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RESUMEN  

Los neuropéptidos oxitocina (OX) y colecistoquinina (CCK) están ampliamente 
implicados en la respuesta fisiológica y fisiopatológica de la ansiedad, el miedo 
y la depresión. Así, sus receptores de membrana son blancos específicos a los 
que se dirigen fármacos. En la actualidad se ha descrito que tanto la formación 
de homodímeros y heterodímeros de receptores de membrana acoplados a 
proteínas G (GPCR) como la regulación alostérica que tiene lugar entre los 
protómeros implicados, representan nuevas opciones terapeúticas más 
específicas y eficaces. Por ello, el objetivo de este estudio fue demostrar la 
formación de un heterodímero entre estos receptores. En este trabajo, se 
utilizaron células HeLa para la expresión transciente de los receptores 
marcados con fluorescencia. Los análisis de microscopía demostraron la 
coexpresión de los receptores en regiones discretas de la membrana 
citoplasmática.  Además, los ensayos de proximidad de ligando ratificaron la 
interacción biofísica de los receptores esclareciendo la formación del 
heteroreceptor OxTR/CCKB. Estos hallazgos se podrían convertir en un punto 
de partida para explorar el uso de este heteroreceptor como una nueva 
estrategia para el tratamiento de los trastornos de ansiedad. 

Palabras clave: Oxitocina, Colecistoquinina, Receptor de oxitocina, Receptor 
de colecistoquinina B, receptores de membrana, Heteroreceptor, Ansiedad. 



ABSTRACT  

The neuropeptides oxytocin (OX) and cholecystokinin (CCK) are widely 
implicated in the physiological and pathophysiological response of anxiety, fear 
and depression. Thus, its membrane receptors are specific targets to which 
drugs are targeted. Actually, it has been described that both the formation of 
homodimers and heterodimers of membrane receptors coupled to G proteins 
(GPCR) and the allosteric regulation that takes place between the involved 
protomers, represent new more specific and effective therapeutic options. 
Therefore, the objective of this study was to demonstrate the formation of a 
heterodimer among these receptors. In this work, HeLa cells were used for 
transient expression of fluorescently labeled receptors. Microscopy analysis 
showed the coexpression of receptors in discrete regions of the cytoplasmic 
membrane. In addition, proximity ligation assays confirmed the biophysical 
interaction of the receptors elucidating the formation of the OxTR / CCKB 
heteroreceptor. These findings could become a starting point to explore the use 
of this heteroreceptor as a new strategy for the treatment of anxiety disorders. 

Key Words: Oxytocin, Colecistokinin, Oxytocin receptor, Cholecystokinin B 
receptor, membrane receptors, Heteroreceptor, Anxiety.  
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INTRODUCCIÓN  

Se estima que aproximadamente el 15% de la población mundial ha padecido 
durante su vida algún episodio de ansiedad o depresión, por lo tanto, estás 
patologías representan un serio problema de salud pública según la 
Organización Mundial de la Salud (OMS). Cabe resaltar la importancia de 
proponer nuevas estrategias terapéuticas debido al éxito fallido de muchos de 
los tratamientos establecidos. 

La oxitocina (OX) es un neuropéptido hipotalámico que desempeña un papel 
crítico en el comportamiento social y tiene un papel ansiolítico en humanos 
(Blume et al., 2008; I. D. Neumann, 2008). Sin embargo, el mecanismo y la 
función ansiolítica regulada por OX es en gran parte desconocida. En los 
últimos años, se han llevado a cabo amplios estudios farmacológicos que 
sugieren que la colecistoquinina o colecistocinina (CCK) puede participar como 
un agente ansiogénico en las respuestas neuroendocrinas al estrés (Harro et al 
1993, Daugé y Léna 1998). OX y CCK realizan su señalización celular a través 
de sus respectivos receptores de membrana acoplados a proteínas G (GPCR). 
Un nuevo enfoque acerca de estos receptores muestra que son capaces de 
formar homodímeros, heterodímeros y mosaicos de interacciones (interacción 
entre más de dos receptores) en las superficies celulares (Fuxe K. et al., 2010). 
Si la formación de estas complejas estructuras cambia la visión de la 
transducción de señal a través de los GPCR, el hecho que de ocurra una 
regulación alostérica entre los receptores implicados incrementa la complejidad 
de esta realidad. Estos hallazgos han llevado a plantear nuevos blancos 
terapeúticos en el diseño de fármacos para el tratamiento de enfermedades 
(Fuxe, O. Borroto-Escuela, et al., 2012; Fuxe, Borroto-Escuela, Romero-
Fernandez, et al., 2014).  

