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IV. RESUMEN

El receptor para hidrocarburos arilo (AhR), es un factor de transcripcion dependiente de
ligando que esta involucrado en procesos criticos para la homeostasis celular, como la
proliferacion celular y apoptosis. Se sabe que la desregulacibn de estos procesos
contribuye a la formacioén de tumores y al desarrollo del cancer. En particular, se ha
observado en diversos carcinomas humanos la sobre-expresion y activacion del AhR.
Sin embargo, la informacion referente a los mecanismos a través de los cuales se da
dicha induccion, asi como sus efectos en las células transformadas, es escasa. En el
presente trabajo se caracterizd, en células Hela, el estado de activacién del AhR, y se
evaluo si su bloqueo resulta en una pérdida de las caracteristicas de las células
transformadas. Los resultados muestran que la localizacion sub-celular del AhR es
predominantemente nuclear en cultivos dispersos, al tiempo que la expresion del mRNA
del CYP1A1 (gen candnico del AhR), es mayor con respecto a la condiciéon de cultivo
confluente. Por otro lado, el tratamiento con ligandos antagonistas del AhR, a-NF y
Resv, resultd en un incremento de los niveles de p53 y apoptosis, asi como en una
disminucion de la proliferacion celular. A través del uso de CRISPR-Cas9, se obtuvieron
células HeLa AhR-KO, con las cuales se determind que los efectos de la a-NF y Resv
sobre la apoptosis y proliferacion celular son independientes del AhR. Adicionalmente,
se evalud la proliferacién celular y apoptosis de células HeLa AhR-WT y AhR-KO, en
ausencia de ligando exdgeno, sin encontrarse diferencias significativas. Los resultados
obtenidos sugieren que la localizacién sub-celular del AhR esta determinada por la
confluencia, y que dicho factor de transcripcién no incide en la proliferacién 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 HelLa 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 CYP1Al (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, a-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 a-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. INTRODUCCION

1.1. Cancer cérvico uterino

La infeccion viral mas comun del tracto reproductivo estd asociada al virus del papiloma
humano (VPH), el cual se transmite esencialmente a través del contacto sexual. La
mayoria de las mujeres y hombres sexualmente activos estaran infectados por VPH en
algun punto de sus vidas. Usualmente, la infeccion desaparecera en la mayoria de los
casos, sin embargo, una pequefia proporcién de infecciones con VPH de alto riesgo
(e.g. VPH 16 y 18) pueden persistir y progresar a cancer, principalmente en cancer

cérvico uterino (CCU).

Aunque los datos sobre cénceres ano-genitales son limitados, existe evidencia
creciente que vincula al VPH con canceres de ano, vulva, vagina, pene, cabeza y
cuello. A pesar de que estos canceres son menos frecuentes que el cérvico uterino, su
asociacion con el VPH los hace potencialmente prevenibles usando estrategias de
prevencion similares a aquellas usadas para el CCU.

El CCU es la segunda causa de muerte mas comun en mujeres en paises en vias de
desarrollo, con 445 000 nuevos casos estimados en 2012. En este mismo afio,
aproximadamente 270 000 mujeres murieron de cancer cervical (mas del 85% de estas

muertes ocurrieron en paises 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 plasmido extra-
cromosomal (episoma), pero en lesiones malignas el DNA esta integrado en el genoma
del huésped. La integracion generalmente irrumpe la integridad del gen E2 lo que
resulta en la pérdida de su expresion. Lo anterior provoca la sobre-expresion de los

genes E6 y E7, dado que E2 los modula negativamente [3].
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E6 y E7 son oncoproteinas relacionadas con la carcinogénesis cervical. La proteina 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 conjugacion de
ubiquitina, se asocian establemente con p53, lo poliubiquitinan y promueven su
degradacion proteosomal [4, 5] (Figura 1). Es decir, E6 actia como una oncoproteina
estimulando la destruccién de p53, quizas el principal supresor de tumores en cancer

humano.

Ub+ATP AMP+PPi
0
I
El-S-H E1-S-C-Ub
0O >—<
i SarT: E2-S-H (UbcH7 orUbcHS)
0
I
EﬁAP-s-c-Q DAB(Uh}n (Ub)n
+HPV E6

Figura 1. La ubiquitinacién de p53 esta mediada por UbcH7/8 y EGAP [6].

Por otro lado, la proteina 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 degradacion [7]. El estado de fosforilacion de retinoblastoma esta
regulado a través del ciclo celular, siendo hipofosforilado en Go/G: y fosforilado (ppRb)
en S y G2/M. Como pRb regula negativamente el ciclo celular en la frontera de Gi-S, al

ser inactivado por E7, permite la progresion del ciclo celular [6].
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La forma activa de Rb, es decir, pRb, se encuentra asociada a E2F, un factor de
transcripcion que esté involucrado en la transcripcion de genes necesarios para la
replicacion del DNA. Cuando E7 se une a pRB, la liberacion de E2F se lleva a cabo

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

(Figura 2).

@
— @S

represor
transcripcional [
P b B

EZF Activador
transcripcional

Figura 2. Mecanismo de accién de la proteina E7 sobre la regulacion del ciclo celular [6].
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1.3. Receptor para Hidrocarburos Arilo

El receptor para hidrocarburos arilo (AhR) es un factor de transcripcion dependiente de
ligando que regula la expresion de diversos genes [9]. Pertenece a la super familia
bHLH-PAS (basic-helix-loop-helix-Per-ARNT-Sim) dentro de la que se encuentran,
ademas del AhR, el AhRR (represor del AhR) y el translocador nuclear del AhR (ARNT,

por sus siglas en inglés) [10].

En mamiferos, el AhR se expresa de manera constitutiva en diversos tejidos,
encontrandose las concentraciones mas altas de mRNA en higado, rifion, pulmén,

corazoén, timo, Utero y placenta [11-14].

El AhR humano esta formado por 848 aminoécidos. En el extremo N-terminal se
encuentra el dominio bHLH, necesario para la union a DNA vy la dimerizacién de la
proteina con ARNT. El dominio PAS esta localizado junto al extremo C-terminal del
dominio bHLH y comprende 250-300 aminoacidos. Contiene dos subdominios de
aproximadamente 50 amino&cidos, PAS-A y PAS-B. El dominio PAS sirve como sitio de
anclaje para otras proteinas PAS y para la proteina chaperona HSP90. El dominio PAS-
B posee un sitio de unién a ligando que parcialmente se sobrelapa con el sitio de union
a HSP90 (Figura 3). En la regiébn C-terminal del AhR se encuentra un dominio de
transactivacion (TAD) rico en glutamina, el cual interactia con diversos co-activadores
transcripcionales, por lo tanto es indispensable para que el AhR lleve a cabo la

activacion de sus genes blanco [15, 16].
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bHLH PAS TAD

DBD LBD hsp90

Dimerizacion/ARNT

Figura 3. Estructura proteinica del AhR [17]

1.3.1 Ligandos del AhR

Estructuralmente, los ligandos del AhR son moléculas planas, con dimensiones
méaximas de 14 x 12 x 5 A, hidrof6ébicas que se unen en el orden de nM a pM [18]. Los
ligandos del AhR se han separado en dos categorias principales, los de naturaleza
sintética, es decir, de origen antropogénico como contaminantes ambientales y diversos
farmacos, y los conocidos como ligandos naturales, aquellos sintetizados por diversos
sistemas biol6gicos como microbios, plantas y animales incluyendo al humano. La
mayoria de los ligandos agonistas con alta afinidad por el AhR son miembros de la
primera categoria e incluyen hidrocarburos aromaticos halégenados (HAHs) como los
bifenilos policlorados (PCB), dibenzo-p-furanos policlorados (PCDF) y dibenzo-p-
dioxinas policloradas (PCDD); y por hidrocarburos aroméaticos policiclicos (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 (a-
NF), un compuesto quimico perteneciente al grupo de los PAHs que bloquea la
induccion de la expresion del gen CYP1Al (gen candnico del AhR) mediada por el
2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) [19, 20], ligando agonista de este factor de

transcripcion.
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Se han identificado ligandos naturales del AhR cuya estructura y propiedades
fisicoquimicas 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 triptéfano pueden inducir la
expresion del CYP1A1 [21, 22]. Ha sido reportada la habilidad de compuestos como la
kinurenina (metabolito derivado del triptofano) [23, 24], el FICZ (fotoproducto derivado
del triptéfano) [25], el indol-3-carbinol (I3C) [26] y la curcumina [27] (derivados

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

Por otro lado, el Resveratrol (Resv) que es un producto natural polifenélico presente en
la piel de las uvas y ciruelas, vino tinto y cacahuates [28], actia como un antagonista
del AhR previeniendo la unién del heterodimero AhR-ARNT al DNA inducida por TCDD
y B[a]P, inhibiendo la transcripcion del CYP1Al [29, 30]. Casper y colaboradores
demostraron, en células HepG2 y T47D, que el Resv desplaza al TCDD [1,6-3H] del
AhR, ademas de promover la translocacion del AhR hacia el nacleo sin que se lleve a

cabo la transactivacion de sus genes blanco [31].

1.3.2 Activaciéon del AhR

En ausencia de ligando, el AhR se encuentra en el citoplasma formando un complejo
con las proteinas HSP90, XAP2 y p23 (proteinas chaperonas). Una vez unido a su
ligando, el receptor Ah es activado mediante un cambio conformacional que expone su
sefal de localizacion nuclear (NLS, por sus siglas en inglés). Lo anterior resulta en la
translocacion del complejo ligando-receptor al nacleo donde forma un heterodimero con
ARNT. El complejo formado por el ligando-receptor-ARNT interactia con regiones
especificas del DNA denominadas elementos de respuesta para xenobidticos o dioxinas
(XRE o DRE, por sus siglas en inglés) localizados en las regiones promotoras de sus
genes blanco, regulando la expresion, de manera positiva 0 negativa, de una bateria de

genes involucrados en procesos de biotransformacion, homeostasis del sistema
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inmune, regulacién del ciclo celular, proliferacion celular y apoptosis, entre otros [32-36]
(Figura 4).

AhR

Citoplasma ARNT

AhRR

7 @ €

hsp90

XAP2

p23

29

«
T

CYP1A1

“(,, q:(L

<
e

CYP1B1

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

1.3.3 Transporte nuclear del AhR

La entrada y salida de moléculas en el nicleo 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 difusion pasiva de moléculas menores a 40 kDa. El paso de
moléculas de pesos mayores es favorecido por proteinas transportadoras como
importinas y exportinas (también llamadas carioferinas), las cuales son capaces de

reconocer NLS y sefales de exporte nuclear (NES, por sus siglas en inglés). Tanto la
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NLS como la NES, son secuencias de amino&cidos presentes en proteinas destinadas
al paso a través de los NPCs [38].

En el citoplasma, la NLS es reconocida por la importina o, posteriormente este complejo
es reconocido por la importina B, la cual facilita el paso del complejo ternario a través
del NPC. Sin embargo, la importina 3 es capaz de unirse directamente a la NLS y
mediar el importe nuclear. En el nucleo, la NES es reconocida por la exportina 1
(también conocida como CRM1), proteina que media el exporte hacia el citoplasma [38,
39].

La translocacién del AhR entre el citoplasma y el nucleo ha sido poco estudiado, no
obstante, se ha reportado la interaccion de la importina  con el AhR en extractos
citoplasmicos [40]. Adicionalmente, se han identificado NLS y NES en este factor de

transcripcion [41, 42] necesarias para su paso entre el citoplasma y el nucleo.

En diversas lineas celulares derivadas de CCU, asi como en biopsias provenientes del
mismo cancer, se ha reportado la sobre-expresion de la importina B y de CRM1, con
respecto a sus controles, lo que las convierte en un potencial blanco terapéutico para el

tratamiento de esta patologia [43].

1.4 AhR, proliferacién celular y cancer

En afios recientes, el AhR ha sido asociado con la regulacidon de varios procesos
celulares diferentes a la biotransformacion, como proliferacién celular y apoptosis.
Inicialmente, la idea de que este factor de transcripcion podria regular tanto la
proliferacion celular como el proceso de apoptosis surgié 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 proliferacion 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 etopésido, entre otros [45, 46].
El vinculo directo con el AhR se establecié mediante el uso de un raton deficiente en la
expresion del AhR (AhR-KO). Zaher y colaboradores observaron que los hepatocitos
provenientes del raton AhR-KO presentaban un incremento en el numero de células
apoptoticas [47]. Posteriormente, en fibroblastos embridnicos de ratén derivados de
este mismo modelo, se observd 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 desregulacion de la proliferacion celular y de la apoptosis contribuyen a
la formacion de tumores y al desarrollo del cancer. Particularmente, se ha demostrado
que el AhR estd sobre-expresado en varios tipos de cancer como el carcinoma de
pulmon, hepatocarcinoma y cancer pancreético [48-50]. En cambio, la sobre-expresion
de un AhR no funcional en células HelLa (derivadas de CCU) favorece el desarrollo de
tumores de menor tamafio en ratones atimicos con respecto a su control. Por otro lado,
se ha reportado que la via de sefializacion del AhR se encuentra desregulada en
muestras provenientes de CCU [51], asi como en un modelo murino de cancer de
pulmon de células pequefias (CPCP) inducido por las oncoproteinas 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], ademas de presentar una
disminucién de los niveles de p53 en las células en dicho tejido [54]. Recientemente,
nuestro laboratorio reporté que el AhR modula los niveles de p53 a través de la
regulacion de su degradacion proteinica [36]. En este estudio, se determin6 que el AhR
modula de manera positiva la expresion genética de UbcH7, un gen que codifica para
una enzima de conjugacion de ubiquitinas, favoreciendo la degradaciéon de p53 via
ubiquitina-proteosoma. Este mecanismo, a través del cual se inactiva a p53, es similar

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

Por otro lado, se ha reportado que el AhR se encuentra en el nicleo en lineas celulares
derivadas de cancer cerebral en ausencia de ligando exogeno [55]. A este respecto, se

ha observado en cultivos no confluentes de células HaCat en ausencia de ligando
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exodgeno, que la localizacién sub-celular del AhR es predominantemente nuclear al
tiempo que es transcripcionalmente activo; mientras que en células confluentes, es
predominantemente citoplasmico y su actividad transcripcional disminuye [56]. Estos
resultados sugieren la presencia de un posible ligando enddégeno durante la

transformacién celular.

