRISPR Repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y regularmente                                    

inter-espaciadas  

crRNA RNA codificado por las CRISPR  

CYP1A1   Citocromo P4501A1 

DEPC   Dietilpirocarbonato 

DMEM   Medio Eagle modificado de Dulbeco 

DMSO   Dimetilsulfóxido 

DNA   Ácido desoxiribonucleico 

dNTPs   Deoxiribonucleótidos 

DRE   Elemento de respuesta para dioxinas 

EDTA   Ácido etilendiaminotetracético 

ET   Etopósido 

FITC   Isotiocianato de fluoresceína 
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GFP   Proteína verde fluorescente  

gDNA   DNA genómico 

HAH   Hidrocarburos aromáticos halogenados 

HeLa   Henrietta Lacks 

HU   Hidroxiurea  

IDO  Indolamina 2,3- dioxigenasa 

I3C   Indol-3-carbinol 

IP   Ioduro de propidio 

KO   Knockout (nulo) 

Kyn   Kynurenina 

MEK MAPK- proteína cinasa activada por mitógeno, ERK-cinasa 

regulada por señal extracelular,  Kinase-cinasa 

3MC   3-metilcolantreno 

mm   Milímetros 

mRNA   Ácido ribonucleico mensajero 

MTT   3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol 

µL   Microlitro 

µM   Micromolar 

NES   Señal de exporte nuclear 

NLS   Señal de localización nuclear 

nm   Nanómetro 

nM   Nanomolar 

NPC   Complejo de poros nucleares 

PAH   Hidrocarburos aromáticos policíclicos 

PAS Per-proteína del periodo circadiano, Arnt-proteína translocadora     

del AhR, Sim-proteína single-minded 

pb pares de bases 

PBS   Solución amortiguadora de fosfatos salino 

PCB   Bifenilpoliclorado 

PCDD   Dibenzo-p-dioxinas policloradas 

PCDF   Dibenzo-p-furanospoliclorados 
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PCR   Reacción en cadena de la polimerasa 

Resv   Resveratrol 

Rb   Retinoblastoma  

RNA   Ácido ribonucleico  

sgRNA   Guía única de RNA 

TA   Temperatura ambiente 

TAD   Dominio de transactivación 

TCDD  2,3,7,8-Tetraclorodibenzo-p-dioxina  

TDC   Tiempo de duplicación celular 

TDO   Triptófano-2, 3-dioxigenasa 

tracrRNA   RNA que procesa el crRNA  

UV   Ultravioleta 

VPH   Virus del papiloma humano 

XRE   Elementos de respuesta para xenobióticos 
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IV. RESUMEN 
 
 

El receptor para hidrocarburos arilo (AhR), es un factor de transcripción dependiente de 

ligando que está involucrado en procesos críticos para la homeostasis celular, como la 

proliferación celular y apoptosis. Se sabe que la desregulación de estos procesos 

contribuye a la formación de tumores y al desarrollo del cáncer. En particular, se ha 

observado en diversos carcinomas humanos la sobre-expresión y activación del AhR. 

Sin embargo, la información referente a los mecanismos a través de los cuales se da 

dicha inducción, así como sus efectos en las células transformadas, es escasa. En el 

presente trabajo se caracterizó, en células HeLa, el estado de activación del AhR, y se 

evaluó si su bloqueo resulta en una pérdida de las características de las células 

transformadas. Los resultados muestran que la localización sub-celular del AhR es 

predominantemente nuclear en cultivos dispersos, al tiempo que la expresión del mRNA 

del CYP1A1 (gen canónico del AhR), es mayor con respecto a la condición de cultivo 

confluente. Por otro lado, el tratamiento con ligandos antagonistas del AhR, α-NF y 

Resv, resultó en un incremento de los niveles de p53 y apoptosis, así como en una 

disminución de la proliferación celular. A través del uso de CRISPR-Cas9, se obtuvieron 

células HeLa AhR-KO, con las cuales se determinó que los efectos de la α-NF y Resv 

sobre la apoptosis y proliferación celular son independientes del AhR. Adicionalmente, 

se evaluó la proliferación celular y apoptosis de células HeLa AhR-WT y AhR-KO, en 

ausencia de ligando exógeno, sin encontrarse diferencias significativas. Los resultados 

obtenidos sugieren que la localización sub-celular del AhR está determinada por la 

confluencia, y que dicho factor de transcripción no incide en la proliferación celular de 

las células HeLa. 
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V. ABSTRACT 
 
 

The aryl hydrocarbon receptor (AhR) is a ligand-dependent transcription factor that is 

involved in processes critical for cell homeostasis, such as cell proliferation and 

apoptosis. Deregulation of these processes contributes to tumor formation and cancer 

development. In particular, the over-expression and activation of AhR has been 

observed in various human carcinomas. However, information concerning the 

mechanisms through which such induction is given, as well as its effects on transformed 

cells, is scarce. In the present work, the activation status of the AhR in HeLa cells was 

characterized. It was also evaluated whether AhR blocking results in a loss of the 

characteristics of the transformed cells. Results indicated that the sub-cellular 

localization of AhR is predominantly nuclear in disperse cell cultures, while the 

expression of mRNA of CYP1A1 (canonical gene of AhR) is higher compared to  

confluent cultures, suggesting that the AhR is transcriptionally active in disperse 

cultures. On the other hand, treatment with AhR antagonists, α-NF and Resv, resulted in 

an increase in p53 levels and apoptosis rate, as well as a decrease in cell proliferation. 

Through the use of HeLa AhR-KO cells, generated with CRISPR-Cas9 technology,  it 

was determined that the effects of α-NF and Resv on apoptosis and cell proliferation are 

AhR-independent. Additionally, cell proliferation and apoptosis of HeLa AhR-WT and 

AhR-KO cells were evaluated in the absence of exogenous ligand, without finding 

significant differences between them. The present results demostrated that the sub-

cellular localization of AhR is determined by the confluence, and that this transcription 

factor does not affect cell proliferation of HeLa cells. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 
1.1. Cáncer cérvico uterino 

 

La infección viral más común del tracto reproductivo está asociada al virus del papiloma 

humano (VPH), el cual se transmite esencialmente a través del contacto sexual. La 

mayoría de las mujeres y hombres sexualmente activos estarán infectados por VPH en 

algún punto de sus vidas. Usualmente, la infección desaparecerá en la mayoría de los 

casos, sin embargo, una pequeña proporción de infecciones con VPH de alto riesgo 

(e.g. VPH 16 y 18) pueden persistir y progresar a cáncer, principalmente en cáncer 

cérvico uterino (CCU).  

 

Aunque los datos sobre cánceres ano-genitales son limitados, existe evidencia 

creciente que vincula al VPH con cánceres de ano, vulva, vagina, pene, cabeza y 

cuello. A pesar de que estos cánceres son menos frecuentes que el cérvico uterino, su 

asociación con el VPH los hace potencialmente prevenibles usando estrategias de 

prevención similares a aquellas usadas para el CCU. 

 

El CCU es la segunda causa de muerte más común en mujeres en países en vías de 

desarrollo, con 445 000 nuevos casos estimados en 2012. En este mismo año, 

aproximadamente 270 000 mujeres murieron de cáncer cervical (más del 85% de estas 

muertes ocurrieron en países de bajos a medianos ingresos) [1, 2]. 

  

1.2. Mecanismo molecular de la carcinogénesis cervical de VPH de alto riesgo 

 

El genoma del VPH en una célula infectada se encuentra como un plásmido extra-

cromosomal (episoma), pero en lesiones malignas el DNA está integrado en el genoma 

del huésped. La integración generalmente irrumpe la integridad del gen E2 lo que 

resulta en la pérdida de su expresión. Lo anterior provoca la sobre-expresión de los 

genes E6 y E7, dado que E2 los modula negativamente [3].  
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E6 y E7 son oncoproteínas relacionadas con la carcinogénesis cervical. La proteína E6 

de los VPH de alto riesgo se une directamente a E6AP (E6 associated protein), una 

ligasa de ubiquitina codificada por el gen UBE3A, lo que provoca que su especificidad 

se vea alterada. Es entonces cuando E6-E6AP y UbcH7, una enzima de conjugación de 

ubiquitina, se asocian establemente con p53, lo poliubiquitinan y promueven su 

degradación proteosomal [4, 5] (Figura 1). Es decir, E6 actúa como una oncoproteína 

estimulando la destrucción de p53, quizás el principal supresor de tumores en cáncer 

humano.  

 

 
 

Figura 1. La ubiquitinación de p53 está mediada por UbcH7/8 y E6AP [6]. 

 

 
Por otro lado, la proteína E7 de los VPH de alto riesgo tiene la capacidad de unirse a la 

forma activa hipofosforilada de retinoblastoma (pRb, otro supresor de tumores) 

provocando su degradación [7]. El estado de fosforilación de retinoblastoma está 

regulado a través del ciclo celular, siendo hipofosforilado en G0/G1 y fosforilado (ppRb) 

en S y G2/M. Como pRb regula negativamente el ciclo celular en la frontera de G1-S, al 

ser inactivado por E7, permite la progresión del ciclo celular [6].  
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La forma activa de Rb, es decir, pRb, se encuentra asociada a E2F, un factor de 

transcripción que está involucrado en la transcripción de genes necesarios para la 

replicación del DNA. Cuando E7 se une a pRB, la liberación de E2F se lleva a cabo 

facilitando su actividad transcripcional y la entrada a la fase S del ciclo celular [8] 

(Figura 2). 

 

 

 

Figura 2. Mecanismo de acción de la proteína E7 sobre la regulación del ciclo celular [6]. 
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1.3. Receptor para Hidrocarburos Arilo 

 

El receptor para hidrocarburos arilo (AhR) es un factor de transcripción dependiente de 

ligando que regula la expresión de diversos genes [9]. Pertenece a la súper familia 

bHLH-PAS (basic-helix-loop-helix-Per-ARNT-Sim) dentro de la que se encuentran, 

además del AhR, el AhRR (represor del AhR) y el translocador nuclear del AhR (ARNT, 

por sus siglas en inglés) [10].  

 

En mamíferos, el AhR se expresa de manera constitutiva en diversos tejidos, 

encontrándose las concentraciones más altas de mRNA en hígado, riñón, pulmón, 

corazón, timo, útero y placenta [11-14].  

 

El AhR humano está formado por 848 aminoácidos. En el extremo N-terminal se 

encuentra el dominio bHLH, necesario para la unión a DNA y la dimerización de la 

proteína con ARNT. El dominio PAS está localizado junto al extremo C-terminal del 

dominio bHLH y comprende 250-300 aminoácidos. Contiene dos subdominios de 

aproximadamente 50 aminoácidos, PAS-A y PAS-B. El dominio PAS sirve como sitio de 

anclaje para otras proteínas PAS y para la proteína chaperona HSP90. El dominio PAS-

B posee un sitio de unión a ligando que parcialmente se sobrelapa con el sitio de unión 

a HSP90 (Figura 3). En la región C-terminal del AhR se encuentra un dominio de 

transactivación (TAD) rico en glutamina, el cual interactúa con diversos co-activadores 

transcripcionales, por lo tanto es indispensable para que el AhR lleve a cabo la 

activación de sus genes blanco [15, 16].  



19 

 

 

Figura 3. Estructura proteínica del AhR [17] 

 

 

1.3.1 Ligandos del AhR 

 

Estructuralmente, los ligandos del AhR son moléculas planas, con dimensiones 

máximas de 14 x 12 x 5 Å, hidrofóbicas que se unen en el orden de nM a µM [18]. Los 

ligandos del AhR se han separado en dos categorías principales, los de naturaleza 

sintética, es decir, de origen antropogénico como contaminantes ambientales y diversos 

fármacos, y  los conocidos como ligandos naturales, aquellos sintetizados por diversos 

sistemas biológicos como microbios, plantas y animales incluyendo al humano. La 

mayoría de los ligandos agonistas con alta afinidad por el AhR son miembros de la 

primera categoría e incluyen hidrocarburos aromáticos halógenados (HAHs) como los 

bifenilos policlorados (PCB), dibenzo-p-furanos policlorados (PCDF) y dibenzo-p-

dioxinas policloradas (PCDD); y por hidrocarburos aromáticos policíclicos (PAHs) como 

el 3-metilcolantreno (3MC), benzo[a]pireno (B[a]P), benzoantracenos y benzoflavonas 

[15]. También se han identificado ligandos antagonistas como la alfa naftoflavona (α-

NF), un compuesto químico perteneciente al grupo de los PAHs que bloquea la 

inducción de la expresión del gen CYP1A1 (gen canónico del AhR) mediada por el 

2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) [19, 20], ligando agonista de este factor de 

transcripción. 
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Se han identificado ligandos naturales del AhR cuya estructura y propiedades 

fisicoquímicas son muy diferentes a los ligandos pertenecientes al grupo de los PAHs y 

los HAHs. Los primeros reportes de ligandos naturales vienen de observar que 

componentes de vegetales y algunos derivados del triptófano pueden inducir la 

expresión del CYP1A1 [21, 22]. Ha sido reportada la habilidad de compuestos como  la 

kinurenina (metabolito derivado del triptófano) [23, 24], el FICZ (fotoproducto derivado 

del triptófano) [25], el indol-3-carbinol (I3C) [26] y la curcumina [27] (derivados 

vegetales), de inducir la expresión de genes dependientes de este receptor. 

 

Por otro lado, el Resveratrol (Resv) que es un producto natural polifenólico presente en 

la piel de las uvas y ciruelas, vino tinto y cacahuates [28], actúa como un antagonista 

del AhR previeniendo la unión del heterodímero AhR-ARNT al DNA inducida por TCDD 

y B[a]P, inhibiendo la transcripción del CYP1A1 [29, 30]. Casper y colaboradores 

demostraron, en células HepG2 y T47D, que el Resv desplaza al TCDD [1,6-3H] del 

AhR, además de promover la translocación del AhR hacia el núcleo sin que se lleve a 

cabo la transactivación de sus genes blanco [31]. 

 

 

1.3.2 Activación del AhR 

 

En ausencia de ligando, el AhR se encuentra en el citoplasma formando un complejo 

con las proteínas HSP90, XAP2 y p23 (proteínas chaperonas). Una vez unido a su 

ligando, el receptor Ah es activado mediante un cambio conformacional que expone su 

señal de localización nuclear (NLS, por sus siglas en inglés). Lo anterior resulta en la 

translocación del complejo ligando-receptor al núcleo donde forma un heterodímero con 

ARNT. El complejo formado por el ligando-receptor-ARNT interactúa con regiones 

específicas del DNA denominadas elementos de respuesta para xenobióticos o dioxinas 

(XRE o DRE, por sus siglas en inglés) localizados en las regiones promotoras de sus 

genes blanco, regulando la expresión, de manera positiva o negativa, de una batería de 

genes involucrados en procesos de biotransformación, homeostasis del sistema 
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inmune, regulación del ciclo celular, proliferación celular y apoptosis, entre otros [32-36] 

(Figura 4). 

 

 

 

Figura 4. Mecanismo de acción del AhR [17]. 

 

 

1.3.3 Transporte nuclear del AhR 

 

La entrada y salida de moléculas en el núcleo se da a través del complejo de poros 

nucleares (NPC, por sus siglas en inglés), presentes en la membrana nuclear [37]. Los 

NPCs permiten la difusión pasiva de moléculas menores a 40 kDa. El paso de 

moléculas de pesos mayores es favorecido por proteínas transportadoras como 

importinas  y exportinas (también llamadas carioferinas), las cuales son capaces de 

reconocer NLS y señales de exporte nuclear (NES, por sus siglas en inglés). Tanto la 
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NLS como la NES, son secuencias de aminoácidos presentes en proteínas destinadas 

al paso a través de los NPCs [38]. 

 

En el citoplasma, la NLS es reconocida por la importina posteriormente este complejo 

es reconocido por la importina , la cual facilita el paso del complejo ternario a través 

del NPC. Sin embargo, la importina  es capaz de unirse directamente a la NLS y 

mediar el importe nuclear. En el núcleo, la NES es reconocida por la  exportina 1 

(también conocida como CRM1), proteína que media el exporte hacia el citoplasma [38, 

39]. 

 

La translocación del AhR entre el citoplasma y el núcleo ha sido poco estudiado, no 

obstante, se ha reportado la interacción de la importina  con el AhR en extractos 

citoplásmicos [40]. Adicionalmente, se han identificado NLS y NES en este factor de 

transcripción [41, 42] necesarias para su paso entre el citoplasma y el núcleo. 

 

En diversas líneas celulares derivadas de CCU, así como en biopsias provenientes del 

mismo cáncer, se ha reportado la sobre-expresión de la importina  y de CRM1con 

respecto a sus controles, lo que las convierte en un potencial blanco terapéutico para el 

tratamiento de esta patología [43]. 

 

 

1.4 AhR, proliferación celular y cáncer  

 

En años recientes, el AhR ha sido asociado con la regulación de varios procesos 

celulares diferentes a la biotransformación, como proliferación celular y apoptosis. 

Inicialmente, la idea de que este factor de transcripción podría regular tanto la 

proliferación celular como el proceso de apoptosis surgió de los efectos del TCDD, 

ligando de este receptor, sobre estos procesos celulares. Se ha observado, en un 

modelo de hepato-carcinogénesis en ratas, que el TCDD incrementa la proliferación de 

los hepatocitos al tiempo que inhibe la apoptosis [44]. Por otro lado, varios estudios in 

vitro han demostrado que el TCDD inhibe el proceso de apoptosis inducido por 
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diferentes agentes como la luz UV, acetil aminiflourano y etopósido, entre otros [45, 46]. 

El vínculo directo con el AhR se estableció mediante el uso de un ratón deficiente en la 

expresión del AhR (AhR-KO). Zaher y colaboradores observaron que los hepatocitos 

provenientes del ratón AhR-KO presentaban un incremento en el número de células 

apoptóticas [47]. Posteriormente, en fibroblastos embriónicos de ratón derivados de 

este mismo modelo, se observó que las células AhR-KO proliferaban hasta tres veces 

menos comparadas con las células silvestres, presentando un incremento en los niveles 

de apoptosis y un arresto en la fase G2-M del ciclo celular [32]. 

 

Se sabe que la desregulación de la proliferación celular y de la apoptosis contribuyen a 

la formación de tumores y al desarrollo del cáncer. Particularmente, se ha demostrado 

que el AhR está sobre-expresado en varios tipos de cáncer como el carcinoma de 

pulmón, hepatocarcinoma y cáncer pancreático [48-50]. En cambio, la sobre-expresión 

de un AhR no funcional en células HeLa (derivadas de CCU) favorece el desarrollo de 

tumores de menor tamaño en ratones atímicos con respecto a su control. Por otro lado, 

se ha reportado que la vía de señalización del AhR se encuentra desregulada en 

muestras provenientes de CCU  [51], así como en un modelo murino de cáncer de 

pulmón de células pequeñas (CPCP) inducido por las oncoproteínas E6 y E7 del VPH 

[52]. Otros estudios demuestras que macacos tratados con TCDD, ligando agonista del 

AhR, desarrollan metaplasias escamosas en el cérvix [53], además de presentar una 

disminución de los niveles de p53 en las células en dicho tejido [54]. Recientemente, 

nuestro laboratorio reportó que el AhR modula los niveles de p53 a través de la 

regulación de su degradación proteínica [36]. En este estudio, se determinó que el AhR 

modula de manera positiva la expresión genética de UbcH7, un gen que codifica para 

una enzima de conjugación de ubiquitinas, favoreciendo la degradación de p53 vía 

ubiquitina-proteosoma. Este mecanismo, a través del cual se inactiva a p53, es similar 

al utilizado por el VPH, cuya infección puede resultar en el desarrollo del CCU. 

 

Por otro lado, se ha reportado que el AhR se encuentra en el núcleo en líneas celulares 

derivadas de cáncer cerebral en ausencia de ligando exógeno [55]. A este respecto, se 

ha observado en cultivos no confluentes de células HaCat en ausencia de ligando 
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exógeno, que la localización sub-celular del AhR es predominantemente nuclear al 

tiempo que es transcripcionalmente activo; mientras que en células confluentes, es 

predominantemente citoplásmico y su actividad transcripcional disminuye [56]. Estos 

resultados sugieren la presencia de un posible ligando endógeno durante la 

transformación celular. 

 

Desde que se reportó la activación del AhR e inducción del CYP1A1 por la kynurenina y 

por el FICZ [23-25], se ha especulado que los metabolitos derivados del triptófano 

podrían ser los ligandos endógenos responsables de la activación del AhR. La 

kinurenina se forma a partir del metabolismo del triptófano por la vía de la kinurenina, 

donde participan las enzimas indolamina 2,3- dioxigenasa (IDO) y la triptófano 2,3-

dioxigenasa (TDO). Estas enzimas catalizan la primer reacción de biotransformación del 

triptófano para generar N-formilkinurenina que dará lugar a la kinurenina [57, 58]. 

Recientemente se ha asociado la expresión de la TDO con la expresión del CYP1B1 

(gen blanco del AhR) en diversos tipos de cáncer como el cáncer cerebral, de pulmón, 

de ovario y cérvico uterino [55]. Por otra parte, la sobre-expresión de la IDO ha sido 

detectada en  tumores de ciertos tipos de cáncer como glioblastomas, de páncreas, de 

próstata y cervical [59]. Con respecto a este último, los niveles de mRNA de la IDO así 

como los niveles de kinurenina son elevados en comparación con el tejido sano [60]. 

 

Los estudios anteriores sugieren que la presencia y activación del AhR favorece 

procesos transformadores, y que su inhibición a través del uso de antagonistas podría 

disminuir la proliferación de células derivadas de CCU. 
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2. JUSTIFICACIÓN 

 

Existe información que vincula al AhR con el desarrollo de diversos carcinomas como el 

CCU. Sin embargo, la información disponible referente a los mecanismos a través de 

los cuales se da dicha asociación es escasa. Por lo anterior, es importante caracterizar 

el estado de activación del AhR, así como determinar si ligandos de este receptor 

modifican las características de células derivadas de CCU.  

 

 

3. HIPÓTESIS  

 

 

El AhR se encuentra en su estado activo en células HeLa y su inactivación resultará en 

un incremento en los niveles de apoptosis y una disminución en la proliferación celular. 

 

 

4. OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo general 

Caracterizar la localización sub-celular del AhR y los niveles de expresión de su gen 

canónico; así como evaluar si antagonistas del AhR promueven la apoptosis e inhibición 

de la proliferación en células HeLa.  
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4.2 Objetivos particulares 

 

Etapa I. Evaluación de la funcionalidad del AhR en células HeLa 

 

- Evaluar la presencia del AhR y su funcionalidad en células HeLa. 

 

- Determinar y caracterizar la localización sub-celular del AhR en células HeLa. 

 

- Determinar si la localización sub-celular del AhR está asociada a la IDO. 

 

- Evaluar si la localización sub-celular del AhR, en células HeLa, determina los niveles de 

expresión del CYP1A1. 

 

Etapa II. Efecto de la inhibición del AhR sobre la apoptosis y proliferación celular  

 

- Determinar si ligandos antagonistas del AhR modifican la proliferación celular en células 

HeLa. 

 

- Evaluar si ligandos antagonistas del AhR modifican los niveles de p53 y apoptosis en 

células HeLa. 

 

- Generar células HeLa AhR-KO mediante el sistema CRISPR/CAS9  

 
- Determinar si los efectos de los antagonistas del AhR sobre la proliferación celular y 

apoptsis son dependientes de este receptor. 

 

- Investigar el efecto de la eliminación del AhR sobre la proliferación celular y apoptosis en 

células HeLa. 
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5.  MATERIALES Y MÉTODOS 
 

5.1  Material biológico 

 

Se utilizó la línea celular HepG2 (ATCC HB-8065), derivada de un hepatocarcinoma 

humano, y la línea celular HeLa (amablemente proporcionada por el Dr. Juan Pedro 

Luna Arias, CINVESTAV-IPN México), derivada de un carcinoma cervical de humano y 

que se caracteriza por tener insertado el DNA  del VPH-18 en el genoma celular [61].  

 

5.2  Cultivo celular  

 

Las líneas celulares HepG2 y HeLa se cultivaron en medio completo DMEM-alta 

glucosa (Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts, USA) suplementado con 10% de 

suero fetal de bovino (HyClone, Logan, UT, USA) y 1% de antibióticos/antimicóticos 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Las células se mantuvieron en cultivo a 37 °C, en una 

incubadora con 5% de CO2 y en una atmósfera húmeda en placas para cultivo de 100 

mm de diámetro (Corning Incorporated, NY). A las células se les cambió el medio cada 

2-3 días. 

 

Para despegar las células de la placa de cultivo, se les extrajo el medio sobrenadante, 

se agregaron 2 mL de una solución atemperada de tripsina-EDTA (Thermo Fisher 

Scientific Inc., Massachusetts, USA) y se incubaron durante 5 min a 37 °C. Se colectó la 

suspensión celular y se obtuvo la pastilla celular por centrifugación a 1,500 rpm durante 

5 min a 21 °C. El sobrenadante se descartó y la pastilla celular se resuspendió en 

medio suplementado para su resiembra o en medio de congelación (DMEM, 10% de 

DMSO, 10% de suero fetal de bovino) para su almacenamiento. 

 

Para realizar los cultivos dispersos y confluentes se sembraron 4.0x103 y 3.3x104 

células HeLa/cm2, en medio DMEM completo. Al cabo de 2 días, se consideraron 

cultivos dispersos y confluentes, respectivamente. Para obtener cultivos con 

densidades celulares intermedias a las mencionadas anteriormente, se sembraron 

8.1x103 y 1.6x104 células HeLa/cm2. 
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5.3 Extracción de proteínas totales de cultivos celulares  

 

Principio: 

Para obtener proteínas totales, las células tienen que ser lisadas empleando soluciones 

de lisis que mantengan un pH constante y con detergentes que rompan las barreras 

lipídicas que rodean a las proteínas para que incrementen su solubilidad [62, 63]. 

 

Procedimiento: 

La extracción de proteínas totales de los cultivos celulares se realizó siguiendo el 

procedimiento reportado por Froyen y Steinberg [64], el cual se describe a continuación:  

 

Se retiró el medio de cultivo del pozo con una pipeta pasteur y se adicionaron 0.5 mL de 

buffer de extracción, recuperando con movimientos suaves el contenido celular de cada 

pozo. A continuación, este se transfirió a un tubo de microfuga y se agitó en vórtex. Las 

muestras se colocaron en hielo por 1 h realizando agitación en vórtex cada 10 min. 

Transcurrido el tiempo, las muestras se centrifugaron 10 min a 12,000 rpm a 4 °C, se 

recuperó el sobrenadante en un tubo de microfuga nuevo y las muestras se 

almacenaron a -70 °C hasta su uso.  

 

Reactivos y soluciones 

- Buffer de extracción 

HEPES                                                        95.3   mg 

EDTA                                                                       7.4   mg 

Glicerol                                                                     2.0   mL 

Tritón X-100                                                             0.2   mL 

Inhibidor de proteasas (Roche, Zwitzerland)       2.0   tabletas 

Aforo (agua Milli Q)                                                20.0   mL 

pH                                                                            7.5 
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5.4 Cuantificación de proteínas totales por el método de Bradford. 