Desde que se reporto la activacion del AhR e induccién del CYP1AL por la kynurenina y
por el FICZ [23-25], se ha especulado que los metabolitos derivados del triptofano
podrian ser los ligandos enddgenos responsables de la activacion del AhR. La
kinurenina se forma a partir del metabolismo del triptéfano por la via de la kinurenina,
donde participan las enzimas indolamina 2,3- dioxigenasa (IDO) y la tript6fano 2,3-
dioxigenasa (TDO). Estas enzimas catalizan la primer reaccion de biotransformacion del
triptéfano para generar N-formilkinurenina que dara lugar a la kinurenina [57, 58].
Recientemente se ha asociado la expresion de la TDO con la expresion del CYP1B1
(gen blanco del AhR) en diversos tipos de cancer como el cancer cerebral, de pulmon,
de ovario y cérvico uterino [55]. Por otra parte, la sobre-expresion de la IDO ha sido
detectada en tumores de ciertos tipos de cancer como glioblastomas, de pancreas, de
prostata y cervical [59]. Con respecto a este ultimo, los niveles de mRNA de la IDO asi

como los niveles de kinurenina son elevados en comparacion con el tejido sano [60].
Los estudios anteriores sugieren que la presencia y activacion del AhR favorece

procesos transformadores, y que su inhibicién a través del uso de antagonistas podria

disminuir la proliferacién de células derivadas de CCU.
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2. JUSTIFICACION

Existe informacion que vincula al AhR con el desarrollo de diversos carcinomas como el
CCU. Sin embargo, la informaciéon disponible referente a los mecanismos a través de
los cuales se da dicha asociacion es escasa. Por lo anterior, es importante caracterizar
el estado de activacion del AhR, asi como determinar si ligandos de este receptor

modifican las caracteristicas de células derivadas de CCU.

3. HIPOTESIS

El AhR se encuentra en su estado activo en células HelLa y su inactivacion resultara en

un incremento en los niveles de apoptosis y una disminucion en la proliferacion celular.

4, OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Caracterizar la localizacion sub-celular del AhR y los niveles de expresién de su gen

candnico; asi como evaluar si antagonistas del AhR promueven la apoptosis e inhibicion

de la proliferacion en células Hela.
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4.2 Objetivos particulares

Etapa |. Evaluacién de la funcionalidad del AhR en células HelLa

Evaluar la presencia del AhR y su funcionalidad en células HelLa.

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

Determinar si la localizacion sub-celular del AhR esta asociada a la IDO.

Evaluar si la localizacion sub-celular del AhR, en células HelLa, determina los niveles de
expresion del CYP1AL.

Etapa Il. Efecto de lainhibicion del AhR sobre la apoptosis y proliferacion celular

Determinar si ligandos antagonistas del AhR modifican la proliferaciéon 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 proliferacién celular y
apoptsis son dependientes de este receptor.

Investigar el efecto de la eliminacion del AhR sobre la proliferacion celular y apoptosis en

células Hela.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Material bioldgico

Se utilizé la linea celular HepG2 (ATCC HB-8065), derivada de un hepatocarcinoma
humano, y la linea 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 lineas 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 antibi6ticos/antimicéticos
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Las células se mantuvieron en cultivo a 37 °C, en una
incubadora con 5% de CO:2 y en una atmésfera humeda en placas para cultivo de 100
mm de didmetro (Corning Incorporated, NY). A las células se les cambid el medio cada
2-3 dias.

Para despegar las células de la placa de cultivo, se les extrajo el medio sobrenadante,
se agregaron 2 mL de una solucion atemperada de tripsina-EDTA (Thermo Fisher
Scientific Inc., Massachusetts, USA) y se incubaron durante 5 min a 37 °C. Se colecto la
suspension celular y se obtuvo la pastilla celular por centrifugaciéon a 1,500 rpm durante
5 min a 21 °C. El sobrenadante se descart6 y la pastilla celular se resuspendid en
medio suplementado para su resiembra o en medio de congelacion (DMEM, 10% de
DMSO, 10% de suero fetal de bovino) para su almacenamiento.

Para realizar los cultivos dispersos y confluentes se sembraron 4.0x10° y 3.3x10%
células HelLa/cm?, en medio DMEM completo. Al cabo de 2 dias, se consideraron
cultivos dispersos y confluentes, respectivamente. Para obtener cultivos con
densidades celulares intermedias a las mencionadas anteriormente, se sembraron

8.1x10% y 1.6x10* células HeLa/cm?.
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5.3 Extraccion de proteinas totales de cultivos celulares

Principio:
Para obtener proteinas totales, las células tienen que ser lisadas empleando soluciones
de lisis que mantengan un pH constante y con detergentes que rompan las barreras

lipidicas que rodean a las proteinas para que incrementen su solubilidad [62, 63].

Procedimiento:

La extraccion de proteinas totales de los cultivos celulares se realiz6 siguiendo el

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

Se retiré el medio de cultivo del pozo con una pipeta pasteur y se adicionaron 0.5 mL de
buffer de extraccion, recuperando con movimientos suaves el contenido celular de cada
pozo. A continuacion, este se transfirié a un tubo de microfuga y se agité en voértex. Las
muestras se colocaron en hielo por 1 h realizando agitacion en vértex cada 10 min.
Transcurrido el tiempo, las muestras se centrifugaron 10 min a 12,000 rpm a 4 °C, se
recuper6 el sobrenadante en un tubo de microfuga nuevo y las muestras se

almacenaron a -70 °C hasta su uso.

Reactivos y soluciones

- Buffer de extraccion

HEPES 95.3 mg
EDTA 74 mg
Glicerol 20 mL
Tritén 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  Cuantificacion de proteinas totales por el método de Bradford.

Principio:

El ensayo se basa en la union del colorante azul brillante de Coomassie G-250,
principalmente a los residuos de aminoécidos arométicos, y particularmente a la
arginina. Dicha union genera un cambio en el méaximo de absorcion del colorante de

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

Procedimiento:

El ensayo se realiz6 en una placa de 96 pozos.

a) Curva estandar de BSA. Se prepar6é una solucion stock de BSA (1 mg/mL). Se
colocaron en el primer pozo 10 UL de BSA (10 ug) y 310 uL de agua destilada,
para completar un volumen final de 320 uL. En los siguientes 5 pozos (segundo al
sexto) se colocaron 160 PL de agua destilada y a partir del primer pozo, se
realizaron diluciones seriadas dobles de la siguiente manera: se tomaron 160 L
del primer pozo y se mezclaron con los 160 UL de agua destilada del segundo
pozo y asi sucesivamente hasta el sexto pozo, obteniendo 5.0, 2.5, 1.25, 0.625,
0.312 y 0.156 pg de BSA, respectivamente. El séptimo pozo contiene GUnicamente
160 pL de agua destilada (se usa como blanco). Se adicionaron 40 PL de reactivo
de Bradford 5X (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) a cada pozo y se mezclaron
perfectamente.

b) Preparacion de las muestras. En un volumen de 160 WL, se prepard una dilucion
1:160 de cada muestra y se coloco el volumen en la placa de 96 pozos; a
continuacion se adicionaron, a cada pozo, 40 pL de reactivo de Bradford 5X y se
mezclaron.

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

5.5

Solucion stock BSA (Img/mL)
BSA 1mg

Agua destilada 1mL

Determinacion de niveles proteinicos de AhRy p53 por western blot

Principio:
El objetivo de esta técnica es separar proteinas de acuerdo a su peso molecular y

carga. Las proteinas 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 especificos contra la proteina de interés [66].

Procedimiento:

a)

b)

Preparacion de la muestra. De cada muestra se tomaron 40 pg de proteina para
ser desnaturalizada con solucion amortiguadora para muestras 5X, la cual
contiene [B-mercaptoetanol como agente reductor. Las muestras se incubaron en
bafio de agua en ebullicion por 5 min.

Separacion electroforética. Las proteinas fueron separadas mediante
electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida al 12% utilizando buffer de
electroforesis 1X. La electroforesis se realiz6 a temperatura ambiente (TA) y a
voltaje constante de 100 V por 3 h.

Electrotransferencia. Posterior a la electroforesis, las proteinas fueron
transferidas a una membrana de nitrocelulosa utilizando buffer para transferencia
semi seca. La transferencia se realizé 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 tifid con Rojo de Ponceau por aproximadamente 2
min para evaluar la eficiencia de la misma. Posteriormente, la membrana se lavo
con solucién PBS 1X para eliminar el exceso de colorante y se bloque6 durante

12 h a 4 °C para p53 o durante 1 h a TA para AhR con solucion blogueadora.
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d)

Inmunodeteccion. Se realizaron lavados de la membrana con solucion de lavado
TBS (15, 10 y 5 min cada uno a TA y con agitacion) y un lavado de 5 min con
solucion TBS-Tween 0.1%. A continuaciéon, 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 dilucién de 1:1000
por 30 12 h a 4 °C, respectivamente, con agitacion constante. Posteriormente, la
membrana se lavo 3 veces bajo el mismo esquema mencionado y se incubd con
el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa, a una dilucion 1:5000 por 2 h a
4 °C para p53 o 1:6000 por 2 h a TA para AhR con agitacion constante.
Finalizado el tiempo, la membrana se lavdo nuevamente siguiendo el mismo
esquema. La membrana fue expuesta a una mezcla de volumenes iguales de la
solucion de luminol y de la solucion de peréxido del kit Immobilon® (Millipore,
Billerica, MA, USA). La sefal producida por la oxidacion del luminol finalmente
fue captada en una placa auto-radiogréfica. La inmunodeteccion de la proteina
de actina se realiz6 bajo las mismas condiciones que se usaron para el AhR,
utilizando los anticuerpos especificos para dicha proteina a una dilucién 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 v soluciones

PBS 1X

NacCl 16.0 g
KCI 04 ¢
Na:HPO4 23 g
KH2PO4 04 g
Aforo (agua Milli Q) 20 L
pH 7.4
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Solucion amortiguadora de muestra 5X

Tris 1M pH 6.8

Glicerol 50%

SDS 10%

Azul de Bromofenol 1% (p/v)
B-mercaptoetanol 0.288 M
Aforo (agua Milli Q)

Solucién de acrilamida 30%
Acrilamida

Bis-acrilamida

Aforo (agua Milli Q)

pH

Solucioén del gel separador 12%
Acrilamida 30%

Tris 1.5 M pH 8.8

Dodecil sulfato de sodio (SDS) 10%
Persulfato de amonio (APS) 10%
TEMED

Aforo (agua Milli Q)

Solucién del gel concentrador 4%
Acrilamida 30%

Tris 1.0 M pH 6.8

SDS 10%

APS 10%

TEMED

Aforo (agua Milli Q)
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Solucién de electroforesis 5X
Tris

Glicina

SDS

Aforo (agua MilliQ)

pH

Solucion de transferencia
Tris

Glicina

Metanol

Aforo (agua Milli Q)

Solucién bloqueadora
Leche descremada

BSA

Aforo (solucion TBS pH 8.0)

Solucion TBS

Tris

NaCl

Aforo (agua Milli Q)
pH

Solucion TBS-Tween 0.1%
Tween
Aforo (solucién TBS pH 8.0)

15.14

93.84
5.00
1.00
8.3

5.82
2.93
200.00
1.00

r Q Q «Q

mL

040 g
0.10 ¢
20.00 mL

2.4
8.0
1.0
8.0

1.0 mL
10 L
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5.6 Extraccion de RNA total

Principio

La extraccion de RNA total se realizO mediante el método de TRizol®. El reactivo
TRizol® es una solucibn monofasica de fenol-isotiocianato de guanidina, la cual,
durante la fase de lisado celular mantiene la integridad del RNA mientras que disuelve
los demas componentes celulares al realizar una centrifugacion. De la centrifugacion se
obtienen dos fases: organica y acuosa, y en ésta ultima se localiza el RNA, que

posteriormente es precipitado por la adicion de alcohol isopropilico [67].

Procedimiento

a) Homogenizacion: En esta etapa se adicion6 1.0 mL de TRizol® (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) por cada 1x10° células, se resuspendio y se transfiri6 a un
tubo de microfuga de 1.5 mL.

b) Fase de separacion: Las muestras se incubaron por 5 min a TA para permitir la
completa disociacién. A continuacion, se adicionaron 200 uL 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 realizd una
centrifugacion a 12,000 rpm por 15 min a 4 °C.

C) Fase de precipitacion: De la centrifugacion anterior, se transfirié la fase acuosa a
un tubo de microfuga nuevo y se adicionaron 500 uL de isopropanol por cada mL
de TRizol®. Cada muestra se mezclé por inversion 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 centrifugacion anterior, se elimin6é el sobrenadante y se
adicion6 1.0 mL de etanol al 75% por cada mL de TRizol® y se realiz6 una
centrifugacion a 7,500 rpm por 5 min a 4 °C. El RNA se disolvié en 20 uL de agua
DEPC.

Finalmente, con 1.0 uL de muestra se verifico 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 cuantificacién del RNA se realiz6 mediante espectrofotometria a 260 nm en
un equipo Nano Drop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts, USA).

5.7 Sintesis de cDNA.

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

de RNA. La sintesis de cDNA consiste en la formacion de un hibrido de cDNA-RNA

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

Procedimiento

En un tubo de PCR se adicionaron 1.0 uL de cebadores azarosos (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA, [250 ng/ul]), 3.0 ug de RNA (volumen necesario) y agua DEPC para ajustar a
un volumen final de 14.0 uL. 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 uL de una mezcla de reaccidén que
contiene 4.0 uL de buffer 5X, 1.0 ul DTT, 1.0 uL dNTPs 10 mM y 0.5 uL 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 amplificacién 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 degradacién de la sonda
marcada con dos fluorocromos (sonda reportera y “quencher”) por la actividad de la
enzima Tag polimerasa en cada ciclo de amplificacién, siendo la cantidad de
fluorescencia generada en cada ciclo proporcional a la cantidad de producto de

amplificacion generado [70].
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Procedimiento

Para evaluar la amplificaciéon de los cDNA, se utilizé un termociclador acoplado a un
espectrofotometro StepOne Real-Time PCR System (AppliedBiosystems, Branchburg,
NJ, USA). Los niveles de amplificacion fueron analizados usando el umbral de
expresion correspondiente (Ct). Se amplificaron los cDNA correspondientes a los genes
CYP1A1l y GAPDH (con numero de identificacibon Hs02382618 sl y 4326317E,
respectivamente, obtenidos de AppliedBiosystems, Branchburg, NJ, USA), éste ultimo

utilizado como valor para normalizar la expresion.