 

Principio: 

El ensayo se basa en la unión del colorante azul brillante de Coomassie G-250, 

principalmente a los residuos de aminoácidos aromáticos, y particularmente a la 

arginina. Dicha unión genera un cambio en el máximo de absorción del colorante de 

465 a 595 nm y es el incremento en la absorción a 595 nm lo que se monitorea [65]. 

 

Procedimiento: 

El ensayo se realizó en una placa de 96 pozos. 

a) Curva estándar de BSA. Se preparó una solución stock de BSA (1 mg/mL). Se 

colocaron en el primer pozo 10 µL de BSA (10 µg) y 310 µL de agua destilada, 

para completar un volumen final de 320 µL. En los siguientes 5 pozos (segundo al 

sexto) se colocaron 160 µL de agua destilada y a partir del primer pozo, se 

realizaron diluciones seriadas dobles de la siguiente manera: se tomaron 160 µL 

del primer pozo y se mezclaron con los 160 µL de agua destilada del segundo 

pozo y así sucesivamente hasta el sexto pozo, obteniendo 5.0, 2.5, 1.25, 0.625, 

0.312 y 0.156 µg de BSA, respectivamente. El séptimo pozo contiene únicamente 

160 µL de agua destilada (se usa como blanco). Se adicionaron 40 µL de reactivo 

de Bradford 5X (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) a cada pozo y se mezclaron 

perfectamente.   

b) Preparación de las muestras. En un volumen de 160 µL, se preparó una dilución 

1:160 de cada muestra y se colocó el volumen en la placa de 96 pozos; a 

continuación se adicionaron, a cada pozo, 40 µL de reactivo de Bradford 5X y se 

mezclaron.   

c) Lectura de las muestras. La placa de 96 pozos que contiene la curva estándar de 

BSA y las muestras se leyeron en un lector de ELISA Multiskan FC (Thermo 

Fisher Scientific Inc., Massachusetts, USA) a una longitud de onda de 595 nm.  
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Reactivos y soluciones 

- Solución stock BSA (1mg/mL) 

BSA                                             1 mg 

Agua destilada                            1 mL 

 

 

5.5 Determinación de niveles proteínicos de AhR y p53 por western blot 

 

Principio: 

El objetivo de esta técnica es separar proteínas de acuerdo a su peso molecular y 

carga. Las proteínas se separan por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS. 

Posteriormente, son transferidas a una membrana de nitrocelulosa donde se pueden 

identificar a través del uso de anticuerpos específicos contra la proteína de interés [66]. 

 

Procedimiento: 

a) Preparación de la muestra. De cada muestra se tomaron 40 µg de proteína para 

ser desnaturalizada con solución amortiguadora para muestras 5X, la cual 

contiene  β-mercaptoetanol como agente reductor. Las muestras se incubaron en  

baño de agua en ebullición por 5 min. 

b) Separación electroforética. Las proteínas fueron separadas mediante 

electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida al 12% utilizando buffer de 

electroforesis 1X. La electroforesis se realizó a temperatura ambiente (TA) y a 

voltaje constante de 100 V por 3 h. 

c) Electrotransferencia. Posterior a la electroforesis, las proteínas fueron 

transferidas a una membrana de nitrocelulosa utilizando buffer para transferencia 

semi seca. La transferencia se realizó a 20 V durante 1 h en un equipo Trans-

Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-RadHercules, CA, USA). Finalizada la 

transferencia, la membrana se tiñó con Rojo de Ponceau por aproximadamente 2 

min para evaluar la eficiencia de la misma. Posteriormente, la membrana se lavó 

con solución PBS 1X para eliminar el exceso de colorante y se bloqueó durante 

12 h a 4 ºC para p53 o durante 1 h a TA para AhR con solución bloqueadora. 
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d) Inmunodetección. Se realizaron lavados de la membrana con solución de lavado 

TBS (15, 10 y 5 min cada uno a TA y con agitación) y un lavado de 5 min con 

solución TBS-Tween 0.1%. A continuación, la membrana se expuso al primer 

anticuerpo, anti-p53 (DO-1, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, 

USA) o anti-AhR (RPT1, Abcam, Cambridge, MA, USA) a una dilución de 1:1000 

por 3 o 12 h a 4 °C, respectivamente, con agitación constante. Posteriormente, la 

membrana se lavó 3 veces bajo el mismo esquema mencionado y se incubó con 

el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa, a una dilución 1:5000 por 2 h a 

4 °C para p53 o 1:6000 por 2 h a TA para AhR con agitación constante. 

Finalizado el tiempo, la membrana se lavó nuevamente siguiendo el mismo 

esquema. La membrana fue expuesta a una mezcla de volúmenes iguales de la 

solución de luminol y de la solución de peróxido del kit Immobilon® (Millipore, 

Billerica, MA, USA). La señal producida por la oxidación del luminol finalmente 

fue captada en una placa auto-radiográfica. La inmunodetección de la proteína 

de actina se realizó bajo las mismas condiciones que se usaron para el AhR, 

utilizando los anticuerpos específicos para dicha proteína a una dilución 1:2000 

para el anticuerpo anti-actina (I-19, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, 

CA, USA) y 1:2000 para el anticuerpo secundario (anti-cabra). 

 

Reactivos y soluciones 

- PBS 1X 

NaCl                                                                         16.0   g 

KCl                                                                             0.4   g 

Na2HPO4                                                                    2.3   g 

KH2PO4                                                                      0.4   g 

Aforo (agua Milli Q)                                                    2.0   L 

pH                                                                              7.4 
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- Solución amortiguadora de muestra 5X 

Tris 1M pH 6.8                                                    0.6   mL 

Glicerol 50%                                                       5.0   mL 

SDS 10%                                                            2.0   mL 

Azul de Bromofenol 1% (p/v)                              1.0   mL 

β-mercaptoetanol 0.288 M                                 0.5   mL 

Aforo (agua Milli Q)                                           10.0   mL  

 

- Solución de acrilamida 30% 

Acrilamida                                                         29.2   g 

Bis-acrilamida                                                     0.8   g 

Aforo (agua Milli Q)                                         100.0   mL 

pH                                                                       7.0 

 

- Solución del gel separador 12% 

Acrilamida 30%                                                  4.0   mL 

Tris 1.5 M pH 8.8                                               2.5   mL 

Dodecil sulfato de sodio (SDS) 10%                  0.1   mL 

Persulfato de amonio (APS) 10%                      0.1   mL 

TEMED                                                              4.0   µL 

Aforo (agua Milli Q)                                          10.0   mL 

- Solución del gel concentrador 4% 

Acrilamida 30%                                                 0.67   mL 

Tris 1.0 M pH 6.8                                              0.50   mL 

SDS 10%                                                          0.04   mL 

APS 10%                                                          0.04   mL 

TEMED                                                             4.00   µL 

Aforo (agua Milli Q)                                          4.00   mL 
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- Solución de electroforesis 5X 

Tris                                                                  15.14   g 

Glicina                                                             93.84   g 

SDS                                                                   5.00   g 

Aforo (agua MilliQ)                                            1.00   L 

pH                                                                     8.3 

 

- Solución de transferencia  

Tris                                                                    5.82   g 

Glicina                                                               2.93   g 

Metanol                                                         200.00   mL 

Aforo (agua Milli Q)                                           1.00   L 

 

- Solución bloqueadora 

Leche descremada                                          0.40   g 

BSA                                                                 0.10   g 

Aforo (solución TBS pH 8.0)                          20.00   mL 

 

- Solución TBS  

Tris                                                                    2.4   g 

NaCl                                                                  8.0   g 

Aforo (agua Milli Q)                                           1.0   L 

pH                                                                     8.0 

 

- Solución TBS-Tween 0.1% 

Tween                                                                1.0   mL 

Aforo (solución TBS pH 8.0)                              1.0   L 
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5.6 Extracción de RNA total 

 

Principio 

La extracción de RNA total se realizó mediante el método de TRizol®. El reactivo 

TRizol® es una solución monofásica de fenol-isotiocianato de guanidina, la cual, 

durante la fase de lisado celular mantiene la integridad del RNA mientras que disuelve 

los demás componentes celulares al realizar una centrifugación. De la centrifugación se 

obtienen dos fases: orgánica y acuosa, y en ésta última se localiza el RNA, que 

posteriormente es precipitado por la adición de alcohol isopropílico [67]. 

 

Procedimiento 

a) Homogenización: En esta etapa se adicionó 1.0 mL de TRizol® (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA) por cada 1x106 células, se resuspendió y se transfirió a un 

tubo de microfuga de 1.5 mL. 

b) Fase de separación: Las muestras se incubaron por 5 min a TA para permitir la 

completa disociación. A continuación, se adicionaron 200 L de cloroformo por 

cada mL de TRizol® utilizado a cada muestra y se agitaron vigorosamente por 15 

s; transcurrido el tiempo, se incubaron por 2 min a TA y se realizó una 

centrifugación a 12,000 rpm por 15 min a 4 °C. 

c) Fase de precipitación: De la centrifugación anterior, se transfirió la fase acuosa a 

un tubo de microfuga nuevo y se adicionaron 500 L de isopropanol por cada mL 

de TRizol®. Cada muestra se mezcló por inversión y se incubaron 10 min a TA. 

Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 12,000 rpm por 10 min a 4 °C. 

d) Fase de lavado: De la centrifugación anterior, se eliminó el sobrenadante y se 

adicionó 1.0 mL de etanol al 75% por cada mL de TRizol® y se realizó una 

centrifugación a 7,500 rpm por 5 min a 4 °C. El RNA se disolvió en 20 L de agua 

DEPC. 

 

Finalmente, con 1.0 L de muestra se verificó la integridad del RNA mediante un 

corrimiento electroforético en un gel de agarosa al 1% por 1 h a un voltaje constante de 
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100 V. La cuantificación del RNA se realizó mediante espectrofotometría a 260 nm en 

un equipo Nano Drop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts, USA). 

 

5.7 Síntesis de cDNA. 

 

Principio 

El DNA complementario (cDNA) es una copia de DNA sintetizado a partir de un molde 

de RNA. La síntesis de cDNA consiste en la formación de un híbrido de cDNA-RNA 

formado por la acción de la enzima transcriptasa reversa [68, 69]. 

 

Procedimiento 

En un tubo de PCR se adicionaron 1.0 L de cebadores azarosos (Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA, [250 ng/l]), 3.0 g de RNA (volumen necesario) y agua DEPC para ajustar a 

un volumen final de 14.0 L. Las muestras se colocaron en un termociclador y se 

desnaturalizaron 5 min a 65 °C. Finalizado el tiempo, se colocaron en hielo por 2 min. 

Posteriormente, se adicionaron a cada muestra 6 L de una mezcla de reacción que 

contiene 4.0 L de buffer 5X, 1.0 l DTT, 1.0 L dNTPs 10 mM y 0.5 L de enzima 

Super Script First-Strand Synthesis (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Las muestras se 

incubaron en un termociclador por 40 min a 50 °C y al término, se almacenaron a -70°C 

hasta su uso. 

 

5.8 PCR cuantitativo 
 
 
Principio 

Para la amplificación del cDNA se utiliza una sonda reportera que emite fluorescencia 

cada vez que se sintetiza una cadena nueva (cadena hija) a partir de la cadena molde. 

La técnica de PCR-Tiempo Real o PCR cuantitativo mide la degradación de la sonda 

marcada con dos fluorocromos (sonda reportera y “quencher”) por la actividad de la 

enzima Taq polimerasa en cada ciclo de amplificación, siendo la cantidad de 

fluorescencia generada en cada ciclo proporcional a la cantidad de producto de 

amplificación generado [70]. 
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Procedimiento 

Para evaluar la amplificación de los cDNA, se utilizó un termociclador acoplado a un 

espectrofotómetro StepOne Real-Time PCR System (AppliedBiosystems, Branchburg, 

NJ, USA). Los niveles de amplificación fueron analizados usando el umbral de 

expresión correspondiente (Ct). Se amplificaron los cDNA correspondientes a los genes 

CYP1A1 y GAPDH (con número de identificación Hs02382618_s1 y 4326317E, 

respectivamente, obtenidos de AppliedBiosystems, Branchburg, NJ, USA), éste último 

utilizado como valor para normalizar la expresión. 

 

Reactivos y soluciones 

- Mezcla de reacción de amplificación 

cDNA                                                                                                  1.0   μL 

TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems)                 7.5   μL 

H2O Milli Q                                                                                          0.1   μL 

Sonda                                                                                                  0.4   μL 

 

 

5.9 Inmunofluorescencia 

 

Principio 

La inmunofluorescencia aprovecha la capacidad que tienen los anticuerpos marcados 

para unirse con alta especificidad a una determinada molécula blanco. Aquí, la marca 

unida al anticuerpo es una molécula fluorescente. El anticuerpo marcado se hace 

reaccionar contra un preparado biológico y luego se expone la muestra tratada a una 

fuente de luz de onda corta la cual genera un fenómeno de fluorescencia en la molécula 

marcadora que a su vez emite luz a una longitud de onda más larga. La  luz emitida 

puede ser observada por medio de un microscopio de fluorescencia [71].  

 

 

 

http://es.wikipedia.org/wiki/Fluorescencia
http://es.wikipedia.org/wiki/Microscopio_de_fluorescencia
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Procedimiento  

a) Cultivo celular. Cultivos dispersos o confluentes se sembraron en placas de 35 

mm sobre un cubreobjetos estéril de 22 x 22 mm. 

b) Fijación. Después de 48 h de cultivo, las células se fijaron con paraformaldehído 

al 3.5% por 2 h a 4 °C. 

c) Permeabilización y bloqueo. Las células fijadas se permeabilizaron con Tritón X-

100 frío al 0.05% por 5 min a TA. Posteriormente, se realizaron 2 lavados con 

PBS 1X frío y se bloqueó con BSA al 5% en una cámara húmeda por 1 h a TA. 

d) Inmunodetección. Se agregaron 100 µL de anticuerpo primario anti-AhR (1:200; 

RPT1, Abcam, Cambridge, MA, USA) disuelto en BSA al 5%, el cual se incubó por 2 

h a TA en una cámara húmeda. Finalizado el tiempo, se lavaron 12 veces con 

Tween-20 al 0.5% y 6 veces con PBS 1X. Posteriormente, se incubó el 

anticuerpo secundario marcado con Alexa 488 (1:20; A-11001, Thermo Fisher 

Scientific Inc., Massachusetts, USA), disuelto en BSA al 5%, por 1 hora a TA en 

una cámara húmeda y protegido de la luz. A continuación, se realizaron lavados 

bajo el esquema antes mencionado. Posteriormente, se adicionaron 100 µL de 

Rodamina-Faloidina (1:20) y se incubó por 15 min a TA. Las células se lavaron 2 

veces con PBS 1X y se dejaron secar por 10 min protegidas de la luz. 

Finalmente, las células se montaron con Vectashield con DAPI (Vector 

Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA). El análisis confocal se realizó en un 

sistema Leica TCS SP8 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). 

 

Reactivos y soluciones 

- Paraformaldehído al 3.5% 

Paraformaldehído                         3.50    g 

Aforo (PBS 1X)                             1.00    L 

pH                                                 7.4 

 

- Tritón X-100 0.05% 

Tritón X-100                                  0.05   mL 

Aforo (PBS 1X)                         100.00   mL 
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- BSA 5% 

 BSA                                              5.00   g 

 Aforo (PBS 1X)                         100.00   mL 

 

- Tween-20 0.5% 

 Tween-20                                      0.50   mL 

 Aforo (PBS 1X)                         100.00   mL 

 
 
5.10 Centrifugación por gradiente de sacarosa 

 

Principio: 

La centrifugación por gradiente de densidad de sacarosa es el método más común 

usado para separar organelos intracelulares (e.g. endosomas y núcleos, entre otros). La 

densidad de los organelos depende de su contenido, tamaño, forma y de la relación 

lípido:proteína. Durante la centrifugación, los organelos flotan o sedimentan en una 

zona de densidad similar en el gradiente [72]. 

 

 

Procedimiento: 

a) Cultivo celular. Se sembraron cultivos dispersos y confluentes en medio DMEM 

completo. 

b) Cosecha. Después de 48 h de cultivo, se aspiró el medio y se lavó dos veces con 

PBS 1X frío. Las células se cosecharon en PBS 1X frío con ayuda de un 

raspador celular para posteriormente centrifugarlas a 2,000 rpm por 5 min. 

c) Obtención de extracto citoplásmico. La pastilla celular se resuspendió en 0.5 mL 

de solución amortiguadora de Tris-MgCl2 (TM) y se incubó por 10 min en hielo. 

Posteriormente, se adicionaron 0.5 mL de Tritón X-100 al 2%, se mezcló 

suavemente y se incubó por 10 min en hielo. Al término de la incubación, se 

dieron 5-10 golpes con el pistilo B en un homogeneizador de Dounce (Thomas 
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Scientific, Swedesboro, NJ, USA) para eliminar los restos celulares adheridos a 

los núcleos. La suspensión se centrifugó a 7,000 rpm durante 15 min a 4 °C. Se 

recolectó el sobrenadante (que corresponde al extracto citoplásmico) y se 

almacenó a -70 °C hasta su uso. 

d) Obtención de extracto nuclear. La pastilla obtenida en el paso anterior se 

resuspendió en 0.5 mL de solución amortiguadora de sacarosa I y 0.5 mL de 

solución amortiguadora de sacarosa II (proporción 1:1). Los núcleos contenidos 

en la solución anterior se purificaron mediante centrifugación por gradiente de 

sacarosa en un tubo Thinwall Ultra-Clear (344060, BeckmanCoulter, Brea, 

California, USA) de la siguiente manera: se depositaron 2 mL de solución 

amortiguadora de sacarosa II en el fondo del tubo, sobre esta cama de sacarosa 

se adicionó la suspensión nuclear y finalmente se adicionó 1 mL de solución 

amortiguadora de sacarosa I. Los tubos se pesaron (con sus respectivas tapas y 

camisas) con el fin de equilibrar el peso adicionando (cuando era necesario) 

solución amortiguadora de sacarosa I. Los tubos se sometieron a ultra 

centrifugación a 16,000 rpm durante 50 min a 4 °C. Posteriormente, se desechó 

el sobrenadante y los núcleos purificados fueron resuspendidos en 100 µL de 

solución de lisis para someterlos a agitación en vortex (30 min a 4 °C) y 

sonicación (4 micrones durante 1 min con periodos de 15 seg de sonicación con 

descansos de 30 seg entre cada periodo). Para eliminar los restos de membrana, 

la suspensión se centrifugó a 13,000 rpm durante 2 min a 4 °C. Finalmente, se 

recolectó el sobrenadante (extractos nucleares) y se almacenó a -70 °C hasta su 

uso. 

Reactivos y soluciones: 

- Solución amortiguadora TM 

Tris-HCl 100 mM pH 8                                       0.20   mL 

MgCl2 41.9 mM         95.40   µL 

Inhibidor de proteasas 7X (Roche, Zwitzerland)    28.50   µL 

Aforo (agua Milli Q)                                                           2.00   mL 
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- Tritón X-100 2% 

Tritón X-100                     0.20   mL 

Aforo (PBS 1X)                                                              10.00   mL 

 

- Solución amortiguadora de sacarosa I 

Sacarosa            1.09   g 

CaCl2 1M          30.00   µL 

Mg(COO)2 1M         20.00   µL 

EDTA 200 mM          5.00   µL 

Tris-HCl  1M pH 8.0     100.00   µL 

DTT 500 mM         20.00   µL 

PMSF 100 mM                                                               50.00   µL 

Aforo (agua Milli Q)                                                     10.00  mL 

 

- Solución amortiguadora de sacarosa II 

Sacarosa            6.84   g 

Mg(COO)2 1M         50.00   µL 

EDTA 200 mM          5.00   µL 

Tris-HCl 1M pH 8.0      100.00   µL 

DTT 500 mM           20.00   µL 

PMSF 100 mM        50.00   µL 

Aforo (agua Milli Q)        10.00   mL 

 

- Solución de lisis 

Tris-HCl 1 M pH 8.0        50.00   µL 

NaCl 600 mM 250 µL 

Inhibidor de proteasas 7X (Roche, Zwitzerland)         142.00   µL 

Tritón X-100 10%                                                        100.00   µL 

Aforo (agua Milli Q)                                                         1.00   mL 
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5.11 Sincronización de células HeLa con hidroxiurea 

 

Principio 

La enzima ribonucleótido reductasa participa en la síntesis de deoxiribonucleótidos 

(dNTPs). Los dNTPs a su vez son necesarios para la síntesis de DNA, por lo que su 

disminución bloquea este proceso. La hidroxiurea (HU) es un potente inhibidor de  la 

ribonucleótido reductasa, por lo tanto, el tratamiento con este compuesto químico 

bloquea reversiblemente la progresión del ciclo celular de la fase G1 a S. Esto se ve 

reflejado en un paro del ciclo celular en la frontera de la fase G1/S en diversas líneas 

celulares [73-75]. Por lo anterior, el tratamiento con HU permite evaluar la progresión 

sincrónica del ciclo celular una vez que se ha retirado dicho tratamiento. 

 

Procedimiento 

Se trataron cultivos dispersos con 2 mM de HU por 16 h. Concluido el tiempo de 

tratamiento, las células se lavaron una vez con PBS 1X para posteriormente incubarlas 

con medio completo sin HU. A partir de este momento (0 h post-HU), las células se 

cosecharon con tripsina a los tiempos indicados para evaluar el ciclo celular mediante la 

tinción con Ioduro de Propidio (IP) y citometría de flujo. 

 

5.12 Análisis del ciclo celular por citometría de flujo 

 

Principio: 

El análisis del ciclo celular es un método que emplea la citometría de flujo para 

distinguir células en diferente fase del ciclo celular. Mediante el uso de un colorante 

fluorescente con capacidad de teñir el DNA, usualmente ioduro de propidio (IP), se 

puede determinar la cantidad de material genético de una célula. Como el contenido de 

DNA se duplica en la fase S del ciclo celular, la cantidad relativa de células en la fase 

G0/G1, S y G2/M se puede determinar mediante la tinción con IP, de este modo, la 

intensidad de fluorescencia será directamente proporcional al contenido de DNA [76]. 
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Procedimiento 

a) Cosecha. Se colectó el medio del cultivo celular en un tubo de 5 mL para 

recuperar las células que pudieran estar flotando. Posteriormente, las células 

adheridas se incubaron con tripsina-EDTA por 3 min a 37 °C. Al término de la 

incubación, las células se colocaron en el tubo de 5 mL. 

b) Lavado. Los tubos se centrifugaron a 1,500 rpm por 5 min. Se desechó el 

sobrenadante y la pastilla celular se resuspendió con 1 mL de PBS 1X frío. La 

suspensión celular se centrifugó a 1,500 rpm por 5 min. 

c) Fijación. El sobrenadante se decantó. Las células se resuspendieron con el 

sobrenadante que quedó en las paredes del tubo y se adicionaron 0.5 mL de 

etanol frío al 70% con agitación continua. Las células se colocaron en hielo por 

mínimo 1 h. 

d) Permeabilización celular. La suspensión celular se centrifugó a 1,500 rpm por 5 

min. Se recuperó la pastilla celular y se resuspendió con 2 mL de PBS 1X frío. La 

suspensión celular se centrifugó a 1,500 rpm por 5 min. Se decantó el 

sobrenadante y se agregaron 0.5 mL de PBS 1X frío más 0.25 mL de solución de 

permeabilización fría. Se incubaron por 1 min a TA. 

e) Tinción. Las células se centrifugaron a 1,500 rpm por 5 min. Se desechó el 

sobrenadante y se agregaron 0.5 mL de solución de tinción (IP/RNAsa). 

f) Citometría de flujo. Las células se midieron con el equipo FACS Calibur 

(BectonDickinson, CA, USA), por lo menos 20x103 eventos. Los datos se 

analizaron con el software ModFit (Verity Software House, Topsham, ME, USA). 

 

Reactivos y soluciones 

- Solución de permeabilización  

 Na2HPO4  0.2 M                       48   mL 

 Ácido cítrico 0.1 M                     2   mL 
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- Solución de tinción  

 PBS 1X                                    10   mL 

 IP (1mg/mL)                           200   µL 

 RNAsa (10 mg/mL)                  73   µL 

 

5.13 Inhibición de la IDO con Epacadostat 

 

Principio: 

El Epacadostat (INCB024360) inhibe a la IDO al formar un enlace covalente con el 

hierro del grupo hemo de la enzima, mientras que el grupo m-Br-fenil se une al sitio 

activo de la IDO [77]. 

 

 

Procedimiento: 

Se trataron cultivos confluentes con Epacadostat  5 µM o DMSO por 48 h. De estos 

cultivos se sembraron cultivos dispersos manteniendo el tratamiento con Epacadostat o 

DMSO. Dichos cultivos dispersos se mantuvieron por 12 h (tiempo necesario para que 

las células se adhieran a su sustrato) para posteriormente fijarlos con paraformaldehído 

y evaluar la localización sub-celular del AhR mediante inmunofluorescencia como se 

indicó anteriormente. 

 

5.14 Curva de crecimiento de células HeLa 

 

Procedimiento: 

a) Cultivo celular.  Se sembraron 1x104 células por pozo en placas de 6 pozos, se 

realizó el tratamiento correspondiente por triplicado, y se evaluó el crecimiento 

celular  cada 24 h por 6 días.  

b) Cosecha. Las células se despegaron con 0.4 mL de tripsina, se lavó cada placa 

con 1.5 mL de medio, se colocó la suspensión celular en tubos de 5 mL y se 

centrifugaron a 2,000 rpm por 10 min a 21 °C. Se desechó el sobrenadante y la 

pastilla celular se resuspendió en 1 mL de medio.  
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c) Conteo celular. Las células de la suspensión anterior se contaron en un 

hemocitómetro empleando azul de tripano al 0.04%. Se contaron células viables 

y no viables. 

La concentración inhibitoria media (IC50) se calculó con el dynamic curve fitting 

algorithm del programa SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc., CA, USA). 

 

5.15 Apoptosis por anexina V y IP 

 

Principio: 

La anexina V es una proteína que se une específicamente al fosfolípido fosfatidil serina, 

el cual se encuentra en la cara interna de la membrana plasmática y se expone en la 

cara externa de dicha membrana cuando comienza el proceso de apoptosis. La anexina 

V conjugada con FITC tiñe las células tanto apoptóticas como necróticas por lo que es 

necesario adicionar IP para diferenciarlas [78]. 

 

Procedimiento: 

a) Cultivo celular. Se sembraron 106 células en un volumen final de 4 mL en cajas 

de 60 mm de diámetro. A las 24 h se inició el tratamiento.  

b) Cosecha. Concluido el tiempo de tratamiento, se  recuperó el medio en tubos de 

5 mL y se centrifugaron a 1,000 rpm por 5 min a 20 °C, se decantó el medio y se 

conservó la pastilla celular. A las células que siguieron adherentes a la caja de 

cultivo se les adicionó 1 mL de PBS 1X con EDTA al 0.02%, y se incubó a 37 °C 

por un min. Con  ayuda de un raspador celular se recuperaron las células, se 

colocaron en los tubos de 5 mL antes mencionado y se adicionaron 3 mL de PBS 

1X frío. Los tubos se centrifugaron a 1,000 rpm por 5 min a 20 °C y se decantó el 

sobrenadante. 

c) Tinción de células apoptóticas con Anexina-V-FITC/IP. Para la detección de 

células apoptóticas se utilizó un kit comercial (Annexin-V-FluosStaining Kit, 

Roche Diagnostics, Indiana, USA). Se resuspendió la pastilla celular en 100 µL 

de solución amortiguadora de tinción más 0.4 µL de anexina V-FITC y 2 µL de 

IP. Se incubó durante 15 min a TA en oscuridad. Las células se midieron con un 
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equipo FACS Calibur (Becton Dickinson, CA, USA), y los datos se analizaron con 

el software FlowJo 10.0. 