Reactivos v soluciones

- Mezcla de reaccidén de amplificacion

cDNA 1.0 uL
TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) 7.5 pL
H20 Milli Q 0.1 pL
Sonda 0.4 puL

59 Inmunofluorescencia

Principio

La inmunofluorescencia aprovecha la capacidad que tienen los anticuerpos marcados
para unirse con alta especificidad a una determinada molécula blanco. Aqui, la marca
unida al anticuerpo es una molécula fluorescente. El anticuerpo marcado se hace
reaccionar contra un preparado biologico y luego se expone la muestra tratada a una
fuente de luz de onda corta la cual genera un fenédmeno de fluorescencia en la molécula
marcadora que a su vez emite luz a una longitud de onda mas larga. La luz emitida

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

a)

b)

c)

d)

Cultivo celular. Cultivos dispersos o confluentes se sembraron en placas de 35
mm sobre un cubreobjetos estéril de 22 x 22 mm.

Fijacion. Después de 48 h de cultivo, las células se fijaron con paraformaldehido
al 3.5% por2ha4-°C.

Permeabilizacion y bloqueo. Las células fijadas se permeabilizaron con Triton X-
100 frio al 0.05% por 5 min a TA. Posteriormente, se realizaron 2 lavados con
PBS 1X frio y se bloque6 con BSA al 5% en una camara humeda por 1 h a TA.
Inmunodeteccion. Se agregaron 100 pL de anticuerpo primario anti-AhR (1:200;
RPT1, Abcam, Cambridge, MA, USA) disuelto en BSA al 5%, el cual se incubd por 2
h a TA en una camara humeda. Finalizado el tiempo, se lavaron 12 veces con
Tween-20 al 0.5% y 6 veces con PBS 1X. Posteriormente, se incubo 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 camara humeda y protegido de la luz. A continuacion, se realizaron lavados
bajo el esquema antes mencionado. Posteriormente, se adicionaron 100 pL de
Rodamina-Faloidina (1:20) y se incub6 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 analisis confocal se realizd en un

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

Reactivos y soluciones

Paraformaldehido al 3.5%

Paraformaldehido 3.50
Aforo (PBS 1X) 1.00 L
pH 7.4

Tritén X-100 0.05%
Triton 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 Centrifugacion por gradiente de sacarosa

Principio:

La centrifugacién por gradiente de densidad de sacarosa es el método mas comun
usado para separar organelos intracelulares (e.g. endosomas y nucleos, entre otros). La
densidad de los organelos depende de su contenido, tamafio, forma y de la relacion
lipido:proteina. Durante la centrifugacion, 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 aspir6 el medio y se lavé dos veces con
PBS 1X frio. Las células se cosecharon en PBS 1X frio con ayuda de un
raspador celular para posteriormente centrifugarlas a 2,000 rpm por 5 min.

C) Obtencién de extracto citoplasmico. La pastilla celular se resuspendié en 0.5 mL
de solucion amortiguadora de Tris-MgClz (TM) y se incubd por 10 min en hielo.
Posteriormente, se adicionaron 0.5 mL de Triton X-100 al 2%, se mezclo
suavemente y se incubd por 10 min en hielo. Al término de la incubacion, se

dieron 5-10 golpes con el pistilo B en un homogeneizador de Dounce (Thomas
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d)

Scientific, Swedesboro, NJ, USA) para eliminar los restos celulares adheridos a
los ndcleos. La suspension se centrifugé a 7,000 rpm durante 15 min a 4 °C. Se
recolectd6 el sobrenadante (que corresponde al extracto citoplasmico) y se
almacen¢ a -70 °C hasta su uso.

Obtencion de extracto nuclear. La pastilla obtenida en el paso anterior se
resuspendié en 0.5 mL de solucion amortiguadora de sacarosa | y 0.5 mL de
solucion amortiguadora de sacarosa Il (proporcién 1:1). Los nucleos contenidos
en la solucion anterior se purificaron mediante centrifugacion por gradiente de
sacarosa en un tubo Thinwall Ultra-Clear (344060, BeckmanCoulter, Brea,
California, USA) de la siguiente manera: se depositaron 2 mL de solucion
amortiguadora de sacarosa Il en el fondo del tubo, sobre esta cama de sacarosa
se adiciond la suspension nuclear y finalmente se adicion6 1 mL de solucion
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)
solucion amortiguadora de sacarosa |. Los tubos se sometieron a ultra
centrifugacion a 16,000 rpm durante 50 min a 4 °C. Posteriormente, se desechd
el sobrenadante y los nucleos purificados fueron resuspendidos en 100 uL de
solucién de lisis para someterlos a agitacion en vortex (30 min a 4 °C) y
sonicaciéon (4 micrones durante 1 min con periodos de 15 seg de sonicacién con
descansos de 30 seg entre cada periodo). Para eliminar los restos de membrana,
la suspension se centrifugé a 13,000 rpm durante 2 min a 4 °C. Finalmente, se
recolect6 el sobrenadante (extractos nucleares) y se almacené a -70 °C hasta su

uso.

Reactivos y soluciones:

Solucién amortiguadora TM

Tris-HCI 100 mM pH 8 0.20 mL
MgClz2 41.9 mM 95.40 uL
Inhibidor de proteasas 7X (Roche, Zwitzerland) 28.50 pL
Aforo (agua Milli Q) 2.00 mL
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Triton X-100 2%
Triton X-100
Aforo (PBS 1X)

Solucién amortiguadora de sacarosa |
Sacarosa

CaClz 1M

Mg(COO)2 1M

EDTA 200 mM

Tris-HCI 1M pH 8.0

DTT 500 mM

PMSF 100 mM

Aforo (agua Milli Q)

Solucién amortiguadora de sacarosa |l
Sacarosa

Mg(COOQO)2 1M

EDTA 200 mM

Tris-HCI 1M pH 8.0

DTT 500 mM

PMSF 100 mM

Aforo (agua Milli Q)

Solucion de lisis

Tris-HCI 1 M pH 8.0

NaCl 600 mM 250 pL

Inhibidor de proteasas 7X (Roche, Zwitzerland)
Tritén X-100 10%

Aforo (agua Milli Q)
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5.11 Sincronizacién de células HeLa con hidroxiurea

Principio

La enzima ribonucleotido reductasa participa en la sintesis de deoxiribonucleotidos
(DNTPs). Los dNTPs a su vez son necesarios para la sintesis de DNA, por lo que su
disminucién bloguea este proceso. La hidroxiurea (HU) es un potente inhibidor de la
ribonucledtido reductasa, por lo tanto, el tratamiento con este compuesto quimico
bloquea reversiblemente la progresion 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 lineas
celulares [73-75]. Por lo anterior, el tratamiento con HU permite evaluar la progresion

sincronica 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

tincién con loduro de Propidio (IP) y citometria de flujo.

5.12 Andlisis del ciclo celular por citometria de flujo

Principio:

El andlisis del ciclo celular es un método que emplea la citometria de flujo para
distinguir células en diferente fase del ciclo celular. Mediante el uso de un colorante
fluorescente con capacidad de tefir 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
Go/G1, S y G2/M se puede determinar mediante la tincion con IP, de este modo, la

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

a)

b)

d)

f)

Cosecha. Se colecté 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
incubacion, las células se colocaron en el tubo de 5 mL.

Lavado. Los tubos se centrifugaron a 1,500 rpm por 5 min. Se desechd el
sobrenadante y la pastilla celular se resuspendié con 1 mL de PBS 1X frio. La
suspension celular se centrifugé a 1,500 rpm por 5 min.

Fijacion. El sobrenadante se decanté. Las células se resuspendieron con el
sobrenadante que quedd en las paredes del tubo y se adicionaron 0.5 mL de
etanol frio al 70% con agitacion continua. Las células se colocaron en hielo por
minimo 1 h.

Permeabilizacion celular. La suspension celular se centrifugd a 1,500 rpm por 5
min. Se recuper? la pastilla celular y se resuspendioé con 2 mL de PBS 1X frio. La
suspension celular se centrifugd a 1,500 rpm por 5 min. Se decant6 el
sobrenadante y se agregaron 0.5 mL de PBS 1X frio mas 0.25 mL de solucion de
permeabilizacion fria. Se incubaron por 1 min a TA.

Tincion. Las células se centrifugaron a 1,500 rpm por 5 min. Se desechd el
sobrenadante y se agregaron 0.5 mL de solucion de tincion (IP/RNAsa).
Citometria de flujo. Las células se midieron con el equipo FACS Calibur
(BectonDickinson, CA, USA), por lo menos 20x10% eventos. Los datos se

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

Reactivos y soluciones

Solucién de permeabilizaciéon
Na2HPO4 0.2 M 48 mL
Acido citrico 0.1 M 2 mL
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- Solucién de tincién

PBS 1X 10 mL
IP (Img/mL) 200 ML
RNAsa (10 mg/mL) 73 ML

5.13 Inhibicién 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 pM 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 paraformaldehido
y evaluar la localizacion sub-celular del AhR mediante inmunofluorescencia como se

indic6é anteriormente.

5.14 Curva de crecimiento de células HelLa

Procedimiento:

a) Cultivo celular. Se sembraron 1x10* células por pozo en placas de 6 pozos, se
realizé el tratamiento correspondiente por triplicado, y se evalu6 el crecimiento
celular cada 24 h por 6 dias.

b) Cosecha. Las células se despegaron con 0.4 mL de tripsina, se lavo cada placa
con 1.5 mL de medio, se colocé la suspension celular en tubos de 5 mL y se
centrifugaron a 2,000 rpm por 10 min a 21 °C. Se deseché el sobrenadante y la

pastilla celular se resuspendié en 1 mL de medio.
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c)

Conteo celular. Las células de la suspension anterior se contaron en un
hemocitébmetro empleando azul de tripano al 0.04%. Se contaron células viables

y no viables.

La concentracion inhibitoria media (ICso) se calculé con el dynamic curve fitting

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

5.15 Apoptosis por anexinaVy IP

Principio:
La anexina V es una proteina que se une especificamente al fosfolipido fosfatidil serina,

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

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

V conjugada con FITC tifie las células tanto apoptéticas como necréticas por lo que es

necesario adicionar IP para diferenciarlas [78].

Procedimiento:

a)

b)

Cultivo celular. Se sembraron 108 células en un volumen final de 4 mL en cajas
de 60 mm de diametro. A las 24 h se inici6 el tratamiento.

Cosecha. Concluido el tiempo de tratamiento, se recuper6 el medio en tubos de
5 mL y se centrifugaron a 1,000 rpm por 5 min a 20 °C, se decant6 el medio y se
conservo la pastilla celular. A las células que siguieron adherentes a la caja de
cultivo se les adicion6 1 mL de PBS 1X con EDTA al 0.02%, y se incub6 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 frio. Los tubos se centrifugaron a 1,000 rpm por 5 min a 20 °C y se decanto el
sobrenadante.

Tincion de ceélulas apoptoticas con Anexina-V-FITC/IP. Para la deteccion de
células apoptoéticas se utilizé un kit comercial (Annexin-V-FluosStaining Kit,
Roche Diagnostics, Indiana, USA). Se resuspendio la pastilla celular en 100 uL
de solucién amortiguadora de tincion mas 0.4 UL de anexina V-FITC y 2 UL de

IP. Se incubd 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 Generacion de células HeLa AhR-KO mediante CRISPR-Cas9

Principio:

Las repeticiones palindrémicas 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 estd constituido por dos
RNAs y un componente proteinico: un RNA codificado por las CRISPR (crRNA) el cual
se une al DNA viral, un RNA gue 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 especifico en el DNA. Este sistema ha sido re-disefiado para la edicion
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 especifica 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
union de extremos no homodlogos (NHEJ, por sus siglas en inglés) o mediante
recombinacién homologa generando inserciones, deleciones o mutaciones en el DNA.
De esta manera, es posible editar genes para evaluar su funcién en los organismos [79,
80].

En este experimento se emplearon dos sgRNAs dirigidos contra el exén 1 del gen que
codifica para el AhR humano. Con los cortes en el DNA realizados por la enzima Cas9,
se espera la delecién de un fragmento de 84 pb debido a la reparacion del DNA por
NHEJ.
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Procedimiento:

a)

b)

d)

Cultivo celular. Se sembraron por triplicado 1x10° células HeLa en un volumen
final de 2 mL en placas de 6 pozos. Después de 24 h de cultivo se realizod la
transfeccion.

Transfeccion. Tres pg de cada uno de los plasmidos pMLM3636-hAhRsgRNA93
y pPMLM3636-hAhRsgRNA96 (proporcionados por el Dr. Fernandez-Salguero de
la Universidad de Extremadura, Espafia), y 12 ug del plasmido pSpCas9(BB)-2A-
GFP (PX458) (obsequio del Dr. Feng Zhang, Addgene plasmid # 48138) se
disolvieron en 750 pL de medio Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Massachusetts, USA). Posteriormente, se agregaron 68 uL de TurboFectin 8.0
(OriGen, Rockville, USA), se disolvié suavemente por pipeteo y se incub6 a TA
por 30 min. Transcurrido este tiempo, se depositaron 250 pL de la mezcla
anterior a cada pozo. Como control negativo de la generacion de células HelLa
AhR-KO mediante CRISPR-Cas9, la transfeccion se realiz6 como se indica arriba
con el vector vacio pMLM3636 mas el plasmido pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458).
Generacion de cultivos monoclonales a partir de células HeLa GFP positivas. El
aislamiento de células HeLa GFP positivas se realizé 48 h después de la
transfeccion 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 dias de cultivo se extrajo DNA gendmico (QDNA)
para su genotipificacion.

Purificacion de gDNA. Para obtener gDNA, las células se lisaron empleando 200
puL de solucién amortiguadora de lisis adicionada con 100 ug de proteinasa K.
Tras una incubacién 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 recolecto el
sobrenadante (el cual contiene el gDNA) y se almacené a -70 °C hasta su uso.
Genotipificacion por PCR punto final. La PCR se llevo a cabo bajo las siguientes
condiciones: 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 1 min, alineamiento a
67.9 °C por 1 min y extensién a 72 °C por 2.5 min. Posteriormente se realizé un
ciclo de extension final a 72 °C por 10 min. Al término de la reaccion de PCR las

muestras fueron analizadas en geles de agarosa al 1% para identificar
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fragmentos indicativos de la delecidn esperada (437 pb: AhR-WT; 353 pb: AhR-
KO). La secuencia de los oligonucledtidos usados para la amplificacion por PCR
son los siguientes: sentido 5-ATCTGGGCGGGGCGGGGCCGGTG-3’ y anti-
sentido 5-AGGTGCCGTCTACACCGGCGGAG-3'.