 

5.16 Generación de células HeLa AhR-KO mediante CRISPR-Cas9 

 

Principio: 

Las repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y regularmente inter-espaciadas 

(CRISPR, por sus siglas en inglés), y los genes asociados a CRISPR (Cas, por sus 

siglas en inglés), son secuencias de DNA que forman parte del sistema inmune 

adaptativo microbiano contra virus invasores. Dicho sistema está constituido por dos 

RNAs y un componente proteínico: un RNA codificado por las CRISPR (crRNA) el cual 

se une al DNA viral, un RNA que facilita el procesamiento del crRNA (tracrRNA) y una 

nucleasa llamada Cas9, la cual es capaz de interactuar con el complejo de RNA:DNA y 

realizar un corte específico en el DNA. Este sistema ha sido re-diseñado para la edición 

de genes al combinar el crRNA y el tracrRNA en una unidad quimérica llamada single-

guide RNA (sgRNA). Por lo tanto, el sgRNA detecta una secuencia específica en el 

genoma, haciendo posible que la enzima Cas9 se una al sgRNA y realice un corte en el 

DNA en un sitio de interés. Cuando el DNA es cortado, éste es reparado mediante la 

unión de extremos no homólogos (NHEJ, por sus siglas en inglés) o mediante 

recombinación homóloga generando inserciones, deleciones o mutaciones en el DNA. 

De esta manera, es posible editar genes para evaluar su función en los organismos [79, 

80].  

 

En este experimento se emplearon dos sgRNAs dirigidos contra el exón 1 del gen que 

codifica para el AhR humano. Con los cortes en el DNA realizados por la enzima Cas9, 

se espera la deleción de un fragmento de 84 pb debido a la reparación del DNA por 

NHEJ. 
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Procedimiento: 

a) Cultivo celular. Se sembraron por triplicado 1x105 células HeLa en un volumen 

final de 2 mL en placas de 6 pozos. Después de 24 h de cultivo se realizó la 

transfección. 

b) Transfección. Tres µg de cada uno de los plásmidos pMLM3636-hAhRsgRNA93 

y pMLM3636-hAhRsgRNA96 (proporcionados por el Dr. Fernández-Salguero de 

la Universidad de Extremadura, España), y 12 µg del plásmido pSpCas9(BB)-2A-

GFP (PX458) (obsequio del Dr. Feng Zhang, Addgene plasmid # 48138) se 

disolvieron en 750 µL de medio Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific Inc., 

Massachusetts, USA). Posteriormente, se agregaron 68 µL de TurboFectin 8.0 

(OriGen, Rockville, USA), se disolvió suavemente por pipeteo y se incubó a TA 

por 30 min. Transcurrido este tiempo, se depositaron 250 µL de la mezcla 

anterior a cada pozo. Como control negativo de la generación de células HeLa 

AhR-KO mediante CRISPR-Cas9, la transfección se realizó como se indica arriba 

con el vector vacío pMLM3636 más el plásmido pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458). 

c) Generación de cultivos monoclonales a partir de células HeLa GFP positivas. El 

aislamiento de células HeLa GFP positivas se realizó 48 h después de la 

transfección mediante cell sorting. Para obtener cultivos monoclonales, las 

células aisladas se sembraron en placas de 96 pozos a una densidad de una 

célula por pozo. Después de 30 días de cultivo se extrajo DNA genómico (gDNA) 

para su genotipificación. 

d) Purificación de gDNA. Para obtener gDNA, las células se lisaron empleando 200 

µL de solución amortiguadora de lisis adicionada con 100 µg de proteinasa K. 

Tras una incubación a 56 °C durante 1 h, las muestras se mantuvieron a 95 °C 

por 10 min. Finalmente, se centrifugaron a 13,000 rpm por 1 min, se recolectó el 

sobrenadante (el cual contiene el gDNA) y se almacenó a -70 °C hasta su uso.  

e) Genotipificación por PCR punto final. La PCR se llevó a cabo bajo las siguientes 

condiciones: 30 ciclos de desnaturalización a 94 °C por 1 min, alineamiento a 

67.9 °C por 1 min y extensión a 72 °C por 2.5 min. Posteriormente se realizó un 

ciclo de extensión final a 72 °C por 10 min. Al término de la reacción de PCR las 

muestras fueron analizadas en geles de agarosa al 1% para identificar 
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fragmentos indicativos de la deleción esperada (437 pb: AhR-WT; 353 pb: AhR-

KO). La secuencia de los oligonucleótidos usados para la amplificación por PCR 

son los siguientes: sentido 5’-ATCTGGGCGGGGCGGGGCCGGTG-3’ y anti-

sentido 5’-AGGTGCCGTCTACACCGGCGGAG-3’. 

 

Reactivos y soluciones 

- Solución amortiguadora de lisis 

Tris-HCl                                           47   mg 

KCl                                                112   mg 

NP40 0.45%                                  135   µL 

Tween-20                                      135   µL 

Aforo (Agua Milli Q)                        30   mL 

pH                                                     8 

 

5.17 Análisis estadístico 

 

La significancia estadística de las diferencias entre las muestras control y las muestras 

problemas se determinaron usando la prueba t-student y la prueba ANOVA (SigmaPlot 

12.0). Los valores de p<0.05 fueron considerados significativos.  
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6.  RESULTADOS 
 
6.1  Expresión y funcionalidad del AhR en células HeLa 

 

Para determinar si el AhR se expresa en células HeLa, se extrajo proteína total de esta 

línea celular y mediante western-blot se evaluó la presencia de este factor de 

transcripción. Como control positivo de la expresión del AhR, se empleó la línea celular 

HepG2, en la cual se ha reportado su expresión [81]. Como se observa en la figura 5, el 

AhR se expresa en las células HeLa con niveles de proteína similares a los detectados 

en las células HepG2.  

 

 

Figura 5. Expresión del AhR en células HeLa y HepG2. A) Blot representaivo de la inmunodetección del 

AhR por western-blot en células HepG2 y HeLa. B) Densitometría de 3 western-blots independientes. Los 

resultados se expresan como el promedio ± D.E.  

 

 

Posteriormente se evaluó la funcionalidad del AhR en las células HeLa. Dado que la 

expresión del gen CYP1A1 es dependiente de la actividad transcripcional del AhR, se 

evaluó mediante PCR cuantitativo la inducción de la expresión del mRNA de este gen 

en células HeLa tratadas con β-NF, ligando agonista del AhR. Como se puede observar 

en la figura 6, el tratamiento con β-NF indujo hasta cuatro veces los niveles de mRNA 
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del CYP1A1 con respecto a su control. Este resultado indica que el AhR es 

transcripcionalmente activo en las células HeLa. 

 

 

 

Figura 6. La activación del AhR mediada por la β-NF incrementa los niveles de mRNA del CYP1A1 en 

células HeLa. Células HeLa fueron tratadas con 1 µM de β-NF por 2 h y los niveles de mRNA del 

CYP1A1 fueron determinados por qPCR. Los datos son presentados como el promedio ± D.S. de dos 

experimentos independientes. *p<0.05. 

  

6.2   Caracterización de la localización sub-celular del AhR en células HeLa 

 

Ikuta y colaboradores [56] reportaron que, la localización sub-celular del AhR en 

ausencia de ligando exógeno, es predominantemente nuclear en cultivos dispersos de 

células HaCat, es decir, células cultivadas en condiciones de baja densidad celular, 

mientras que en cultivos confluentes, la localización del AhR es predominantemente 

citoplásmica. Considerando lo anterior, el siguiente objetivo fue evaluar la localización 

sub-celular del AhR, mediante inmunofluorescencia y fraccionamiento celular por 

gradiente de sacarosa, en cultivos dispersos y confluentes de células HeLa en ausencia 

de ligando exógeno. En la figura 7A se muestra una imagen representativa de contraste 

de fases de cultivos en ambas condiciones de confluencia, así como la localización del 

AhR mediante inmunofluorescencia. Se observa que el AhR se localiza 

predominantemente en citoplasma en la condición de cultivo confluente (~90% de las 
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células analizadas, Figura 7B), mientras que su localización en núcleo es predominante 

en cultivo disperso (100% de las células analizadas, Figura 7B). La detección del AhR  

mediante western-blot en extractos nucleares y citosólicos corroboró las observaciones 

realizadas a través de microscopía confocal (Figura 7C). 

 

 

Figura 7. La densidad celular determina la localización sub-celular del AhR en células HeLa. A) 

Localización del AhR determinada por microscopia confocal en cultivo disperso y confluente. La figura de 

contraste de fases (extrema izquierda) corresponde a un campo representativo del cultivo. El AhR, los 

núcleos y la actina se visualizan en verde, azul y rojo, respectivamente. B) Porcentaje de células en 

cultivo confluente y disperso con AhR en citoplasma o en núcleo/citoplasma. Los datos son presentados 

como promedio ± D.S. de dos experimentos independientes. *p<0.01. C) Inmunodetección del AhR por 

western blot en extractos citoplásmicos y nucleares de cultivos dispersos y confluentes. 

 

Adicionalmente, se analizó la posibilidad de que la localización nuclear del AhR en 

cultivo disperso se deba en parte a una distribución asociada a las distintas fases del 
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ciclo celular. Para ello, primero se sincronizaron células HeLa en la frontera de las fases 

G1/S mediante el tratamiento con HU. Una vez retirado el tratamiento con el agente 

citostático, se siguió la progresión del ciclo celular por medio de la tinción con IP y 

citometría de flujo. Los resultados de este experimento se muestran en la figura 8. 

Como era de esperarse, la mayoría de la población celular se encuentra en la fase G1 

(67%) a las 0 h posteriores al tratamiento con HU, con una minoría (33%) en la fase S, 

mientras que la población celular en la fase G2/M es prácticamente inexistente (0%). 

Estos datos sugieren que las células se encuentran en la frontera de las fases G1/S. Al 

continuar con el análisis de la progresión del ciclo celular, se observa que a las 4 h 

posteriores al tratamiento con HU, el 100% de las células están en la fase S, mientras 

que a las 8 h la gran mayoría en la fase G2/M (90%) (Figura 8). 
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Figura 8. Sincronización de cultivos dispersos de células HeLa. A) Perfil del ciclo celular determinado por 

citometría de flujo en células HeLa sincronizadas con HU. Las células se trataron por 18 h con 2 mM de 

HU. Al término de este tratamiento, se cambió el medio por medio fresco sin HU y se evaluó el perfil del 

ciclo celular a los tiempos indicados. B) Porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular. Los 

datos son presentados como promedio de tres experimentos independientes. 

 

 

Con base en las observaciones anteriores, se procedió a evaluar la localización sub-

celular del AhR mediante inmunofluorescencia en cultivos dispersos a las 0, 4 y 8 h 

posteriores al tratamiento con HU, donde la mayoría de la población celular se 

encuentra en las fases G1, S y G2/M del ciclo celular, respectivamente. En la figura 9, 

se muestra la localización sub-celular del AhR en cultivos dispersos asincrónicos, así 

como en cultivos dispersos en las fases G1, S y G2/M del ciclo celular. Como se 

aprecia, el AhR se localiza tanto en el núcleo como en el citoplasma de células HeLa en 
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cultivos dispersos en todas las condiciones evaluadas, sin observarse un cambio en su 

distribución en función de la fase del ciclo celular en que se encuentran.  
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Figura 9. Localización celular del AhR en células HeLa en diferentes fases del ciclo celular. A) 

Localización sub-celular del AhR en cultivo disperso en las diferentes fases del ciclo celular, determinada 

por microscopia confocal. El AhR, los núcleos y la actina se visualizan en verde, azul y rojo 

respectivamente. B) Porcentaje de células en cultivo disperso con AhR nuclear y citoplásmico (N/C) o 

AhR citoplásmico (C), en las diferentes fases del ciclo celular. Los datos son presentados como promedio 

± D.S. de tres experimentos independientes. 
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En su conjunto, estos datos indican que las fases del ciclo celular no determinan la 

localización nuclear del AhR en células HeLa y sugieren que la localización sub-celular 

del AhR está determinada por la densidad celular, siendo citoplásmico en cultivo 

confluente, y predominantemente nuclear en cultivo disperso. 

 

6.3 La densidad celular determina los niveles de expresión del CYP1A1 en células 

HeLa 

 

Considerando que la presencia del AhR en el núcleo es fundamental para que lleve a 

cabo su función como factor de transcripción, se analizó si la localización nuclear del 

AhR en cultivo disperso y en ausencia de un ligando exógeno se traduce en un 

incremento de la expresión de su blanco canónico del AhR, el CYP1A1. Para ello, se 

midieron los niveles basales de mRNA del CYP1A1 en cultivos dispersos y confluentes 

(Figura 10A). Como se puede observar, la expresión del mRNA del CYP1A1 en el 

cultivo disperso es dos veces mayor con respecto al cultivo confluente, lo que 

concuerda con la localización nuclear del AhR.  
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Figura10. Expresión basal e inducida del mRNA del CYP1A1 en cultivos confluentes y dispersos de 

células HeLa. A) Niveles del mRNA del CYP1A1 en cultivo disperso y confluente en ausencia de ligando 

exógeno. B) Efecto del TCDD (10 nM, 12 h) sobre la expresión del mRNA del CYP1A1 en cultivo disperso 

y confluente. Los niveles de mRNA se determinaron por qPCR. Los datos son presentados como 

promedio ± D.S. de tres experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01. 

 

Posteriormente, se evaluó el efecto de un ligando agonista exógeno sobre los niveles 

de mRNA del CYP1A1. Para este fin, cultivos dispersos y confluentes, donde el AhR se 

encuentra en núcleo y citoplasma, respectivamente, fueron tratados con TCDD. En la 

figura 10B se observa que, en la condición de cultivo confluente, el TCDD es capaz de 

inducir hasta cinco veces el mRNA del CYP1A1 con respecto a su control. En contaste, 

en el cultivo disperso no hubo cambios significativos en los niveles de mRNA del 

CYP1A1 entre las células tratadas con TCDD y las células control. Los resultados 

anteriores sugieren que: (i) el AhR que se encuentra en el citoplasma de células del 

cultivo confluente se puede activar por el TCDD, y (ii) el TCDD no es capaz de activar al 

AhR del cultivo disperso, posiblemente debido a la ocupación de este por un putativo 

ligando endógeno. 

 

Considerando los resultados anteriores, se procedió a evaluar la expresión basal del 

mRNA del CYP1A1 a lo largo de un gradiente de densidad celular. En la figura 11 se 

observa que los niveles de mRNA del CYP1A1 son mayores en las células cultivadas 
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bajo la condición de menor densidad celular, y disminuyen a medida que aumenta la 

confluencia. 

 

 

Figura 11. Expresión basal del mRNA del CYP1A1 en células HeLa cultivadas a diferentes densidades. 

Las figuras de contraste de fases (extrema izquierda) corresponden a un campo representativo de los 

cultivos señalados en el eje de las ordenadas de la gráfica. Los niveles de mRNA se determinaron por 

qPCR. Los datos son presentados como promedio ± D. S. de tres experimentos independientes. *p<0.05 

 

 

En conjunto, estos resultados indican que la localización sub-celular del AhR en células 

HeLa, modula la expresión basal del mRNA del CYP1A1, y determina su inducción 

mediada por ligandos exógenos como el TCDD. 

 

6.4 Inhibición de la IDO y localización sub-celular del AhR 

 

Debido a que la enzima IDO participa en la biosíntesis de la kinurenina y ácido 

kinurénico [57, 58], ligandos agonistas del AhR, se decidió estudiar el efecto del 

bloqueo de la síntesis de dichos ligandos endógenos sobre la localización nuclear del 

AhR en cultivo disperso. Para ello, cultivos confluentes de células HeLa (donde el AhR 

se localiza en citoplasma) fueron pre-tratados con un inhibidor de la IDO, Epacadostat 

(5 µM, 48 h). Posteriormente, a partir de este cultivo se resembraron las células a una 
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densidad celular equivalente a la condición dispersa. Con lo anterior, se bloqueó la 

síntesis de ligandos endógenos derivados del triptófano que pudieran activar al AhR y 

promover su internalización nuclear. Como era de esperarse, el AhR se localiza en el 

citoplasma de las células HeLa en cultivo confluente, a las 0 y 48 h de tratamiento con 

Epacadostat, sin observarse diferencias con su control DMSO (Figura 12A). En la figura 

12B, se observa que en el cultivo disperso (proveniente del cultivo confluente de la 

figura 12A), el AhR se localiza predominantemente en el núcleo a las 12 h posteriores al 

tratamiento con el inhibidor de la IDO. Los resultados anteriores podrían indicar que la 

localización nuclear del AhR en cultivo disperso no se debe a la activación de este 

factor de trascripción por ligandos derivados del triptófano, ya que el efecto de la 

inhibición de la enzima encargada de la biosíntesis de dichos ligandos, no se ve 

reflejado en un cambio en la distribución nuclear del AhR. 
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Figura 12. Efecto del Epacadostat sobre la localización sub-celular del AhR en células HeLa. A) 

Localización sub-celular del AhR en cultivos confluentes a las 0 h (panel superior) y 48 h de tratamiento 

con DMSO (panel intermedio) o Epacadostat 5 µM (panel inferior). B) Localización sub-celular del AhR en 

cultivos dispersos (provenientes del cultivo confluente de a las 12 h posteriores al tratamiento con DMSO 

(panel superior) y Epacadostat 5 µM (panel inferior). El AhR, los núcleos y la actina se visualizan en 

verde, azul y rojo, respectivamente. 
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6.5 Efecto de la α-NF y del Resv sobre la proliferación celular, niveles de p53 y 

apoptosis en células HeLa. 

 

Dado que se ha reportado la actividad antagonista de la α-NF y del Resv sobre el AhR 

en diversas líneas celulares [19, 20, 29-31], se determinó si dicho efecto se presentaba 

en las células HeLa. Primeramente se evaluó el efecto del tratamiento con α-NF y el 

Resv sobre la expresión basal del mRNA del CYP1A1, gen blanco canónico del AhR. 

Posteriormente, se investigó el efecto de estos 2 antagonistas sobre la inducción del 

mRNA del CYP1A1 provocada por la β-NF, agonista del AhR. La figura 13A indica que 

los tratamientos con α-NF y Resv provocaron una disminución significativa en los 

niveles basales del mRNA del CYP1A1 en cultivos dispersos, respecto a su control. Lo 

anterior sugiere que estos compuestos tienen la capacidad de antagonizar con posibles 

ligandos endógenos. Como era de esperarse, la β-NF incrementó los niveles del mRNA 

del CYP1A1 hasta cuatro veces más con respecto a su control, mientras que los co-

tratamientos con β-NF/α-NF y β-NF/Resv inhibieron dicha inducción (Figura 13B). 
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Figura 13. La -NF y el Resv disminuyen los niveles basales e inducidos de mRNA del CYP1A1. A) 

Efecto de la -NF (1 M) y Resv (5 M) sobre los niveles basales de mRNA del CYP1A1. Las células 

fueron tratadas con los antagonistas antes mencionados desde el momento de la siembra del cultivo 

disperso hasta su cosecha con TRizol® (tiempo total de tratamiento: 60 h). B) Efecto del tratamiento con 

-NF (50 M) y Resv (40 M), en células HeLa, sobre los niveles de mRNA del CYP1A1 inducido por la 

-NF (1 M). Las células fueron tratadas por 2 h con los ligandos antes mencionados. Los niveles de 

mRNA se determinaron por qPCR. Los datos son presentados como promedio ± D.S. de tres 

experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01. 

 

Los resultados anteriores indican que la α-NF y el Resv bloquean la expresión del 

CYP1A1 inducida por el tratamiento con β-NF en cultivo confluente. También 

disminuyen los niveles basales del CYP1A1 en cultivo disperso. Lo anterior establece 

que tanto la α-NF como el Resv actúan como antagonistas del AhR en células HeLa 

bajo las condiciones antes mencionadas. 

 

Previamente, estudios realizados en cultivos confluentes de células WB-F344 (línea 

celular precursora de hepatocitos de rata), demostraron que la activación del AhR con 

TCDD provocaba la pérdida de la inhibiciónde la proliferación por contacto, dando como 

resultado un incremento en la proliferación celular [82]. Por otro lado, se ha observado 
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en fibroblastos embriónicos y hepatocitos primarios derivados del ratón AhR-KO, que la 

ausencia de este receptor resulta en una disminución de la proliferación celular [32, 47]. 

Por lo anterior, se decidió investigar si el AhR modula la proliferación de células HeLa. 

Para ello, se trataron cultivos dispersos con concentraciones crecientes de antagonistas 

del AhR durante 1 a 6 días. En la figura 14 se puede observar como el crecimiento 

celular de los controles se ajusta a un crecimiento exponencial, mientras que la 

proliferación celular se ve disminuida a medida que las concentraciones de α-NF y Resv 

aumentan, siendo evidente la inhibición de esta a partir de la concentración de 20 µM 

para ambos compuestos. 
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Figura 14. La -NF y el Resv disminuyen la proliferación celular de células HeLa. Las células se trataron 

con -NF (A) y Resv (B) a las concentraciones indicadas. Cada 24 h se cosecharon y se diluyeron en 

azul tripano para ser contadas en cámara de Neubauer. Los datos son presentados como promedio ± 

D.S. de tres experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01. 
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De las curvas de crecimiento anteriores se calculó la concentración inhibitoria media 

(CI50) (concentración capaz de inhibir la proliferación celular al 50% con respecto a su 

control) y el tiempo de duplicación celular (TDC). Como se observa en la figura 15, los 

valores de la CI50 para ambos antagonistas, α-NF y Resv, están en el rango micromolar. 

Sin embargo, el tratamiento con Resv tuvo un efecto mayor en la inhibición de la 

proliferación celular (CI50= 21.76 µM) con respecto a la α-NF (CI50= 36.81 µM). 

 

 

Figura 15. IC50 de la -NF y del Resv. (A) La α-NF inhibe la proliferación celular de células HeLa con una 

IC50 de 36.81 µM. (B) El Resv inhibe la proliferación celular de células HeLa con una IC50 de 21.76 µM. 

Los valores de la CI50 fueron calculados usando los datos del día 6 del ensayo de proliferación celular. 

 

El TDC se calculó con la siguiente fórmula: 

 

𝑡𝑑 = 𝑙𝑜𝑔2 ∗ (𝑡2 − 𝑡1)/log⁡(
𝑋2

𝑋1
) 

 

Los TDC, calculados en la fase exponencial de crecimiento del cultivo celular, se 

muestran en las tablas 1 y 2.  
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Tabla 1. Efecto de la-NF sobre el TDC en células HeLa. 
 

                             *p <0.05 
 
 
 
 

Tabla 2. Efecto del Resv sobre el TDC en células HeLa. 

 
Resv (µM) 

TDC  
(horas) 

Desviación  
Estándar 
(horas) 

DMSO 17.09 ± 1.90 
20* 20.60 ± 1.60 
40* 32.10 ± 1.57  
80**    -     - 

        *  p<0.05 
**Con la concentración de 80 µM no fue posible calcular el TDC 
debido a que el tratamiento  inhibió por completo la proliferación 
celular. 

 
 
Estos resultados indican que el tratamiento con antagonistas del AhR incrementan el 

TDC cercano al doble con respecto a los controles. 

 

Con base en las observaciones anteriores, se evaluó si la inhibición de la proliferación 

celular se veía acompañada de un incremento en los niveles de apoptosis. Como 

control positivo para la determinación de dicho proceso celular, se trataron células HeLa 

con etopósido (ET), un compuesto químico inductor de apoptosis [83]. En la figura 16 se 

muestra el efecto del tratamiento con α-NF (50 µM) sobre los niveles de muerte celular 

programada en cultivos dispersos de células HeLa. El tratamiento provocó un 

incremento significativo en los niveles de apoptosis de alrededor del 20% en todos los 

tiempos probados. En contraste, el Resv (40 µM) incrementó los niveles de apoptosis 

progresivamente, alcanzándose hasta un 45% de células en dicha condición (Figura 

17). 

 

 
α-NF (µM) 

TDC  
(horas) 

Desviación  
Estándar (horas) 

DMSO 19.42 ± 1.21 
20 20.23 ± 0.50 
40* 24.21 ± 2.02 
50* 42.80 ± 5.27 
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Figura 16. La α-NF incrementa los niveles de apoptosis en células HeLa. A) Cultivos dispersos de células 

HeLa se trataron con  -NF (50 µM) por los tiempos indicados. Las células en proceso de apoptosis se 

determinaron mediante Anexina V-IP y citometría de flujo. B) Los niveles de apoptosis se expresan en 

porcentaje. La barra negra representa los niveles de apoptosis temprana (An V+/IP-) y la barra gris 

representa los niveles de apoptosis tardía (An V+/IP+). Los resultados se expresan como el promedio de 

tres lecturas por cada concentración probada ± D.S. *p<0.01 
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Figura 17. El Resv incrementa los niveles de apoptosis en células HeLa. A) Cultivos dispersos de células 

HeLa se trataron con Resv (Resv, 40 µM) por los tiempos indicados. Las células en proceso de apoptosis 

se determinaron mediante Anexina V-IP y citometría de flujo. B) Los niveles de apoptosis se expresan en 

porcentaje. La barra negra representa los niveles de apoptosis temprana (An V+/IP-) y la barra gris 

representa los niveles de apoptosis tardía (An V+/IP+). Los resultados se expresan como el promedio de 

tres lecturas por cada concentración probada ± D.S. *p<0.05, **p<0.01 

 

El supresor tumoral p53 es un factor de transcripción que juega un papel importante en 

el control de la proliferación celular e inducción de la apoptosis [84]. Considerando lo 

anterior, se evaluó si el efecto de la α-NF y del Resv sobre los niveles de apoptosis se 
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veía reflejado en un incremento de p53. La expresión de esta proteína se determinó 

mediante electroforesis y Western-blot (WB). Como se puede apreciar en la figura 18, el 

tratamiento con α-NF (50 µM) incrementó significativamente los niveles de p53 a las 12 

h, sin embargo, este efecto no se mantuvo a las 24 y 36 h. Por otra parte, el tratamiento 

con Resv (40 µM) incrementó los niveles de p53 en función del tiempo, alcanzando una 

mayor inducción a las 36 h de tratamiento. 