Reactivos y soluciones

Solucion amortiguadora de lisis

Tris-HCI 47 mg
KCI 112 mg
NP40 0.45% 135 pL
Tween-20 135 pL
Aforo (Agua Milli Q) 30 mL
pH 8

5.17 Analisis estadistico

La significancia estadistica 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 Expresiony funcionalidad del AhR en células HelLa

Para determinar si el AhR se expresa en células HelLa, se extrajo proteina total de esta
linea celular y mediante western-blot se evalué la presencia de este factor de
transcripcion. Como control positivo de la expresion del AhR, se empleé la linea celular
HepG2, en la cual se ha reportado su expresion [81]. Como se observa en la figura 5, el
AhR se expresa en las células HelLa con niveles de proteina similares a los detectados

en las células HepG2.
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Figura 5. Expresion del AhR en células HelLa y HepG2. A) Blot representaivo de la inmunodeteccion del
AhR por western-blot en células HepG2 y HelLa. B) Densitometria de 3 western-blots independientes. Los

resultados se expresan como el promedio = D.E.

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

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

evalu6 mediante PCR cuantitativo la induccién de la expresiéon del mRNA de este gen

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

en la figura 6, el tratamiento con B-NF indujo hasta cuatro veces los niveles de mRNA
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del CYP1Al con respecto a su control. Este resultado indica que el AhR es

transcripcionalmente activo en las células Hela.

Niveles relativos de mRNA del CYP1A1

Vehiculo B-NF

Figura 6. La activacion del AhR mediada por la B-NF incrementa los niveles de mRNA del CYP1ALl en
células HelLa. Células HelLa fueron tratadas con 1 uyM de B-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 Caracterizacion de la localizacion sub-celular del AhR en células HelLa

Ikuta y colaboradores [56] reportaron que, la localizacion sub-celular del AhR en
ausencia de ligando exdgeno, 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 localizacion del AhR es predominantemente
citoplasmica. Considerando lo anterior, el siguiente objetivo fue evaluar la localizacion
sub-celular del AhR, mediante inmunofluorescencia y fraccionamiento celular por
gradiente de sacarosa, en cultivos dispersos y confluentes de células HelLa en ausencia
de ligando exdgeno. En la figura 7A se muestra una imagen representativa de contraste
de fases de cultivos en ambas condiciones de confluencia, asi como la localizacion del
AhR mediante inmunofluorescencia. Se observa que el AhR se localiza

predominantemente en citoplasma en la condicion de cultivo confluente (~90% de las
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células analizadas, Figura 7B), mientras que su localizacién en ndcleo es predominante
en cultivo disperso (100% de las células analizadas, Figura 7B). La deteccion del AhR
mediante western-blot en extractos nucleares y citosélicos corroboré las observaciones

realizadas a través de microscopia confocal (Figura 7C).
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Figura 7. La densidad celular determina la localizacién sub-celular del AhR en células HelLa. A)
Localizacién 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
ndcleos 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 nucleo/citoplasma. Los datos son presentados
como promedio + D.S. de dos experimentos independientes. *p<0.01. C) Inmunodeteccion del AhR por

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

Adicionalmente, se analizd la posibilidad de que la localizacion nuclear del AhR en

cultivo disperso se deba en parte a una distribucién asociada a las distintas fases del
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ciclo celular. Para ello, primero se sincronizaron células HelLa en la frontera de las fases
G1/S mediante el tratamiento con HU. Una vez retirado el tratamiento con el agente
citostatico, se siguié la progresion del ciclo celular por medio de la tincion con IP y
citometria de flujo. Los resultados de este experimento se muestran en la figura 8.
Como era de esperarse, la mayoria de la poblacion celular se encuentra en la fase G1
(67%) a las 0 h posteriores al tratamiento con HU, con una minoria (33%) en la fase S,
mientras que la poblacion celular en la fase G2/M es practicamente inexistente (0%).
Estos datos sugieren que las células se encuentran en la frontera de las fases G1/S. Al
continuar con el andlisis de la progresion del ciclo celular, se observa que a las 4 h
posteriores al tratamiento con HU, el 100% de las células estan en la fase S, mientras
gue a las 8 h la gran mayoria en la fase G2/M (90%) (Figura 8).
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Figura 8. Sincronizacién de cultivos dispersos de células HelLa. A) Perfil del ciclo celular determinado por
citometria de flujo en células HelLa sincronizadas con HU. Las células se trataron por 18 h con 2 mM de
HU. Al término de este tratamiento, se cambié el medio por medio fresco sin HU y se evalué 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 procedid a evaluar la localizacion sub-
celular del AhR mediante inmunofluorescencia en cultivos dispersos a las 0, 4y 8 h
posteriores al tratamiento con HU, donde la mayoria de la poblacién celular se
encuentra en las fases G1, S y G2/M del ciclo celular, respectivamente. En la figura 9,
se muestra la localizacion sub-celular del AhR en cultivos dispersos asincronicos, asi
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 nucleo como en el citoplasma de células HelLa en
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cultivos dispersos en todas las condiciones evaluadas, sin observarse un cambio en su

distribucion en funcién de la fase del ciclo celular en que se encuentran.
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Figura 9. Localizacion celular del AhR en células HelLa en diferentes fases del ciclo celular.
Localizacion sub-celular del AhR en cultivo disperso en las diferentes fases del ciclo celular, determinada
por microscopia confocal. EI AhR, los nlcleos y la actina se visualizan en verde, azul y rojo
respectivamente. B) Porcentaje de células en cultivo disperso con AhR nuclear y citoplasmico (N/C) o

AhR citopldsmico (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
localizacion nuclear del AhR en células HelLa y sugieren que la localizacion sub-celular
del AhR esta determinada por la densidad celular, siendo citoplasmico en cultivo

confluente, y predominantemente nuclear en cultivo disperso.

6.3 La densidad celular determina los niveles de expresion del CYP1A1l en células
HelLa

Considerando que la presencia del AhR en el nucleo es fundamental para que lleve a
cabo su funcion como factor de transcripcion, se analiz6 si la localizacion nuclear del
AhR en cultivo disperso y en ausencia de un ligando exdégeno se traduce en un
incremento de la expresion de su blanco canénico del AhR, el CYP1Al. Para ello, se
midieron los niveles basales de mRNA del CYP1ALl en cultivos dispersos y confluentes
(Figura 10A). Como se puede observar, la expresion del mRNA del CYP1Al en el
cultivo disperso es dos veces mayor con respecto al cultivo confluente, lo que

concuerda con la localizaciéon nuclear del AhR.
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Figural0O. Expresion basal e inducida del mRNA del CYP1Al en cultivos confluentes y dispersos de
células HelLa. A) Niveles del mMRNA del CYP1A1 en cultivo disperso y confluente en ausencia de ligando
exogeno. B) Efecto del TCDD (10 nM, 12 h) sobre la expresion del mRNA del CYP1ALl en cultivo disperso
y confluente. Los niveles de mRNA se determinaron por gPCR. Los datos son presentados como
promedio + D.S. de tres experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01.

Posteriormente, se evalud el efecto de un ligando agonista exdgeno sobre los niveles
de mRNA del CYP1ALl. Para este fin, cultivos dispersos y confluentes, donde el AhR se
encuentra en nicleo y citoplasma, respectivamente, fueron tratados con TCDD. En la
figura 10B se observa que, en la condicion de cultivo confluente, el TCDD es capaz de
inducir hasta cinco veces el mMRNA del CYP1A1 con respecto a su control. En contaste,
en el cultivo disperso no hubo cambios significativos en los niveles de mRNA del
CYP1Al entre las células tratadas con TCDD vy 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 ocupacion de este por un putativo
ligando endogeno.

Considerando los resultados anteriores, se procedid a evaluar la expresion basal del

MRNA del CYP1ALl a lo largo de un gradiente de densidad celular. En la figura 11 se
observa que los niveles de mRNA del CYP1Al son mayores en las células cultivadas
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bajo la condicion de menor densidad celular, y disminuyen a medida que aumenta la

confluencia.
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Figura 11. Expresion basal del mRNA del CYP1Al en células Hela cultivadas a diferentes densidades.
Las figuras de contraste de fases (extrema izquierda) corresponden a un campo representativo de los
cultivos sefalados en el eje de las ordenadas de la grafica. Los niveles de mMRNA se determinaron por

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

En conjunto, estos resultados indican que la localizacion sub-celular del AhR en células
HelLa, modula la expresion basal del mRNA del CYP1Al, y determina su induccion

mediada por ligandos exdégenos como el TCDD.

6.4 Inhibicién de la IDO y localizaciéon sub-celular del AhR

Debido a que la enzima IDO participa en la biosintesis de la kinurenina y acido
kinurénico [57, 58], ligandos agonistas del AhR, se decidi6 estudiar el efecto del
bloqueo de la sintesis de dichos ligandos enddgenos sobre la localizacion 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 UM, 48 h). Posteriormente, a partir de este cultivo se resembraron las células a una
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densidad celular equivalente a la condicion dispersa. Con lo anterior, se bloqueé la
sintesis de ligandos enddgenos derivados del triptéfano que pudieran activar al AhR y
promover su internalizacion nuclear. Como era de esperarse, el AhR se localiza en el
citoplasma de las células HelLa 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 ntcleo a las 12 h posteriores al
tratamiento con el inhibidor de la IDO. Los resultados anteriores podrian indicar que la
localizacion nuclear del AhR en cultivo disperso no se debe a la activacion de este
factor de trascripcién por ligandos derivados del triptéfano, ya que el efecto de la
inhibicion de la enzima encargada de la biosintesis de dichos ligandos, no se ve

reflejado en un cambio en la distribucion nuclear del AhR.
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Figura 12. Efecto del Epacadostat sobre la localizacién sub-celular del AhR en células HelLa. A)
Localizacidn 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 UM (panel inferior). B) Localizacidn 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 uM (panel inferior). El AhR, los nucleos y la actina se visualizan en

verde, azul y rojo, respectivamente.
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6.5 Efecto de la a-NF y del Resv sobre la proliferacion celular, niveles de p53 y
apoptosis en células Hela.

Dado que se ha reportado la actividad antagonista de la a-NF y del Resv sobre el AhR
en diversas lineas celulares [19, 20, 29-31], se determiné si dicho efecto se presentaba
en las células HelLa. Primeramente se evalu6 el efecto del tratamiento con a-NF y el
Resv sobre la expresion basal del mRNA del CYP1A1, gen blanco canénico del AhR.
Posteriormente, se investigo el efecto de estos 2 antagonistas sobre la induccion del
MRNA del CYP1A1 provocada por la B-NF, agonista del AhR. La figura 13A indica que
los tratamientos con a-NF y Resv provocaron una disminucion significativa en los
niveles basales del mMRNA del CYP1A1l en cultivos dispersos, respecto a su control. Lo
anterior sugiere que estos compuestos tienen la capacidad de antagonizar con posibles
ligandos enddégenos. Como era de esperarse, la B-NF incremento los niveles del mRNA
del CYP1ALl hasta cuatro veces mas con respecto a su control, mientras que los co-
tratamientos con B-NF/a-NF y B-NF/Resv inhibieron dicha induccién (Figura 13B).
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Figura 13. La a-NF y el Resv disminuyen los niveles basales e inducidos de mRNA del CYP1Al. A)
Efecto de la a-NF (1 uM) y Resv (5 uM) sobre los niveles basales de mRNA del CYP1A1l. 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
o-NF (50 uM) y Resv (40 uM), en células Hela, sobre los niveles de mRNA del CYP1A1 inducido por la
B-NF (1 uM). Las células fueron tratadas por 2 h con los ligandos antes mencionados. Los niveles de
MRNA se determinaron por gPCR. Los datos son presentados como promedio + D.S. de tres
experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01.

Los resultados anteriores indican que la a-NF y el Resv bloguean la expresion del
CYP1Al inducida por el tratamiento con B-NF en cultivo confluente. También
disminuyen los niveles basales del CYP1A1 en cultivo disperso. Lo anterior establece
que tanto la a-NF como el Resv actian como antagonistas del AhR en células HelLa

bajo las condiciones antes mencionadas.

Previamente, estudios realizados en cultivos confluentes de células WB-F344 (linea
celular precursora de hepatocitos de rata), demostraron que la activacion del AhR con
TCDD provocaba la pérdida de la inhibicionde la proliferacion por contacto, dando como

resultado un incremento en la proliferacion celular [82]. Por otro lado, se ha observado
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en fibroblastos embrionicos y hepatocitos primarios derivados del raton AhR-KO, que la
ausencia de este receptor resulta en una disminucion de la proliferacion celular [32, 47].
Por lo anterior, se decidio investigar si el AhR modula la proliferacion de células HelLa.
Para ello, se trataron cultivos dispersos con concentraciones crecientes de antagonistas
del AhR durante 1 a 6 dias. En la figura 14 se puede observar como el crecimiento
celular de los controles se ajusta a un crecimiento exponencial, mientras que la
proliferacion celular se ve disminuida a medida que las concentraciones de a-NF y Resv
aumentan, siendo evidente la inhibicion de esta a partir de la concentracion de 20 pM

para ambos compuestos.
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Figura 14. La a-NF y el Resv disminuyen la proliferacién celular de células HelLa. Las células se trataron
con o-NF (A) y Resv (B) a las concentraciones indicadas. Cada 24 h se cosecharon y se diluyeron en
azul tripano para ser contadas en camara 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 calculd la concentracion inhibitoria media
(Clso) (concentracion capaz de inhibir la proliferacion celular al 50% con respecto a su
control) y el tiempo de duplicacién celular (TDC). Como se observa en la figura 15, los
valores de la Clso para ambos antagonistas, a-NF y Resv, estan en el rango micromolar.
Sin embargo, el tratamiento con Resv tuvo un efecto mayor en la inhibicion de la
proliferacion celular (Clso= 21.76 pM) con respecto a la a-NF (Clso= 36.81 uM).
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Figura 15. ICso de la o-NF y del Resv. (A) La a-NF inhibe la proliferacion celular de células HeLa con una
ICs0 de 36.81 pM. (B) El Resv inhibe la proliferacion celular de células HeLa con una ICso de 21.76 uM.
Los valores de la Clsp fueron calculados usando los datos del dia 6 del ensayo de proliferacion celular.

El TDC se calcul6 con la siguiente formula:

Xz
tqg = log2 = (t; - t1)/10g(X—1)

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

muestran en las tablas 1y 2.
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Tabla 1. Efecto de la a-NF sobre el TDC en células Hela.