 

 

 

Figura 18. La -NF y el Resv aumentan los niveles de p53 en células HeLa. A) Inmunodetección de p53 

por WB en cultivos dispersos de células HeLa, tratados con -NF (50 M) y Resv (40 M) por 12, 24 y 36 

h. B) Densitometría de la inmunodetección de p53. Los datos son presentados como promedio ± D.S. de 

tres experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01. 
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6.6 Efecto de la α-NF y del Resv sobre la proliferación celular y apoptosis en 

células HeLa AhR-KO 

 

Para investigar si los efectos de la α-NF y del Resv sobre la proliferación celular y 

apoptosis son dependientes del AhR, se generaron células HeLa AhR-KO mediante el 

sistema CRISPR/Cas9, a través de una deleción de 84 pares de bases (pb) al exón 1 

del gen AhR humano. Como se menciona en los métodos, realizamos transfecciones 

transitorias en células HeLa con dos plásmidos que codifican para las sgRNAs, más el 

plásmido que codifica para una proteína de fusión entre la proteína verde fluorescente 

(GFP) y la endonucleasa Cas9. De esta manera, se pueden detectar fácilmente células 

HeLa GFP positivas mediante microscopia confocal y citometría de flujo. Cuarenta y 

ocho h posteriores a la transfección, se evaluó la expresión de la proteína de fusión 

mediante microscopia confocal (Figura 19A). Al mismo tiempo, se separaron células 

HeLa GFP positivas mediante cell sorting, las cuales se sembraron en placas de 96 

pozos a la densidad de una célula por pozo con el fin de obtener cultivos monoclonales. 

Tras 30-45 días de cultivo, la deleción de 84 pb fue analizada por PCR punto final 

(Figura 19B). Con base en los productos de PCR obtenidos (473 y 353 pb, 

correspondiente al genotipo AhR-WT y AhR-KO, respectivamente), se eligieron a las 

células HeLa no transfectadas (AhR-WT), a la clona 1 (AhR-KO) y a la clona 27 (Mock) 

para experimentos subsecuentes. 
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Figura 19. Análisis del genotipo y fenotipo de células HeLa transfectadas con gRNAs y pSpCas9(BB)-2A-

GFP (PX458). A) Señal de la Cas9-GFP (verde) y de los núcleos (azul) en células HeLa 48 h después de 

la transfección. B) Análisis electroforético de los productos de amplificación por PCR. Línea M, marcador 

de escalera de 100 pb; línea 1, gDNA de células HeLa no transfectadas; línea 2, gDNA de ratón; línea 3-

7, gDNA de las clonas 1-5; línea 8, gDNA de la clona 27 (Mock). Los productos de PCR son 437 pb (AhR-

WT) y 353 pb (AhR-KO). C) Células HeLa AhR-WT, Mock y AhR-KO (clona 1) fueron tratadas con β-NF 

1µM por 2 h. Los niveles de mRNA del CYP1A1 fueron determinados por PCR cuantitativo. Los datos son 

presentados como promedio ± D.S. de tres experimentos independientes. *p<0.05. 
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Posteriormente se evaluó la inducción del mRNA del CYP1A1 mediante PCR 

cuantitativo en células HeLa AhR-WT, Mock y AhR-KO tratadas con 1 µM de β-NF por 2 

h. Como se observa en la figura 19C, el tratamiento con β-NF provocó un incremento 

significativo en los niveles del mRNA del CYP1A1 en células HeLa AhR-WT y Mock, 

mientras que en las células HeLa AhR-KO no se observó este efecto. Los resultados 

anteriores confirman la pérdida de la función del AhR en células HeLa AhR-KO. 

 

Finalmente, se determinó el efecto de los antagonistas del AhR sobre la proliferación 

celular y los niveles de apoptosis en células HeLa AhR-WT, Mock y AhR-KO. Para este 

propósito, las células fueron tratadas con α-NF (50 µM) y Resv (40 µM) durante 6 días 

para evaluar la proliferación celular, o durante 36 h para evaluar los niveles de 

apoptosis. Como se muestra en la figura 20, no hay diferencia significativa en la 

proliferación celular ni en los niveles de apoptosis entre las células AhR-WT, Mock y 

AhR-KO tratadas con DMSO (vehículo). También se puede observar que ambos 

antagonistas del AhR bloquean la proliferación celular e incrementan la apoptosis en 

células HeLa AhR-WT y Mock como era de esperarse. Sin embargo, este mismo efecto 

se observó en las células HeLa AhR-KO. Estos datos indican que el AhR no modula la 

proliferación celular ni la apoptosis en células HeLa, y que los efectos de la α-NF (50 

µM) y del Resv (40 µM) en estos procesos celulares son independientes del AhR. 
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Figura 20. Efecto de la α-NF y el Resv sobre la proliferación celular y apoptosis en células HeLa AhR-WT, 

Mock y AhR-KO. A) Las células fueron tratadas con α-NF (50 µM) o con Resv (40 µM), y contadas a los 6 

días de tratamiento. Los datos son presentados como promedio ± D.S. de tres experimentos 

independientes. *p<0.05. B) Citogramas FACS representativos de cultivos celulares tratados con ET (45 

µM), α-NF (50 µM)  y Resv (40 µM) por 36 h. El porcentaje de células se indica en la parte superior de 

cada cuadrante de los citogramas. 
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7.  DISCUSIÓN 

 

La intensa investigación enfocada al AhR en los últimos años ha permitido concluir que 

este receptor tiene un papel dual en la célula. Por una parte, el AhR es esencial para la 

inducción de genes responsables de la biotransformación de xenobióticos [85], así 

como para mediar el efecto tóxico y carcinogénico de contaminantes ambientales como 

el TCDD y el B[a]P [86, 87]. Por otra parte, las alteraciones observadas en el sistema 

inmune, hígado, corazón y ovario del ratón Ahr-KO apoyan la idea de que el AhR tiene 

un papel relevante en la fisiología celular y homeostasis de los tejidos [85, 88-95]. 

 

En particular, existen varios estudios que vinculan al AhR con la regulación de la 

proliferación celular y desarrollo de neoplasias. En cultivos primarios de fibroblastos y 

hepatocitos obtenidos de un ratón Ahr-KO, se observó una menor proliferación con 

respecto a sus controles [32, 47], lo que indica que el AhR juega un papel importante en 

la proliferación celular. La función del AhR en este proceso celular también se ha 

investigado en líneas celulares derivadas de diversos tipos de cáncer, como en células 

C4-2 [96], derivadas de cáncer de próstata, y en células LN-308 [55], derivadas de 

cáncer cerebral. En ambos tipos celulares, en ausencia de ligando exógeno, el AhR se 

encuentra constitutivamente activo, y su silenciamiento se ve reflejado en un 

decremento del crecimiento celular. 

 

La sobre-expresión del AhR constitutivamente activo (CA-AhR, por sus siglas en inglés) 

ha sido estudiada en la carcinogénesis. Se ha reportado que el CA-AhR expresado en 

un ratón transgénico favorece el desarrollo de tumores en el estómago [97], mientras 

que la exposición a DEN en el mismo modelo murino favorece la hepato-carcinogénesis 

[98]. 

 

Por otro lado, estudios realizados en nuestro laboratorio demuestran que la activación 

del AhR por TCDD incrementa los niveles de expresión de la UbcH7, lo que resulta en 

un incremento en la ubiquitinación y degradación de p53, así como una disminución en 

los niveles de apoptosis [36]. Un estudio realizado por otro grupo de investigación 
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muestra que los niveles de p53 disminuyen en células del cérvix de macacos tratados 

con TCDD [54]. Un efecto similar se reportó en hígado de rata donde el tratamiento con 

TCDD bloquea la inducción de p53 provocada por el DEN [99]. En su conjunto, la 

evidencia anterior indica que la activación del AhR disminuye la apoptosis y favorece la 

carcinogénesis, mientras que la ausencia de este receptor se ve reflejada en una 

disminución de la proliferación celular.  

 

En el presente trabajo, se determinó la localización sub-celular del AhR y su estado de 

activación, así como el efecto de antagonistas de este receptor sobre la proliferación 

celular y apoptosis en células HeLa. El análisis por western-blot demuestra que los 

niveles de expresión del AhR en células HeLa son similares a los observados en células 

HepG2. Vorrink y colaboradores [81], reportaron que la expresión del AhR a nivel de 

mRNA también es similar entre ambas líneas celulares. El hecho de que la expresión 

del AhR en células HeLa sea similar a la encontrada en células hepáticas es interesante 

ya que es en el hígado donde se ha observado una mayor cantidad de este factor de 

transcripción [100, 101]. Sin embargo, sería aún más importante comparar los niveles 

de expresión del AhR entre las células HeLa y células no transformadas del cuello 

uterino. Otro estudio muestra que la expresión del AhR a nivel de proteína en células 

HeLa es menor en comparación con línea celular Hepa 1 derivada de ratón [102]. Estos 

resultados son esperados ya que en roedores la expresión del AhR es mucho mayor a 

la reportada en humanos [103]. Con respecto a la actividad transcripcional del AhR, los 

resultados obtenidos por PCR cuantitativa indican que este receptor es funcional en la 

línea celular derivada de cáncer cervical, ya que su activación por β-NF incrementa la 

expresión del mRNA de su gen canónico, el CYP1A1. 

 

En el presente estudio, se observó que la localización sub-celular del AhR en células 

HeLa, en ausencia de ligando exógeno, depende de la densidad celular. En particular, 

se determinó que este factor de transcripción se localiza en el citoplasma en cultivo 

confluente, y predominantemente en el núcleo en cultivo disperso. La influencia de la 

densidad celular sobre la distribución núcleo-citoplasma también se ha reportado para 

otras proteínas como son APC [104] y AMPK [105], sin conocerse la razón de ello, o 
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HIF-1α [106], en cuyo caso, su localización nuclear se debe aparentemente a la hipoxia 

generada al incrementar la densidad celular. 

 

Dado que las fases del ciclo celular pueden determinar la distribución intracelular de 

proteínas como la enzima fructosa 1,6-bifosfatasa [107] y el factor de transcripción E2F-

4 [108], se investigó si la distribución núcleo-citoplasma del AhR se asociaba a las 

diferentes fases del ciclo celular. Sin embargo, como lo muestra la figura 9, la 

localización del AhR no está determinada por estas. Es posible, entonces, que el 

contacto célula-célula determine la distribución del AhR. De hecho, Ikuta y 

colaboradores [56] observaron en células HaCat que la densidad celular determinaba la 

localización del AhR y que el uso de EGTA o medio libre de calcio provocaba una 

acumulación del AhR en el núcleo, sugiriendo que el contacto célula-célula determina la 

localización sub-celular de este factor de transcripción. En consonancia con estos 

estudios, se ha reportado que cuando queratinocitos humanos se cultivan en 

suspensión hay un incremento de la expresión del CYP1A1 y otros genes blanco del 

AhR [109]. De manera similar, Monk y colaboradores [110] observaron que el cultivo en 

suspensión de queratinocitos de rata causaba la activación transitoria del AhR, así 

como la inducción del CYP1A1, la cual se veía inhibida cuando al cultivo en suspensión 

se trataba con un antagonista del AhR como la α-NF.  

 

Mufti y colaboradores [111, 112], reportaron un incremento en la actividad enzimática 

del CYP1A1 en células HepG2 y Mz-Hep-1 (derivadas de hepatocarcinoma humano), y 

en células Hepa-1 (derivadas de hepatocarcinoma murino) cultivadas en micro-

transportadores (partículas esféricas que permiten el crecimiento en suspensión de 

células adherentes) en suspensión bajo agitación constante, en comparación con 

células cultivadas sin agitación. Este efecto no se observó en células tratadas con α-NF 

o en células deficientes del AhR derivadas de la línea celular Hepa-1 [111], indicando 

que la inducción del CYP1A1 debido a la agitación del cultivo celular es dependiente del 

AhR. Otro estudio muestra que la inhibición de la fosfolipasa A2, enzima que libera al 

ácido araquidónico (AA) de la membrana celular, así como la inhibición del metabolismo 

del AA, disminuía la actividad enzimática del CYP1A1 inducida por la agitación del 
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cultivo celular [113]. La evidencia anterior indica que las fuerzas hidrodinámicas 

generadas durante la agitación del cultivo celular favorecen la activación de la 

fosfolipasa A2, resultando en la liberación de AA, precursor de agonistas endógenos del 

AhR como la lipoxina A4 [114] y la prostaglandina G2 [115]. Dado que el estrés físico 

pudiera favorecer la activación de la fosfolipasa A2, suena razonable sugerir que la 

ruptura del contacto célula-célula provoca la activación del AhR probablemente a través 

de ligandos endógenos sintetizados a partir del AA liberado de la membrana celular por 

acción de la fosfolipasa A2. 

 

El AhR es un factor de transcripción que necesita internalizarse en el núcleo para 

transactivar sus genes blancos. Sin embargo, su presencia nuclear no implica 

necesariamente que sea transcripcionalmente activo. Este no fue el caso para las 

células HeLa ya que se observó que la expresión del CYP1A1 es mayor en las células 

de los cultivos dispersos, donde la localización del AhR es predominantemente nuclear, 

en comparación con los cultivos en confluencia. De estos resultados se infiere que 

cuando no hay contacto célula-célula se requiere de la expresión de genes que se 

encuentran bajo la regulación del AhR. 

 

Una condición para que se lleve a cabo la internalización nuclear del AhR es la unión a 

su ligando. Dado que las observaciones anteriores se llevaron a cabo en ausencia de 

un ligando exógeno, es probable que el AhR sea activado por un ligando endógeno. 