TDC Desviacion
a-NF (uM) (horas) Estandar (horas)
DMSO 19.42 +1.21
20 20.23 +0.50
40" 24.21 +2.02
50" 42.80 +5.27

*p <0.05

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

TDC Desviacion
Resv (UM) (horas) Estandar
(horas)

DMSO 17.09 +1.90

20* 20.60 + 1.60

40* 32.10 +1.57

80** - -

* p<0.05

**Con la concentraciéon de 80 uM no fue posible calcular el TDC
debido a que el tratamiento inhibié por completo la proliferacién
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 evalu6 si la inhibicion de la proliferacion
celular se veia acompafiada de un incremento en los niveles de apoptosis. Como
control positivo para la determinacion de dicho proceso celular, se trataron células HelLa
con etoposido (ET), un compuesto quimico inductor de apoptosis [83]. En la figura 16 se
muestra el efecto del tratamiento con a-NF (50 uM) sobre los niveles de muerte celular
programada en cultivos dispersos de células HelLa. El tratamiento provoco un
incremento significativo en los niveles de apoptosis de alrededor del 20% en todos los
tiempos probados. En contraste, el Resv (40 uM) incrementé los niveles de apoptosis
progresivamente, alcanzandose hasta un 45% de células en dicha condicién (Figura
17).
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Figura 16. La a-NF incrementa los niveles de apoptosis en células HelLa. A) Cultivos dispersos de células
HelLa se trataron con o-NF (50 uM) por los tiempos indicados. Las células en proceso de apoptosis se
determinaron mediante Anexina V-IP y citometria 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 tardia (An V+/IP+). Los resultados se expresan como el promedio de

tres lecturas por cada concentracion 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 uM) por los tiempos indicados. Las células en proceso de apoptosis
se determinaron mediante Anexina V-IP y citometria 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 tardia (An V+/IP+). Los resultados se expresan como el promedio de

tres lecturas por cada concentracion probada + D.S. *p<0.05, **p<0.01

El supresor tumoral p53 es un factor de transcripcién que juega un papel importante en
el control de la proliferacién celular e induccion de la apoptosis [84]. Considerando lo

anterior, se evaluo si el efecto de la a-NF y del Resv sobre los niveles de apoptosis se
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veia reflejado en un incremento de p53. La expresion de esta proteina se determind
mediante electroforesis y Western-blot (WB). Como se puede apreciar en la figura 18, el
tratamiento con a-NF (50 puM) incremento 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 pM) incremento los niveles de p53 en funcion del tiempo, alcanzando una

mayor induccion a las 36 h de tratamiento.
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Figura 18. La o-NF y el Resv aumentan los niveles de p53 en células HelLa. A) Inmunodeteccion de p53
por WB en cultivos dispersos de células Hela, tratados con a-NF (50 uM) y Resv (40 uM) por 12, 24 y 36
h. B) Densitometria de la inmunodeteccién de p53. Los datos son presentados como promedio + D.S. de

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

68



6.6 Efecto de la a-NF y del Resv sobre la proliferacién celular y apoptosis en
células HeLa AhR-KO

Para investigar si los efectos de la a-NF y del Resv sobre la proliferacion celular y
apoptosis son dependientes del AhR, se generaron células HeLa AhR-KO mediante el
sistema CRISPR/Cas9, a través de una delecion de 84 pares de bases (pb) al exén 1
del gen AhR humano. Como se menciona en los métodos, realizamos transfecciones
transitorias en células HelLa con dos plasmidos que codifican para las sgRNAs, mas el
plasmido que codifica para una proteina de fusion entre la proteina verde fluorescente
(GFP) y la endonucleasa Cas9. De esta manera, se pueden detectar facilmente células
HeLa GFP positivas mediante microscopia confocal y citometria de flujo. Cuarenta y
ocho h posteriores a la transfeccion, se evalud la expresién de la proteina de fusién
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 dias de cultivo, la deleciéon 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 HelLa 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. Analisis del genotipo y fenotipo de células HelLa transfectadas con gRNAs y pSpCas9(BB)-2A-
GFP (PX458). A) Sefal de la Cas9-GFP (verde) y de los nucleos (azul) en células HelLa 48 h después de
la transfeccion. B) Analisis electroforético de los productos de amplificacion por PCR. Linea M, marcador
de escalera de 100 pb; linea 1, gDNA de células HelLa no transfectadas; linea 2, gDNA de raton; linea 3-
7, gDNA de las clonas 1-5; linea 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 B-NF
1uM 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 evalud la induccion del mRNA del CYP1Al mediante PCR
cuantitativo en células HeLa AhR-WT, Mock y AhR-KO tratadas con 1 uM de B-NF por 2
h. Como se observa en la figura 19C, el tratamiento con B-NF provocé un incremento
significativo en los niveles del mMRNA del CYP1Al en células HeLa AhR-WT y Mock,
mientras que en las células HeLa AhR-KO no se observd este efecto. Los resultados

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

Finalmente, se determind el efecto de los antagonistas del AhR sobre la proliferacion
celular y los niveles de apoptosis en células HeLa AhR-WT, Mock y AhR-KO. Para este
propdsito, las células fueron tratadas con a-NF (50 pM) y Resv (40 uM) durante 6 dias
para evaluar la proliferaciéon celular, o durante 36 h para evaluar los niveles de
apoptosis. Como se muestra en la figura 20, no hay diferencia significativa en la
proliferacion celular ni en los niveles de apoptosis entre las células AhR-WT, Mock y
AhR-KO tratadas con DMSO (vehiculo). También se puede observar que ambos
antagonistas del AhR bloquean la proliferacién celular e incrementan la apoptosis en
células HeLa AhR-WT y Mock como era de esperarse. Sin embargo, este mismo efecto
se observo en las células HeLa AhR-KO. Estos datos indican que el AhR no modula la
proliferacion celular ni la apoptosis en células HelLa, y que los efectos de la a-NF (50

uM) y del Resv (40 uM) en estos procesos celulares son independientes del AhR.
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Figura 20. Efecto de la a-NF y el Resv sobre la proliferacion celular y apoptosis en células HeLa AhR-WT,
Mock y AhR-KO. A) Las células fueron tratadas con a-NF (50 pM) o con Resv (40 uM), y contadas a los 6
dias 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
puM), a-NF (50 uM) y Resv (40 uM) por 36 h. El porcentaje de células se indica en la parte superior de

cada cuadrante de los citogramas.
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7. DISCUSION

La intensa investigacion enfocada al AhR en los Gltimos afios ha permitido concluir que
este receptor tiene un papel dual en la célula. Por una parte, el AhR es esencial para la
induccion de genes responsables de la biotransformacion de xenobidticos [85], asi
como para mediar el efecto toxico 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, higado, corazén y ovario del ratbn Ahr-KO apoyan la idea de que el AhR tiene

un papel relevante en la fisiologia celular y homeostasis de los tejidos [85, 88-95].

En particular, existen varios estudios que vinculan al AhR con la regulaciéon de la
proliferacion celular y desarrollo de neoplasias. En cultivos primarios de fibroblastos y
hepatocitos obtenidos de un raton Ahr-KO, se observdé una menor proliferacion con
respecto a sus controles [32, 47], lo que indica que el AhR juega un papel importante en
la proliferacion celular. La funcién del AhR en este proceso celular también se ha
investigado en lineas celulares derivadas de diversos tipos de cancer, como en células
C4-2 [96], derivadas de cancer de prostata, y en células LN-308 [55], derivadas de
cancer cerebral. En ambos tipos celulares, en ausencia de ligando exdgeno, el AhR se
encuentra constitutivamente activo, y su silenciamiento se ve reflejado en un

decremento del crecimiento celular.

La sobre-expresion 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 raton transgénico favorece el desarrollo de tumores en el estomago [97], mientras
gue la exposicién a DEN en el mismo modelo murino favorece la hepato-carcinogénesis
[98].

Por otro lado, estudios realizados en nuestro laboratorio demuestran que la activacion
del AhR por TCDD incrementa los niveles de expresion de la UbcH7, lo que resulta en
un incremento en la ubiquitinacion y degradacién de p53, asi como una disminucién en

los niveles de apoptosis [36]. Un estudio realizado por otro grupo de investigacion
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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 reportd en higado de rata donde el tratamiento con
TCDD bloquea la induccion de p53 provocada por el DEN [99]. En su conjunto, la
evidencia anterior indica que la activacion del AhR disminuye la apoptosis y favorece la
carcinogénesis, mientras que la ausencia de este receptor se ve reflejada en una

disminucién de la proliferacion celular.

En el presente trabajo, se determind la localizacion sub-celular del AhR y su estado de
activacion, asi como el efecto de antagonistas de este receptor sobre la proliferacion
celular y apoptosis en células HelLa. El analisis por western-blot demuestra que los
niveles de expresion del AhR en células HelLa son similares a los observados en células
HepG2. Vorrink y colaboradores [81], reportaron que la expresion del AhR a nivel de
MRNA también es similar entre ambas lineas celulares. El hecho de que la expresion
del AhR en células HelLa sea similar a la encontrada en células hepaticas es interesante
ya que es en el higado donde se ha observado una mayor cantidad de este factor de
transcripcion [100, 101]. Sin embargo, seria aun mas importante comparar los niveles
de expresion del AhR entre las células HelLa y células no transformadas del cuello
uterino. Otro estudio muestra que la expresion del AhR a nivel de proteina en células
HelLa es menor en comparacion con linea celular Hepa 1 derivada de ratén [102]. Estos
resultados son esperados ya que en roedores la expresion 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
linea celular derivada de cancer cervical, ya que su activacion por B-NF incrementa la

expresion del mRNA de su gen candnico, el CYP1A1.

En el presente estudio, se observd que la localizaciéon sub-celular del AhR en células
HelLa, en ausencia de ligando exdgeno, depende de la densidad celular. En particular,
se determin6é que este factor de transcripcion se localiza en el citoplasma en cultivo
confluente, y predominantemente en el ndcleo en cultivo disperso. La influencia de la
densidad celular sobre la distribucion ndcleo-citoplasma también se ha reportado para
otras proteinas como son APC [104] y AMPK [105], sin conocerse la razén de ello, o
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HIF-1a [106], en cuyo caso, su localizacion nuclear se debe aparentemente a la hipoxia

generada al incrementar la densidad celular.

Dado que las fases del ciclo celular pueden determinar la distribucion intracelular de
proteinas como la enzima fructosa 1,6-bifosfatasa [107] y el factor de transcripcion E2F-
4 [108], se investigo si la distribucion ndcleo-citoplasma del AhR se asociaba a las
diferentes fases del ciclo celular. Sin embargo, como lo muestra la figura 9, la
localizacion del AhR no esta determinada por estas. Es posible, entonces, que el
contacto célula-célula determine la distribucibn del AhR. De hecho, Ikuta vy
colaboradores [56] observaron en células HaCat que la densidad celular determinaba la
localizacion del AhR y que el uso de EGTA o medio libre de calcio provocaba una
acumulacion del AhR en el ndcleo, sugiriendo que el contacto célula-célula determina la
localizacion sub-celular de este factor de transcripcion. En consonancia con estos
estudios, se ha reportado que cuando queratinocitos humanos se cultivan en
suspension hay un incremento de la expresion del CYP1A1l y otros genes blanco del
AhR [109]. De manera similar, Monk y colaboradores [110] observaron que el cultivo en
suspensién de queratinocitos de rata causaba la activaciéon transitoria del AhR, asi
como la induccion del CYP1A1, la cual se veia inhibida cuando al cultivo en suspension

se trataba con un antagonista del AhR como la a-NF.

Mufti y colaboradores [111, 112], reportaron un incremento en la actividad enzimética
del CYP1ALl en células HepG2 y Mz-Hep-1 (derivadas de hepatocarcinoma humano), y
en células Hepa-1 (derivadas de hepatocarcinoma murino) cultivadas en micro-
transportadores (particulas esféricas que permiten el crecimiento en suspension de
células adherentes) en suspension bajo agitacidbn constante, en comparacién con
células cultivadas sin agitacion. Este efecto no se observé en células tratadas con a-NF
0 en células deficientes del AhR derivadas de la linea celular Hepa-1 [111], indicando
gue la induccion del CYP1A1 debido a la agitacion del cultivo celular es dependiente del
AhR. Otro estudio muestra que la inhibicion de la fosfolipasa Az, enzima que libera al
acido araquidénico (AA) de la membrana celular, asi como la inhibicion del metabolismo
del AA, disminuia la actividad enzimatica del CYP1Al inducida por la agitacion del
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cultivo celular [113]. La evidencia anterior indica que las fuerzas hidrodinamicas
generadas durante la agitacion del cultivo celular favorecen la activaciéon de la
fosfolipasa Az, resultando en la liberacion de AA, precursor de agonistas enddgenos del
AhR como la lipoxina A4 [114] y la prostaglandina G2 [115]. Dado que el estrés fisico
pudiera favorecer la activacion de la fosfolipasa Az suena razonable sugerir que la
ruptura del contacto célula-célula provoca la activaciéon del AhR probablemente a través
de ligandos enddgenos sintetizados a partir del AA liberado de la membrana celular por

accion de la fosfolipasa Az.

El AhR es un factor de transcripcion que necesita internalizarse en el ndcleo 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 HelLa ya que se observé que la expresion del CYP1Al es mayor en las células
de los cultivos dispersos, donde la localizacion del AhR es predominantemente nuclear,
en comparacion con los cultivos en confluencia. De estos resultados se infiere que
cuando no hay contacto célula-célula se requiere de la expresion de genes que se

encuentran bajo la regulacion del AhR.

Una condicion para gque se lleve a cabo la internalizacion nuclear del AhR es la unién a
su ligando. Dado que las observaciones anteriores se llevaron a cabo en ausencia de
un ligando exdégeno, es probable que el AhR sea activado por un ligando endégeno.
Recientemente, se han identificado varios ligandos endégenos de este receptor. Entre
ellos, se encuentran la kinurenina y el acido kinurénico, los cuales son productos del
catabolismo, mediado por las enzimas IDO y TDO, del tript6fano [55]. En particular, se
ha reportado que la activacion del AhR resulta en un incremento en la expresion de la
IDO en la linea celular monocitica humana U937 [116], sugiriendo una regulacién
positiva entre los niveles de la IDO y la activacion del AhR. Por otro lado, Hascitha y
colaboradores [60] encontraron que los niveles de mRNA de la IDO asi como los niveles
de kinurenina en muestras provenientes de CCU son mayores en comparacion con el
tejido sano. Los datos anteriores sugieren que la localizacion nuclear del AhR en

cultivos dispersos de células HelLa pudiera deberse a la activacion de este factor de
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transcripcion por agonistas enddgenos como la kinurenina. Sin embargo, el tratamiento
con Epacadostat, un inhibidor de la IDO, no provocé un cambio en la localizacién
nuclear del AhR en cultivos dispersos. Si bien, estos datos sugieren que la kinurenina y
el acido kinurénico no estan involucrados en la activacion del AhR, no es posible
asegurarlo en tanto no se inhiba a la TDO la cual también participa en la sintesis de
dichos agonistas endbégenos. Por supuesto, el AhR pudiera ser activado por otros

ligandos enddégenos como metabolitos derivados de leucotrienos [117].

Las observaciones anteriores también podrian estar asociadas a modificaciones post-
traduccionales (MPT) en el AhR. La NLS de este receptor estd compuesta por dos
segmentos de aminoacidos basicos: los segmentos RKRR y KRH, en las posiciones 13-
16 y 37-39, respectivamente [41]. Se ha reportado que la sustitucion de las serinas 12 y
36 por acido aspartico, el cual mimetiza la carga negativa de la fosforilacion, 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
activacion y subsecuente translocacion hacia el nucleo en cultivos confluentes de
células HelLa. Por otra parte, se ha encontrado que la serina 68 en la NES del AhR se
fosforila después de su acumulaciéon en el nucleo provocada por la pérdida del contacto

células-célula [56].

En el presente estudio también evaluamos la activacion del AhR por ligandos exdgenos
tanto en la condicion 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 induccion del mRNA del CYP1Al con respecto a los cultivos no tratados. En
contraste, en los cultivos dispersos, cuando el AhR se localiza en el ndcleo, no se
observa una induccién, posterior al tratamiento con TCDD, en los niveles de mRNA del
CYP1ALl. Lo anterior se debe, posiblemente, a que el AhR se encuentra en un maximo
de activacion en los cultivos dispersos y por lo tanto el TCDD ya no es capaz de sobre-
inducir la expresiéon de mRNA del CYP1ALl. Estos resultados abonan a la posiblidad de

que la activacion del AhR podria deberse a la presencia de un ligando endogeno.
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Adicionalmente, la activacion de la via del HIF-1a pudiera influir de manera negativa en
la actividad transcripcional del AhR en células HelLa de cultivos confluentes. Sheta y
colaboradores [106] reportaron que la densidad celular determina la localizacién sub-
celular de HIF-1a en células PC3 y LNCaP (derivadas de cancer de préstata). En estas
lineas celulares, la expresion nuclear de HIF-1a 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 activacion de HIF-1a por cloruro de cobalto (CoCl2) en
células HelLa resulta en una disminucion del AhR nuclear y citoplasmico. Ademas, se ha
reportado que la activacion de la via de hipoxia disminuye la transactivacion del
promotor del CYP1A1, gen candnico del AhR [119]. Lo anterior sugiere que en cultivos
confluentes de células HelLa, la activacion de HIF-1a podria reducir los niveles del AhR,
por lo tanto, la actividad transcripcional de este receptor se veria comprometida.
Inclusive, en relacién al estudio hecho por Sheeta y colaboradores [106], la inactivacién
de HIF-1a en el cultivo disperso, podria favorecer la expresion basal del mRNA del
CYP1AL1 debido a una mayor disponibilidad de ARNT para dimerizar con el AhR, ya que
HIF-1a, al igual que el AhR, interactua con ARNT para unirse a sus respectivos

elementos de respuesta y promover la transcripcion de sus genes blanco [120].

Posteriormente, se determind el efecto de los antagonistas del AhR, a-NF y Resv, sobre
la expresion del CYP1ALl en células HeLa. Ambos compuestos bloquearon la expresion
basal del CYP1ALl. Este resultado apoya la hipétesis de la presencia de un ligando
endogeno, ya que la disminucion de los niveles de CYP1Al deberia de darse en
términos de una competencia entre ligandos del AhR. Como era de esperarse, ambos
antagonistas bloquearon la induccién de la expresion del CYP1Al provocada por la B-

NF, un agonista exdgeno.

Estudios previos han demostrado que la delecion del AhR resulta en una disminucién
de la proliferacion celular de la mano con un incremento en los niveles de apoptésis en
fibroblastos embridnicos y hepatocitos de ratdén [32, 47]. Por otro lado, se ha reportado
que el tratamiento con TCDD [99], ligando agonista del AhR, provoca una reduccion 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 a-NF como el Resv inhiben la
proliferacion celular de las células HelLa a todas las concentraciones probadas.
Resultados similares se han reportado en células 5L (derivadas de hepatoma de rata)

tratadas con a-NF [121] y en células Hela tratadas con Resv [122, 123].

La disminucion de la proliferacion celular provocada por los tratamientos con o-NF y
Resv va acompafiada de un incremento en los niveles de apoptosis y de p53, siendo
mayor el efecto en las células HelLa tratadas con Resv. Sin embargo y de manera
inesperada, la deleciéon del AhR en las células HelLa no afectd la inhibicién de la
proliferacion celular ni el incremento de la apoptosis inducida por la a-NF y el Resv.
Previamente, Reiners y colaboradores [121] observaron que el tratamiento con a-NF
provocaba efectos citostaticos tanto en células 5L, linea celular que expresa el AhR,
como en células BP8, una linea celular deficiente en AhR derivada de células 5L.
Nuestros resultados junto con la evidencia anterior sugieren que la inhibicion de la
proliferacion celular, asi como la induccién de la apoptosis provocada por la a-NF vy el

Resv no se lleva a través de la sefalizacion mediada por el AhR.

Se ha reportado, en células MCF10A, que analogos de la a-NF, como la flavona,
flavanona y el PD98059, suprimen la actividad de la proteina cinasa cinasa activada por
mitdégenos (conocida en inglés como MEK), lo cual se ve reflejado en una disminucion
de la forma activa de su proteina blanco, la cinasa regulada por la sefial extracelular
(ERK1, por sus siglas en inglés) [124]. Tanto MEK como ERK1, componentes de la
cascada de sefializacion de la proteina cinasa activada por mitdbgeno (MAPKSs, por sus
siglas en inglés), favorecen la proliferacién y divisién celular [125]. Dada la similitud
estructural entre los flavonoides antes mencionados y la a-NF, es posible que esta
altima disminuya la proliferacion celular en células HelLa a través de la inhibicion de
MEK. Por otro lado, la a-NF disminuye la proliferacion celular en células MCF-7
mediante la inhibicién de la cinasa de adhesion 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 proliferacion celular y motilidad [127].
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Con respecto al Resv, existen estudios en los que se observa que este polifenol inhibe
la proliferacion celular e incrementa la apoptosis a través de diversos blancos. Inhibe
las vias de sefalizacion que promueven la proliferacion celular, como AKT [128] y PKC
[129]. También se ha reportado en células MCF-7, que en el dominio extracelular de la
integrina aV33 existe un sitio de union 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].
Ademas de provocar la activacion de ERK, el Resv activa a la ATM cinasa para
incrementar la apoptosis a través de p53 en células derivadas de cancer de colon [131].
En particular, en células HelLa, el Resv es capaz de inducir la expresion del gen TP53
aparentemente a través de la activaciéon de E2F, lo que resulta en un incremento en la

apoptosis [132].

Considerando nuestros resultados, cualquiera que sea el mecanismo mediante el cual
la a-NF y el Resv inhiben la proliferacién 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 proliferacion
celular ni en los niveles de apoptosis en comparacién con las células HelLa control.
Resultados similares fueron obtenidos por Zhang y colaboradores [133] en células
MDA-MB-468 derivadas de cancer de mama, en las cuales se inhibi6 la expresion del
AhR mediante RNA de interferencia. Sus resultados indican que la expresion basal del
AhR no afecta la proliferacion de esa linea 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
transicion de la fase G1/S del ciclo celular, al tiempo que regula a la baja la expresion
de ciclinas D, E y CDK2/4, sugiriendo que el AhR en este tipo celular promueve la
proliferacion. En este mismo reporte, también se observa que el silenciamiento del AhR
en células MCF-7 promueve la transicion de la fase G1/S y la proliferacion celular,
sugiriendo que el AhR tiene un papel inhibitorio en la proliferacion de esta linea celular.
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Por otro lado, en cultivos primarios de hepatocitos y fibroblastos embriénicos
provenientes del ratbn Ahr-KO, se ha observado una disminucion de la proliferacion
celular y un incremento en los niveles de apoptosis en comparacion con los controles
[32, 47]. Sin embargo, estudios realizados en cultivos primarios de células madre
hematopoyéticas provenientes del raton Ahr-KO demostraron una mayor proliferacion
con respecto al control heterocigoto [135]. En conjunto, estos datos sugieren que el
papel del AhR en la proliferacion celular y apoptosis es altamente dependiente del

contexto celular.

En resumen, la localizacion sub-celular y actividad transcripcional del AhR en células
HelLa, en ausencia de ligando exdgeno, depende de la densidad celular, un factor
importante a considerar para evaluar los efectos mediados por el AhR, tanto basales
como inducidos por algun ligando. Por otro lado, los antagonistas de este receptor, la a-
NF y el Resv, disminuyen la proliferacion celular en células HelLa al tiempo que

incrementan los niveles de p53 y de apoptosis de manera independiente del AhR.

Considerando los presentes resultados y la informacion disponible, es importante llevar
a cabo estudios que nos permitan identificar tanto al ligando enddgeno como el
mecanismo, dependiente del contacto célula-célula, a través del cual el AhR se
internaliza al nucleo. En particular, dichos estudios deberan 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 exogeno, la localizacion del AhR es predominantemente
nuclear en cultivo disperso, mientras que en cultivo confluente es

predominantemente citoplasmico.

La localizacion nuclear del cultivo disperso no depende de las fases del ciclo celular.

La actividad transcripcional del AhR en ausencia de ligando exdgeno, es mayor en
cultivo disperso con respecto al cultivo confluente.

La a-NF y el Resv disminuyen la proliferacion celular e incrementan los niveles de

p53 y apoptosis independientemente del AhR.

La delecion del AhR no modifica la proliferacion celular de células Hela.
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9.

PERSPECTIVAS

Evaluar si la localizacion sub-celular del AhR esta determinada por el contacto célula-

célula.

Evaluar la actividad enzimatica de la IDO, asi como la concentracion de la kinurenina

en sobrenadantes de cultivos dispersos y confluentes.

Investigar el efecto de la inhibicién de la TDO sobre la internalizacién nuclear del

AhR en células Hela.

Investigar si la importina 8 participa en el importe nuclear del AhR.

Determinar si modificaciones post-traduccionales en el AhR influyen en su

localizacion sub-celular en cultivos dispersos y confluentes.

Determinar el mecanismo mediante el cual la a-NF y el Resv inhiben la proliferacion

celular e incrementan la apoptosis de células HelLa.

Evaluar en células HeLa AhR-KO la capacidad de migracién, invasion, angiogénesis

y tumorogénesis.
Evaluar la participacion del AhR en el desarrollo del cancer cérvico-uterino mediante

la cruza de ratones transgénicos para las oncoproteinas E6 y E7 del VPH y el raton
AhR-KO.
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Human papilloma viruses 16 and 18 express E6 and E7 oncoproteins. E6 activates and redirects E6-associated
protein (E6AP), an E3 ubiquitin ligase. EGAP interacts with Ube213, an E2 ubiquitin conjugating enzyme protein
(also known as UbcH7), to promote p53 ubiquitination and degradation by the 26S proteasome. Therefore,

Resvera:al blocking E6-mediated p53 degradation might be an alternative treatment for cervical cancer. In addition, ac-
i;i:t‘;;ss tivation of the aryl hydrocarbon receptor (AHR) induces Ube213 expression, resulting in p53 ubiquitination and

degradation. The aim of the present study was to determine whether inhibition of AHR in HeLa cells resulted in
an increase in p53 and apoptosis along with a decrease in cell proliferation. The results demonstrate that two
AHR antagonists, a-naphthoflavone («-NF) and resveratrol, decreased cell proliferation, arrested cells in the gap
1/synthesis (G1/8) phases, and increased p53 levels and apoptosis. However, knocking out the Ahr gene did not
abrogate the effects of a-NF and resveratrol. Moreover, Ahr-null cells presented similar cell proliferation rates
and apoptosis levels when compared to control HeLa cells. Taken together, the results indicate that a-NF's and
resveratrol's cytostatic and cytotoxic actions, respectively, occur through an AHR-independent mechanism, and

that AHR is not required for HeLa cell proliferation.

1. Introduction

Cervical cancer is the second most common cancer among woman
globally, and it is the fourth leading cause of death in this population.
Human papilloma virus 16 and 18 (HPV16 and HPV18) infections are
responsible for 55% and 15% of cervical cancer cases, respectively [1].
Both HPV genomes encode the E6 and E7 genes, which are involved in
the inactivation of host tumor suppressor genes and allow for oncogenic
progression. In particular, the E6 protein activates and redirects E6-
associated protein (E6AP), an E3 ubiquitin ligase that interacts with
Ube213, to promote p53 ubiquitination and degradation by the 26
proteasome [2]. Therefore, blocking E6-mediated p53 degradation
might be an alternative treatment for cervical cancer.

The aryl hydrocarbon receptor (AHR) is a ligand-activated receptor
that is a member of the basic helix-loop-helix/Per-Arnt-Sim (bHLH-
PAS) transcription factor family. Environmental contaminants, such
halogenated aromatic hydrocarbons (HAHs) and polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHS), represent the most characterized AHR ligands.
Upon ligand binding, the AHR translocates from the cytoplasm to the
nucleus, and it upregulates the expression of a battery of genes, such as
xenobiotic-metabolizing enzymes [3]. Although the AHR may function
as part of an adaptive chemical response, studies have suggested that

this transcription factor could have important functions in several cell
processes, including cell proliferation and apoptosis [4,5]. Activation of
AHR was shown to inhibit apoptosis triggered by ultraviolet light [6].
In addition, an HAH called 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD)
decreased the p53 response to DNA damage by increasing Mdm2 pro-
tein levels [7]. Mdm2 is an E3 ubiquitin ligase involved in p53 ubi-
quitination [7]. Recently, we showed that AHR activation induces
Ube213 (also known as UbcH7) expression, which results in an increase
in p53 ubiquitination and degradation and a decrease in apoptosis [8].
Another study showed that activation of AHR by TCDD counteracts p53
activation by increasing anterior gradient-2 (AGR2) expression [9].