Recientemente, se han identificado varios ligandos endógenos de este receptor. Entre 

ellos, se encuentran la kinurenina y el ácido kinurénico, los cuales son productos del 

catabolismo, mediado por las enzimas IDO y TDO, del triptófano [55]. En particular, se 

ha reportado que la activación del AhR resulta en un incremento en la expresión de la 

IDO en la línea celular monocítica humana U937 [116], sugiriendo una regulación 

positiva entre los niveles de la IDO y la activación del AhR. Por otro lado, Hascitha y 

colaboradores [60] encontraron que los niveles de mRNA de la IDO así como los niveles 

de kinurenina en muestras provenientes de CCU son mayores en comparación con el 

tejido sano. Los datos anteriores sugieren que la localización nuclear del AhR en 

cultivos dispersos de células HeLa pudiera deberse a la  activación de este factor de 
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transcripción por agonistas endógenos como la kinurenina. Sin embargo, el tratamiento 

con Epacadostat, un inhibidor de la IDO, no provocó un cambio en la localización 

nuclear del AhR en cultivos dispersos. Si bien, estos datos sugieren que la kinurenina y 

el ácido kinurénico no están involucrados en la activación del AhR, no es posible 

asegurarlo en tanto no se inhiba a la TDO la cual también participa en la síntesis de 

dichos agonistas endógenos. Por supuesto, el AhR pudiera ser activado por otros 

ligandos endógenos como metabolitos derivados de leucotrienos [117]. 

 

Las observaciones anteriores también podrían estar asociadas a modificaciones post-

traduccionales (MPT) en el AhR. La NLS de este receptor está compuesta por dos 

segmentos de aminoácidos básicos: los segmentos RKRR y KRH, en las posiciones 13-

16 y 37-39, respectivamente [41]. Se ha reportado que la sustitución de las serinas 12 y 

36 por ácido aspártico, el cual mimetiza la carga negativa de la fosforilación, regula 

negativamente el importe nuclear del AhR activado por 3-MC [118]. Por lo tanto, es 

posible que fosforilaciones en la NLS del AhR influyan de manera negativa en su 

activación y subsecuente translocación hacia el núcleo en cultivos confluentes de 

células HeLa.  Por otra parte, se ha encontrado que la serina 68 en la NES del AhR se 

fosforila después de su acumulación en el núcleo provocada por la pérdida del contacto 

células-célula [56]. 

 

En el presente estudio también evaluamos la activación del AhR por ligandos exógenos 

tanto en la condición de confluencia como dispersa. En cultivos confluentes, cuando el 

AhR se localiza en el citoplasma de células HeLa, el tratamiento con TCDD resulta en 

una inducción del mRNA del CYP1A1 con respecto a los cultivos no tratados. En 

contraste, en los cultivos dispersos, cuando el AhR se localiza en el núcleo, no se 

observa una inducción, posterior al tratamiento con TCDD, en los niveles de mRNA del 

CYP1A1. Lo anterior se debe, posiblemente, a que el AhR se encuentra en un máximo 

de activación en los cultivos dispersos y por lo tanto el TCDD ya no es capaz de sobre-

inducir la expresión de mRNA del CYP1A1. Estos resultados abonan a la posiblidad de 

que la activación del AhR podría deberse a la presencia de un ligando endógeno. 
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Adicionalmente, la activación de la vía del HIF-1α pudiera influir de manera negativa en 

la actividad transcripcional del AhR en células HeLa de cultivos confluentes. Sheta y 

colaboradores [106] reportaron que la densidad celular determina la localización sub-

celular de HIF-1α en células PC3 y LNCaP (derivadas de cáncer de próstata). En estas 

líneas celulares, la expresión nuclear de HIF-1α se incrementa en cultivos confluentes 

con respecto a los cultivos dispersos, al tiempo que su actividad transcripcional es 

mayor en los cultivos confluentes. Por otro lado, estudios realizados por Wang y 

colaboradores, mostraron que la activación de HIF-1α por cloruro de cobalto (CoCl2) en 

células HeLa resulta en una disminución del AhR nuclear y citoplásmico. Además, se ha 

reportado que la activación de la vía de hipoxia disminuye la transactivación del 

promotor del CYP1A1, gen canónico del AhR [119]. Lo anterior sugiere que en cultivos 

confluentes de células HeLa, la activación de HIF-1α podría reducir los niveles del AhR, 

por lo tanto, la actividad transcripcional de este receptor se vería comprometida. 

Inclusive, en relación al estudio hecho por Sheeta y colaboradores [106], la inactivación 

de HIF-1α en el cultivo disperso, podría favorecer la expresión basal del mRNA del 

CYP1A1 debido a una mayor disponibilidad de ARNT para dimerizar con el AhR, ya que 

HIF-1α, al igual que el AhR, interactua con ARNT para unirse a sus respectivos 

elementos de respuesta y promover la transcripción de sus genes blanco [120]. 

 

Posteriormente, se determinó el efecto de los antagonistas del AhR, α-NF y Resv, sobre 

la expresión del CYP1A1 en células HeLa. Ambos compuestos bloquearon la expresión 

basal del CYP1A1. Este resultado apoya la hipótesis de la presencia de un ligando 

endógeno, ya que la disminución de los niveles de CYP1A1 debería de darse en 

términos de una competencia entre ligandos del AhR. Como era de esperarse, ambos 

antagonistas bloquearon la inducción de la expresión del CYP1A1 provocada por la β-

NF, un agonista exógeno. 

 

Estudios previos han demostrado que la deleción del AhR resulta en una disminución 

de la proliferación celular de la mano con un incremento en los niveles de apoptósis en 

fibroblastos embriónicos y hepatocitos de ratón [32, 47]. Por otro lado, se ha reportado 

que el tratamiento con TCDD [99], ligando agonista del AhR, provoca una reducción en 
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los niveles de p53, aparentemente de manera dependiente del AhR. En el presente 

estudio se muestran datos que indican que tanto la α-NF como el Resv inhiben la 

proliferación celular de las células HeLa a todas las concentraciones probadas. 

Resultados similares se han reportado en células 5L (derivadas de hepatoma de rata) 

tratadas con α-NF [121] y en células HeLa tratadas con Resv [122, 123]. 

 

La disminución de la proliferación celular provocada por los tratamientos con -NF y 

Resv va acompañada de un incremento en los niveles de apoptosis y de p53, siendo 

mayor el efecto en las células HeLa tratadas con Resv. Sin embargo y de manera 

inesperada, la deleción del AhR en las células HeLa no afectó la inhibición de la 

proliferación celular ni el incremento de la apoptosis inducida por la α-NF y el Resv. 

Previamente, Reiners y colaboradores [121] observaron que el tratamiento con α-NF 

provocaba efectos citostáticos tanto en células 5L, línea celular que expresa el AhR, 

como en células BP8, una línea celular deficiente en AhR derivada de células 5L. 

Nuestros resultados junto con la evidencia anterior sugieren que la inhibición de la 

proliferación celular, así como la inducción de la apoptosis provocada por la α-NF y el 

Resv no se lleva a través de la señalización mediada por el AhR. 

 

Se ha reportado, en células MCF10A, que análogos de la α-NF, como la flavona, 

flavanona y el PD98059, suprimen la actividad de la proteína cinasa cinasa activada por 

mitógenos (conocida en inglés como MEK),  lo cual se ve reflejado en una disminución 

de la forma activa de su proteína blanco, la cinasa regulada por la señal extracelular 

(ERK1, por sus siglas en inglés) [124]. Tanto MEK como ERK1, componentes de la 

cascada de señalización de la proteína cinasa activada por mitógeno (MAPKs, por sus 

siglas en inglés), favorecen la proliferación y división celular [125]. Dada la similitud 

estructural entre los flavonoides antes mencionados y la α-NF, es posible que esta 

última disminuya la proliferación celular en células HeLa a través de la inhibición de 

MEK. Por otro lado, la α-NF disminuye la proliferación celular en células MCF-7 

mediante la inhibición de la cinasa de adhesión focal (FAK, por sus siglas en inglés) y 

de la tirosina cinasa 2 rica en prolina (Pyk2, por sus siglas en inglés) [126], dos cinasas 

que regulan la proliferación celular y motilidad [127]. 
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Con respecto al Resv, existen estudios en los que se observa que este polifenol inhibe 

la proliferación celular e incrementa la apoptosis a través de diversos blancos. Inhibe 

las vías de señalización que promueven la proliferación celular, como AKT [128] y PKC 

[129]. También se ha reportado en células MCF-7, que en el dominio extracelular de la 

integrina αVβ3 existe un sitio de unión a Resv capaz de activar a la cinasa ERK, la cual 

fosforila a p53, lo que se ve reflejado en un aumento en los niveles de apoptosis [130]. 

Además de provocar la activación de ERK, el Resv activa a la ATM cinasa para 

incrementar la apoptosis a través de p53 en células derivadas de cáncer de colon [131]. 

En particular, en células HeLa, el Resv es capaz de inducir la expresión del gen TP53 

aparentemente a través de la activación de E2F, lo que resulta en un incremento en la 

apoptosis [132].  

 

Considerando nuestros resultados, cualquiera que sea el mecanismo mediante el cual 

la α-NF y el Resv inhiben la proliferación celular y promueven la apoptosis, este es 

independiente de la presencia del AhR.  

 

Por otro lado, las células HeLa AhR-KO no presentaron cambios ni en la proliferación 

celular ni en los niveles de apoptosis en comparación con las células HeLa control. 

Resultados similares fueron obtenidos por Zhang y colaboradores [133] en células 

MDA-MB-468 derivadas de cáncer de mama, en las cuales se inhibió la expresión del 

AhR mediante RNA de interferencia. Sus resultados indican que la expresión basal del 

AhR no afecta la proliferación de esa línea celular. Sin embargo, presentan un 

decremento en la fase G1 y un arresto en la fase G2/M del ciclo celular. En contraste, 

Abdelrahim y colaboradores [134], reportaron que el silenciamiento del AhR con RNA 

de interferencia en células HepG2 derivadas de hepatocarcinoma humano, bloquea la 

transición de la fase G1/S del ciclo celular, al tiempo que regula a la baja la expresión 

de ciclinas D, E y CDK2/4, sugiriendo que el AhR en este tipo celular promueve la 

proliferación. En este mismo reporte, también se observa que el silenciamiento del AhR 

en células MCF-7 promueve la transición de la fase G1/S y la proliferación celular, 

sugiriendo que el AhR tiene un papel inhibitorio en la proliferación de esta línea celular. 
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Por otro lado, en cultivos primarios de hepatocitos y fibroblastos embriónicos 

provenientes del ratón Ahr-KO, se ha observado una disminución de la proliferación 

celular y un incremento en los niveles de apoptosis en comparación con los controles 

[32, 47]. Sin embargo, estudios realizados en cultivos primarios de células madre 

hematopoyéticas provenientes del ratón Ahr-KO demostraron una mayor proliferación 

con respecto al control heterocigoto [135]. En conjunto, estos datos sugieren que el 

papel del AhR en la proliferación celular y apoptosis es altamente dependiente del 

contexto celular. 

 

En resumen, la localización sub-celular y actividad transcripcional del AhR en células 

HeLa, en ausencia de ligando exógeno, depende de la densidad celular, un factor 

importante a considerar para evaluar los efectos mediados por el AhR, tanto basales 

como inducidos por algún ligando. Por otro lado, los antagonistas de este receptor, la α-

NF y el Resv, disminuyen la proliferación celular en células HeLa al tiempo que 

incrementan los niveles de p53 y de apoptosis de manera independiente del AhR.  

 

Considerando los presentes resultados y la información disponible, es importante llevar 

a cabo estudios que nos permitan identificar tanto al ligando endógeno como el 

mecanismo, dependiente del contacto célula-célula, a través del cual el AhR se 

internaliza al núcleo. En particular, dichos estudios deberán realizarse considerando el 

contexto celular con un enfoque en las posibles diferencias entre células transformadas 

y no transformadas. 
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8.  CONCLUSIONES  
 

- El AhR es funcional y se expresa en las células HeLa. 

 

- En ausencia de ligando exógeno, la localización del AhR es predominantemente 

nuclear en cultivo disperso, mientras que en cultivo confluente es 

predominantemente citoplásmico. 

 

- La localización nuclear del cultivo disperso no depende de las fases del ciclo celular. 

 

- La actividad transcripcional del AhR en ausencia de ligando exógeno, es mayor en 

cultivo disperso con respecto al cultivo confluente. 

 

- La α-NF y el Resv disminuyen la proliferación celular e incrementan los niveles de 

p53 y apoptosis independientemente del AhR. 

 

- La deleción del AhR no modifica la proliferación celular de células HeLa.  
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9.  PERSPECTIVAS 
 
 
 
 
- Evaluar si la localización sub-celular del AhR está determinada por el contacto célula-

célula. 

 

- Evaluar la actividad enzimática de la IDO, así como la concentración de la kinurenina 

en sobrenadantes de cultivos dispersos y confluentes. 

 

- Investigar el efecto de la inhibición de la TDO sobre la internalización nuclear del 

AhR en células HeLa. 

 

- Investigar si la importina β participa en el importe nuclear del AhR.  

 

- Determinar si modificaciones post-traduccionales en el AhR influyen en su 

localización sub-celular en cultivos dispersos y confluentes. 

 

- Determinar el mecanismo mediante el cual la α-NF y el Resv inhiben la proliferación 

celular e incrementan la apoptosis de células HeLa. 

 

- Evaluar en células HeLa AhR-KO la capacidad de migración, invasión, angiogénesis 

y tumorogénesis.  

 

- Evaluar la participación del AhR en el desarrollo del cáncer cérvico-uterino mediante 

la cruza de ratones transgénicos para las oncoproteínas E6 y E7 del VPH y el ratón 

AhR-KO. 
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Artículo publicado 
 

Flores-Pérez A. and Elizondo G. (2017). Apoptosis induction and inhibition of HeLa cell 

proliferation by alpha-naphthoflavone and Resv are aryl hydrocarbon receptor-

independent. Chemico-Biological Interactions. 281:98-105. 
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12.  APÉNDICE II 

Trabajos en congresos 

 

Presentación del póster “AhR inactivation by alpha-naphthoflavone and Resv inhibits 

cell proliferation by increasing p53 and apoptosis levels in HeLa cells” en el 10th 

International ISSX Meeting celebrado del 29 de septiembre al 3 de octubre de 2013 en 

Toronto, Ontario, Canadá. 