The above data suggest that activation of the AHR inhibits cell
apoptosis through p53 inactivation and degradation. Therefore, the
goal of the present study was to determine whether two AHR antago-
nists, namely, resveratrol (3,4’,5-trihydroxy-trans-stilbene), a poly-
phenol, and a-naphthoflavone (a-NF), a PAH, would increase the p53
half-life and apoptosis and decrease cell proliferation in HeLa cells. In
addition, we evaluated whether AHR mediated these effects.
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2. Materials and methods
2.1. Reagents

TCDD was purchased from AccuStandard (New Haven, CT, USA). B-
naphthoflavone (B-NF), a-NF, resveratrol, etoposide (ET), and dimethyl
sulfoxide (DMSO) were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). DMSO was used as a vehicle (< 0.1%, v/v).

2.2. Cell culture

HeLa cells were kindly provided by Dr. Juan Pedro Luna Arias
(CINVESTAV-IPN, México), and HepG2 cells were obtained from the
American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA). Both cell lines
were grown in Dulbecco's Modified Eagle's medium-high glucose
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) supplemented with 10% fetal bovine
serum (HyClone, Logan, UT, USA) and 1% antibiotic/antimycotic
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) at 37 °C in a humidified incubator with
a 5% CO, atmosphere.

2.3. Western blot analysis

Cell protein extraction was performed as described previously [10].
Briefly, cells were washed in phosphate-buffered saline (PBS) and so-
lubilized in lysis buffer containing 50 mM 4-(2-hydroxyethyl)-1-piper-
azineethanesulfonic acid (HEPES), 0.5M NaCl, 1.5mM MgCl,, 1 mM
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 10% (v/v) glycerol, 1% Triton
X-100, and minicomplete protease inhibitor cocktail. The lysates were
incubated on ice and vortexed every 10 min for 1h, followed by cen-
trifugation at 13,000 revolutions per minute (rpm) for 10 min at 4 °C.
Protein concentrations were determined using the Bradford reaction
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA). From each sample, 40 pg of protein were
loaded on a 10% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel. Following
electrophoresis, the proteins were transferred onto a 0.45pm ni-
trocellulose membrane (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) using a Trans-Blot
SD Semi-dry Transfer Cell device (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) at a
constant voltage of 20V for 1h in transfer buffer (48 mM Tris-HCI,
39 mM glycine, pH 8.3; 20% methanol). The membrane was blocked for
1hat room temperature (RT) with 5% non-fat milk in Tris-Buffered
Saline-Tween (TBS-T), and subsequently incubated with anti-p53
(1:1000; DO-1, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA),
anti-AHR (1:1000; RPT1, Abcam, Cambridge, MA, USA), or goat poly-
clonal anti-actin (1:1000; I-19, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa
Cruz, CA, USA) antibodies. After binding with appropriate horseradish
peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibodies, the im-
munoreactive proteins were detected using a chemiluminescence wes-
tern blotting detection kit (Millipore, Billerica, MA, USA). The in-
tegrated optical density of the bands was quantified by densitometry
using ImageJ Software (National Institutes of Health, Bethesda, Mary-
land, US).

2.4. Confocal microscopy

Hela cells (2 x 10°) were seeded in 35 mm dishes with glass cov-
erslips. After 24 h, the cells were treated with 10 nM TCDD for 2 h and
then fixed with 3.5% paraformaldehyde in PBS for 2 h at 4 °C. The fixed
cells were permeabilized with 0.05% Triton X-100 for 5min, and
blocked for 1 h with 5% bovine serum albumin (BSA) at RT. Then, cells
were incubated for 2 h with anti-AHR antibodies (1:200; RPT1, Abcam,
Cambridge, MA, USA) in 5% BSA. The primary antibody was detected
with Alexa Fluor 488-labeled goat anti-mouse antibodies (1:200; A-
11001, Thermo Fisher Scientific, Inc., Massachusetts, USA). F-actin was
stained with rhodamine-phalloidin for 15 min at RT and then mounted
with Vectashield mounting medium and 4’,6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI) (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA). For Cas9-
green fluorescent protein (Cas9-GFP) detection, cells were cultured in
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Fig. 1. AHR is expressed in Hela cells and translocates to the nucleus after TCDD
treatment. (A) Western blot of AHR in cell lysates from HepG2 and HeLa cells. B-actin was
used as a loading control. (B) Densitometry analysis of AHR protein levels. Data are
presented as the mean + S.D. of three different experiments. (C) Representative confocal
microscopy images of AHR in HeLa cells treated with vehicle (DMSO) or TCDD (10 nM)
for 2h. AHR, DAPI, and actin microfilaments are visualized as green, blue, and red, re-
spectively. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader
is referred to the Web version of this article.)

Merge

35 mm dishes, fixed, permeabilized, blocked, and mounted as described
above. Images were captured with a Leica TCS SP8 confocal microscope
(Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).

2.5. Real-time quantitative polymerase chain reaction (qQPCR) analysis

Total RNA was isolated from cultured HeLa cells using TRIzol re-
agent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) according to the manufacturer's
instructions. The yield and purity of the RNA were estimated spectro-
photometrically using the Ajeo/Azge ratio. Complementary DNA
(cDNA) for the qPCR assay was prepared from 3 pg of total RNA using
random primers and SuperScript First-Strand Synthesis (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). The real-time polymerase reaction (PCR) was
performed in a StepOne Real-Time PCR System with TagMan Universal
PCR Master Mix (Applied Biosystems, Branchburg, NJ, USA) according
to the manufacturer's protocol. Relative gene expression was quantified
by the comparative threshold cycle (Cr) method. The probes used for
CYP1Al, Ube2l3, and glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) were obtained from Applied Biosystems (Branchburg, NJ,
USA) with the identification numbers Hs02382618_s1, Hs00748530_s1,
and 4326317E, respectively.

2.6. Cell proliferation assay

HeLa cells were seeded in a six-well plate at a density of
1 x 10* cells/well and treated with a-NF or resveratrol. Trypan blue
was used to exclude nonviable cells. Cell number was determined every
24 h for six consecutive days using a hemocytometer. To determine the
ICso (concentration required to cause a 50% reduction in cell pro-
liferation), HeLa cells were counted after treatment with a-NF (50 uM)
or resveratrol (80 uM) for six days. The ICs, was calculated using the
dynamic curve fitting algorithm in SigmaPlot 11.0 software (Systat
Software Inc., CA, USA).
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Fig. 2. Effects of a-NF and resveratrol on AHR-mediated CYP1A1 and Ube213 mRNA
induction. (A) Hela cells were treated with vehicle (DMSO), a-NF (50 pM), resveratrol
(40 pM), B-NF (1 pM), or co-treated with a-NF (50 pM)/B-NF (1 pM) or resveratrol
(40 pM)/B-NF (1 pM) for 2 h. (B) Hela cells were treated with vehicle (DMSO) or TCDD
(10 nM) for 2 h. CYP1A1 and Ube213 mRNA levels were determined by gPCR and nor-
malized with GAPDH. Data are presented as the mean + S.D. of three independent
experiments. *p = .07, **p < .05.
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2.7. Cell cycle analysis

The cell cycle was analyzed using propidium iodide (PI) staining
and flow cytometry. Briefly, HeLa cells were seeded in 60 mm culture
dishes and cultured for 24 h. Then, the cells were treated with a-NF
(50 uM) or resveratrol (40 puM). After treatment, the cells were har-
vested with trypsin-EDTA and fixed with 70% cold ethanol for 1hat
4°C. The ethanol was then removed, and the cells were resuspended in
PBS containing PI (20 pg/mL) and RNase A (73 pg/mL). After 30 min at
RT in the dark, the DNA content was determined with a FACSCalibur
(Becton Dickinson, CA, USA). Cell cycle distribution was calculated
from 20,000 gated events with ModFit LT software (Verity Software
House, Topsham, ME, USA).

2.8. Apoptosis assay

Cell death by apoptosis was assayed with an Annexin-V-FLUOS
Staining Kit (Roche Diagnostic, Indianapolis, IN, USA) according to the
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Fig. 3. Effects of a-NF and resveratrol on HeLa cell proliferation. Cells were treated with
(A) a-NF or (B) resveratrol at the indicated concentrations and times. The number of cells
was determined every 24 h. Data are presented as the mean + S.D. of three independent
experiments. *p < .05, **p < .0L

manufacturer’s instructions. Briefly, Hela cells were seeded in 60 mm
culture dishes. After 24 h, cells were treated with ET (45 uM), a-NF
(50 pM), or resveratrol (40 uM) for 12, 24, and 36 h. Cells (1 x 10%)
were then collected with 0.02% EDTA-PBS buffer and centrifuged at
1500 rpm for 5 min. The resulting pellet was washed once with PBS and
resuspended in 100 pL of staining buffer containing 0.4 pL Annexin-V-
Fluorescein (An V) and 2 pL PI. Samples were incubated for 15 min at
RT in the dark and then analyzed by flow cytometry using a
FACSCalibur (Becton Dickinson, CA, USA).

2.9. CRISPR/Cas9 AHR knockout generation

Plasmids encoding gRNA 93 and gRNA 96 targeting human Ahr
exon 1 were kindly provided by Dr. Fernandez-Salguero (Universidad
de Extremadura, Spain). Both gRNA plasmids and the pSpCas9(BB)-2A-
GFP (PX458) plasmid (Addgene, Cambridge Massachusetts, USA,
plasmid #48138) were cotransfected in Hela cells using TurboFectin
8.0 transfection reagent (OriGen, Rockville, USA) according to the
manufacturer's protocol. Cas9-GFP expression was evaluated 48 h after
transfection by confocal microcopy as described above. Cells were
sorted to isolate the green fluorescent protein (GFP)-positive population
using fluorescence-activated cell sorting (FACS). The sorted cells were
plated in 96-well culture plates at single cell density. After 30-45 days
of growth, cell clones were genotyped by PCR. DNA was purified, and
PCR amplification was performed as follows: initial denaturation at
94 °C for 3 min, followed by 30 cycles of denaturation at 94 °C for 1 min,
annealing at 67.9 °C for 1 min, and extension at 72°C for 2.5min. A
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Fig. 4. ICs values for a-NF and resveratrol. (A) a-NF inhibited cell proliferation of HelLa
cells with an ICsq of 36.81 pM. (B) Resveratrol inhibited cell proliferation of Hela cells
with an ICso of 21.76 pM. ICs, values were calculated using the data from day 6.

final extension cycle at 72 °C for 10 min was added to the end of the
program. The oligonucleotides used for PCR amplification were: for-
ward 5-ATCTGGGCGGGGCGGGGCCGGTG-3’ and reverse 5-AGGTGC
CGTCTACACCGGCGGAG-3".

2.10. Statistical analysis
The results are presented as the mean values * the standard de-
viation (5.D.). The statistical significance of the data was evaluated

using the Student’s t-test. In all cases, the differences between groups

Table 1
Distribution of cell cycle phases in control and a-NF (50 uM) treated Hela cells.
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were considered to be statistically significant when the p-value was
=0.05.

3. Results

The AHR is constitutively expressed in the liver, kidney, lung, heart,
thymus, placenta, and other organs [11,12]. It is also expressed in
several human cell lines, such as HepG2, MCF-7, and Hela cells [13]
[14]. To compare the AHR expression levels in Hela cells to those in
HepG2 cells, we analyzed the presence of this receptor with western
blotting. As shown in Fig. 1, AHR protein levels in HeLa cells are similar
to those in HepG2 cells. We then examined whether the activation of
AHR modifies its subcellular localization. For this purpose, Hela cells
were treated with 10nM TCDD for 2h, and then AHR localization was
evaluated by confocal microscopy. AHRs are located predominantly in
the cytoplasm of untreated HeLa cells although they can also be ob-
served in the nucleus and apparently associated to cell membrane. In
contrast, HeLa cells treated with TCDD present most of the AHR signal
in the nucleus (Fig. 1C), indicating that activation of the AHR promotes
its translocation from the cytoplasm to the nucleus.

As the AHR is a ligand-dependent transcription factor, we studied its
functionality by determining the mRNA levels of CYP1Al, one of its
target genes. Treatment with the AHR agonist B-NF produced a 4.5-fold
increase in CYP1A1 mRNA levels when compared with controls
(Fig. 2A, column 4). To evaluate whether a-NF and resveratrol inhibit
AHR-mediated CYP1A1l induction, HeLa cells were cotreated with a-
NF/B-NF or resveratrol/B-NF and then CYP1A1 mRNA levels were de-
termined. As expected, a-NF and resveratrol decreased the CYP1Al
mRNA levels compared with B-NF alone (Fig. 2A, columns 5 and 6).
These results indicate that AHR is functional in HeLa cells and that -
NF and resveratrol decrease the induction in the expression of CYP1A1
caused by the B-NF treatment. We also evaluated whether AHR acti-
vation induces Ube2l3 expression in HeLa cells. As Fig. 2B shows, a
marginal induction (p =.07) in Ube2l3 mRNA was observed after
treating cells with TCDD.

As the absence or activation of AHR can alter cell proliferation
[4,15] [16], we evaluated the effect of AHR antagonists on HeLa cell
growth. Cells were treated with a-NF or resveratrol at the indicated
concentrations, and the number of cells was determined each day for six
days. As shown in Fig. 3, cell proliferation was significantly decreased
in a dose-dependent manner after treatment with both compounds.
After five days, proliferation was significantly inhibited at all con-
centrations tested for a-NF and resveratrol. The ICs, values for both
AHR antagonists, a-NF and resveratrol, were in the micromolar range
(Fig. 4). However, resveratrol had a larger effect in inhibiting cell
proliferation (ICso = 21.76 uM) than a-NF (ICso = 36.81 pM).

To examine the effect of AHR antagonists on the distribution of cell
cycle phases, HeLa cells were treated with 50 uyM a-NF or 40 pM re-
sveratrol and flow cytometry analysis was carried out. Treatment with
a-NF for 4, 8, 12, 16, and 20 h did not modify the distribution of cell

Cell cycle distribution

Gl s G2/M

Time (hours) Vehicle a-NF Vehicle a-NF Vehicle a-NF

0 50.2 = 0.7 50.2 = 0.7 395 = 1.2 395 = 1.2 10.7 = 0.4 10.7 = 0.4
24 55.4 = 0.7 534 = 09 328 = 0.7 319 = 0.2 11.3 = 0.4 145 = 0.8
48 540 = 1.9 441 £ 2.2%* 326 = 16 432 = 1.5%* 13.2 £ 0.3 126 = 0.8
72 56.1 = 1.5 474 £ 1.1** 29.7 £ 1.1 346 = 1.9 141 = 0.4 17.7 = 0.9*
96 59.2 = 0.1 51.9 = 1.0%* 28.7 + 0.4 331 = 1.4% 11.9 = 0.3 14.7 = 0.7*
120 62.5 + 0.2 48.8 + 0.7** 23.2 + 0.3 38.6 = 2.3**¢ 145 = 0.1 124 = 1.6
144 65.2 = 0.2 56.7 = 0.8** 236 = 0.0 31.0 = 1.8* 11.1 = 0.2 12.0 = 21

Data are presented as mean

101

+ SD from three independent experiments. *p < .05, **p < .01.
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Table 2
Distribution of cell cycle phases in control and resveratrol (40 uM) treated Hela cells.

Chemico-Biological Interactions 281 (2018) 98-105

Cell cycle distribution

Gl S G2/M
Time (hours) Vehicle Resveratrol Vehicle Resveratrol Vehicle Resveratrol
0 51.2 = 0.4 51.2 + 0.4 29.0 = 0.9 29.0 = 0.9 20.0 £ 0.5 20.0 £ 0.5
4 552 = 1.4 66.1 = 0.4** 239 + 1.6 26.7 = 0.0* 208 £ 0.5 7.0 = 0.4**
8 58.7 = 2.6 68.6 + 0.3** 26.4 + 2.2 26.2 = 0.4 148 = 0.6 51 % 0.7*
12 55.7 = 0.1 62.1 = 0.9** 329 = 05 36.7 = 1.7* 7.6 £ 6.6 11 = 1.0
16 536 = 1.4 56.9 + 5.2 321 = 0.8 43.0 = 5.1* 142 = 15 0.0 £ 0.1**
20 53.7 = 0.4 256 = 2.6** 279 = 0.2 744 = 2.6** 182 = 0.7 0.0 = 0.0**
Data are presented as mean = SD from three independent experiments. *p < .05, **p < .01.
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Fig. 5. a-NF treatment induces apoptosis in Hela cells. (A) Representative FACS histo- Fig. 6. rol t induces is in Hela cells. (A) Representative FACS

grams of cell cultures treated with a-NF (50 uM) at the indicated times. Cell cultures
treated with etoposide (ET, 45uM for 36h) were used as positive controls. (B)
Percentages of cells in early apoptosis (An V* PI”) and late apoptosis (An v* PI*). Data
are presented as the mean = S.D. of three independent experiments. *p < .01.

cycle phases (data not shown). After 48 h, there was a 10% decrease in
gap 1 (G1) phase cells accompanied by an 11% increase in synthesis (S)
phase cells in comparison to controls (Table 1). In contrast, resveratrol
arrested cells in the G1 phase from 4 h to 16 h. After 20 h, 74% of the
cells were present in the S phase compared to 28% of control cells. The
delay in the S phase was accompanied by a decrease in cells in the G1
and gap 2/mitosis (G2/M) phases (Table 2). Thus, these results suggest
that o-NF and resveratrol might inhibit cell proliferation by arresting
cells in the G1/S phases.

Subsequently, we examined the effect of a-NF and resveratrol on
apoptosis by using Annexin V/PI staining and flow cytometry. As shown
in Fig. 5, a-NF induced a mild but significant apoptosis rate in HeLa

102

histograms of cell cultures treated with resveratrol (40 pM) at the indicated times. Cell
cultures treated with etoposide (ET, 45 pM for 36 h) were used as positive controls. (B)
Percentages of cells in early apoptosis (An V* PI™) and late apoptosis (An V* PI"*). Data
are presented as the mean * S.D. of three independent experiments. *p < .05,
**p < .01.

cells at all time points tested compared to the controls. In contrast,
treatment with resveratrol progressively increased both early and late
apoptosis in a time-dependent manner (Fig. 6). After 36 h of treatment,
the percentage of apoptotic cells reached 46%. The above results sug-
gest that inhibition of cell proliferation by a-NF and resveratrol results
from an increase in the apoptosis rate.

Given that treatment of HeLa cells with a-NF and resveratrol pro-
moted an increase in cell death by apoptosis, we determined the ex-
pression level of p53 by western blotting. As shown in Fig. 7, both AHR
antagonists increased p53 protein levels. Treatment with a-NF caused a
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Fig. 7. AHR antagonists increase p53 levels in Hela cells. (A) Cell cultures were treated
with a-NF (50 uM) or resveratrol (40 uM) at the indicated times, and p53 levels were
determined by western blotting. f-actin was used as a loading control. A representative
blot is shown. (B) Densitometry analysis of p53 protein levels. Data are presented as the
mean * S.D. of three different experiments. *p < .05, **p < .01.

significant increase in p53 levels only at 12h. In contrast, resveratrol
increased p53 levels at 12, 24, and 36 h in a time-dependent manner.
Thus, the present data indicate that a-NF and resveratrol inhibit cell
proliferation by accumulating cells in the G1/S phases and by in-
creasing cell apoptosis, which is probably mediated by p53 induction.

To investigate whether the effects of a-NF and resveratrol on cell
proliferation and apoptosis were mediated by AHR, Ahr-KO Hela cell
lines were generated using the CRISPR/Cas9 system. Cas9-GFP ex-
pression in Hela cells was observed 48 h after transfection (Fig. 8A).
The genetic deletion of cell clones was analyzed by PCR genotyping.
Based on the PCR products (437 base pairs (bp) for Ahr-WT and 353 bp
for Ahr-KO, Fig. 8B), we chose nontransfected HeLa cells (Ahr-WT) and
clone 1 (Ahr-KO) for subsequent experiments. To test the functionality
of AHR, the mRNA levels of CYP1Al in Ahr-WT cells were determined
(clone 1). As presented in Fig. 8C, treatment with B-NF produced a five-
fold increase in CYP1A1 mRNA levels in Ahr-WT cells in comparison to
control cells. In contrast, B-NF treatment failed to induce changes in
CYP1A1 levels in the Ahr-KO cells (clone 1). These results demonstrate
the loss of AHR function in Ahr-KO HeLa cells.

Once the Ahr-KO Hela cells were characterized, cell proliferation
and apoptosis levels were determined. In these experiments, cells were
treated with a-NF or resveratrol to evaluate cell proliferation (Fig. 9A)
and apoptosis (Fig. 9B). Surprisingly, no differences in cell proliferation
or apoptosis were observed between HeLa and Ahr-KO cells after a-NF
or resveratrol treatments. These data indicate that the effects of a-NF
and resveratrol on these cellular processes are AHR-independent.

4. Discussion

The AHR signaling pathway is deregulated in human cervical cancer
samples [17] and in small cell lung cancer induced by HPV E6/E7
oncoproteins [18]. Other researchers have shown that macaques
treated with TCDD, an AHR agonist, develop squamous metaplasia in
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Fig. 8. Phenotype analysis of HeLa cells transfected with gRNAs and pSpCas9(BB)-2A-
GFP (PX458). (A) Cas9-GFP (green) and nuclear (blue) signals in HeLa cells 48 h after
transfection. (B) Electrophoretic analysis of PCR genotyping products. Lane M, 100 bp
marker ladder; lane 1, gDNA from nontransfected HeLa cells; lane 2, gDNA from mouse;
lanes 3-8, gDNA from clones 1-6. The PCR products are 437 bp (Ahr-WT) and 353 bp
(Ahr-KO). (C) Ahr-WT and Ahr-KO cells (clone 1) were treated with p-NF (1 uM) for 2 h.
CYP1A1 mRNA levels were determined by qPCR and normalized with GAPDH. Data are
presented as the mean = S.D. of two independent experiments. *p < .05. (For inter-
pretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the Web
version of this article.)
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the cervix [19]. Moreover, an AHR deletion construct suppressed
growth of human cervical tumor xenografts [20]. These and other
studies suggest that inhibition of AHR through the use of antagonists
might decrease the proliferation of cervical cancer cells. In the present
study, we examined whether resveratrol and o-NF, two AHR antago-
nists, decrease cell proliferation in Hela cells.

The AHR expression levels in Hela cells are similar to those ob-
served in HepG2 cells. TCDD treatment induced AHR nuclear translo-
cation, and its activation with B-NF resulted in CYP1A1 mRNA induc-
tion. Together, these data indicate that AHR is functional in HeLa cells.
Interestingly, an AHR signal was also observed in the nuclear fraction of
untreated HeLa cells. Similarly, a previous report described nuclear
AHR in untreated HelLa cells, but in a higher proportion [21]. Ad-
ditionally, AHR signal was observed in plasma membrane in some un-
treated Hela cells. Recently, Rey-Barroso et al. reported in im-
mortalized T-FGM mouse fibroblast similar observations where in the
absence of exogenous ligand a fraction of AHR was localized at the
plasma membrane in a complex with Caveolin-1 modulating its
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Fig. 9. Effects of a-NF and resveratrol treatments on cell proliferation and apoptosis le-
vels in Ahr-WT and Ahr-KO Hela cells. (A) Cells were treated with o-NF (50 pM) or
resveratrol (40 pM), and the number of cells was determined on day 6. Data are presented
as the mean + S.D. of three independent experiments. *p < .05. (B) Representative
FACS histograms of cell cultures treated with ET (45pM, used as a positive control for
apoptosis), a-NF (50puM), and resveratrol (40 uM) for 36 h. The percentage of cells is
indicated at the top of each quadrant of the histograms.

distribution [22].

As expected, 50uM a-NF and 40puM resveratrol blocked the
CYP1A1 induction promoted by B-NF treatment to a similar degree,
demonstrating their antagonistic activities towards B-NF. Although it
was reported that 50 uM a-NF induced CYP1A1 in 5L cells [23], in the
present study, the same concentration failed to induce CYP1A1 mRNA
in comparison to controls. This discordance may be due to differences
in cell types, species, and treatment times.

a-NF decreases HeLa cell proliferation in a dose-dependent manner
with an ICsq of 36.81 uM. After 24 h of treatment, a-NF did not alter an
asynchronously growing Hela cell cycle distribution. However, after
48 h of treatment, according to the DNA distribution analysis, a delay in
S phase was observed. In contrast to the present study, a-NF cytostatic
effects were also reported in 5L cells, and similar concentrations of a-
NF induced G1 arrest in 5L cells and G2/M arrest in Hepalclc7 cells
[23]. These differences indicate that the check point at which cell cycle
arrest occurs depends on cell type.

Resveratrol produced cytotoxic effects by decreasing HeLa cell
proliferation with an ICs, of 21.76 uM, which is lower than that ob-
served for a-NF. Initially, resveratrol induced G1 arrest. However, 20h
later, there was a decrease in the percentage of cells in G1 phase (25.6%
in treated cells vs. 53.7% in controls) together with an increase in cells
in S phase (74.4% in treated cultures vs. 27.9% in control cultures). In
addition, a lack of cells in G2/M phase (0.0% in treated cultures vs.
18.2% in control cultures) was observed. Similar results were reported
previously when Hela cells were treated for 24 h with 50 uM resvera-
trol [24]. Other studies have shown that resveratrol treatment resulted
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in arrest in the G1 phase in MDA-MB-231 human breast cancer cells,
and arrest in the G2/M phase in HT-29 colon carcinoma cells [25] [26].
These differences may be due to the fact that these cell lines present
different alterations.

Both a-NF and resveratrol induced apoptosis, and the latter had a
more potent effect. The increase in apoptosis correlates with an increase
in p53 protein levels. Once again, this effect was greater in cells that
were treated with resveratrol.

To our surprise, knocking out the AHR did not affect a-NF or re-
sveratrol-mediated cytostaticity/cytotoxicity or apoptosis. Previously,
Reiners and colleagues [23] observed that a-NF presented cytostatic
effects in BP8 cells, a 5L cell variant deficient in AHR. Taken together
with the present data, these results indicate that flavonoid- and poly-
phenol-induced apoptosis, and in particular a-NF- and resveratrol-in-
duced apoptosis, are not dependent on AHR. The results indicate that a-
NF and resveratrol act through other signaling pathways.

In lymphocytes and phagocytes, a-NF treatment increases apoptosis
and also increases intracellular Ca®* ([Ca®*];) [27]. a-NF also in-
creased [Ca®*]; in human endothelial HMEC-1 cells in an AHR-in-
dependent manner [28]. Intracellular calcium regulates several key
steps in the apoptotic pathway, and it may be through this mechanism
that a-NF induces apoptosis in HeLa cells. In fact, some PAHs have been
shown to activate the ryanodine receptor-related calcium pathway [29]
and induce apoptosis through a phospholipase A2-dependent me-
chanism [30]. On the other hand, in MCF-7 cells, the phosphorylation
of tyrosine kinases has been implicated in the inhibition of apoptosis,
and FAK and Pyk-2 levels were observed to decrease after a-NF treat-
ment [31].

Resveratrol promotes apoptosis by interfering with a wide range of
cellular events. In HeLa cells, it has the ability to induce the expression
of the TP53 gene apparently through E2F activation, which results in
apoptosis [32]. Activation of E2F4/5 is also related to G1/S cell cycle
arrest, which correlates with the cellular arrest phases observed in the
present study. Alternatively, in colon carcinoma cells, resveratrol in-
duces p53-dependent apoptosis through the activation of ATM kinase
[33], and in several uterine cancer cell lines, resveratrol induces
apoptosis by decreasing phospho-Akt and prostaglandin production
[34]. In addition, results suggest that in HeLa cells resveratrol induces
cell death through autophagy [35]. Recently, it was shown that re-
sveratrol treatment induced mitochondrial Ca®>* uptake in HeLa cells,
which is a hallmark of caspase activity [36]. Whatever the mechanism
by which resveratrol induces apoptosis in HeLa cells, it is independent
of the presence of AHRs.

Knocking out AHR did not result in a decrease in cell proliferation or
apoptosis in comparison to control HeLa cells. These results contrast
with those indicating that hepatocytes and embryonic fibroblasts from
Ahr-null mice presented a decrease in the cell proliferation rate and an
increase in apoptosis when compared to controls [16] [4]. Taken to-
gether, these data suggest that the role of AHR in cell proliferation and
apoptosis is not only determined by cell type but also by the cell
transformation state.

In conclusion, both a-NF and resveratrol decreased HeLa cell pro-
liferation. At the same time, both treatments increased p53 levels and
apoptosis in AHR-independent manner. More studies are needed to
characterize the role of AHR in the proliferative and apoptotic pro-
cesses, and future research should focus on cellular differences as well
as differences in transformation state.
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