Se conoce que los receptores de oxitocina (OxTR) y los receptores de 
colecistoquinina B (CCKB) se encuentran co-expresados en regiones del 
cerebro involucradas en la fisiología y fisiopatología de la ansiedad (Jimenez et 
al., 2015). También, se ha descrito que OxTR es capaz de formar un 
heterómero con el receptor de dopamina D2 y que la activación mediada por 
OX incrementa la señalización dopaminérgica (Romero- Fernandez, Borroto-
Escuela, Agnati, & Fuxe, 2013). Dado que el papel ansiolítico regulado por OX 
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resulta complejo y podría involucrar la interacción con otros sistemas, este 
trabajo propone estudiar la formación del heterómero OxTR/CCKB, determinar 
la formación de esta estructura resultaría vital para conocer la regulación a 
través de sus GPCR y su papel en trastornos neuropsiquiátricos, de esta 
manera se pretende proponer a los heteroreceptores como dianas terapéuticas 
para el tratamiento de enfermedades mentales. 
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CAPÍTULO I 

EL PROBLEMA 

1. Tema de la investigación  

Evidencias biofísicas de la formación del heteroreceptor de oxitocina-

colecistoquinina B. 

2.  Justificación  

Los receptores de membrana acoplados a proteínas G (GPCR) son una 

superfamilia de proteínas capaces de detectar a una gran diversidad de 

estímulos endógenos y exógenos dando respuesta en procesos del 

metabolismo celular, la diferenciación y crecimiento celular, la secreción y 

especialmente  la neurotransmisión, en donde actualmente se sugieren como 

blancos terapéuticos (Fuxe et al., 2014a). Se ha demostrado que son capaces 

de establecer estructuras más complejas con la interacción de dos o más 

proteínas formando homodímeros, heterodímeros e incluso establecer 

mosaicos de interacciones entre GPCRs (Fuxe et al., 2010). La formación de 

estas estructuras en el cerebro permite que la señalización tome vías alternas a 

las que tomaría el protómero como una unidad individual conduciendo a 

cambios en el reconocimiento de los agonistas, la señalización y el tráfico de 
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receptores a través de mecanismos alostéricos (Jordan B y Devi L, 1999; Fuxe, 

K et al., 2012). Esto provocaría que un único receptor pueda participar en 

diferentes vías de señalización y que múltiples fármacos puedan influir de 

manera diversa activando cada una de estas vías, esta variabilidad en el 

reconocimiento y señalización conduce a una reevaluación de la eficacia de los 

fármacos actuales. Los cambios en las propiedades de señalización que 

acompañan a la heterodimerización podrían dar lugar a una diversidad 

farmacológica inesperada, que tendría que considerarse para el desarrollo de 

compuestos más selectivos que se dirijan a heterodímeros específicos sin 

afectar a los protómeros individuales (George et al, 2002). Pellissier y 

colaboradores han demostrado que la activación de un protómero es suficiente 

para estimular sus proteínas G pero al activar ambos protómeros la eficacia de 

la respuesta por el acoplamiento del fármaco es mayor. Con esta posibilidad es 

válido sugerir que los fármacos que fueron o están siendo diseñados a 

unidades individuales de GPCR podrían resultar obsoletos comparados con 

compuestos bivalentes (Le Naour, M et al., 2013). Además, es posible bloquear 

la formación de los dímeros y afectar su función utilizando péptidos sintéticos de 

interferencia derivados de los dominios transmembrana del receptor (Hebert et 

al., 1996; Jastrzebska et al., 2015). Un tratamiento dirigido al sistema 

oxitoninérgico podría resultar efectivo para el tratamiento de la ansiedad y 

depresión con posibles efectos sinérgicos si el mismo se dirige a los dímeros 

que el receptor de oxitocina (OxTR) puede establecer (Romero-Fernandez et 

al., 2013; Terrillon et al., 2003; Díaz-Cabiale et al.,  2000; Wrzal et al., 2012). Sin 

embargo, resulta imprescindible determinar si existe la afinidad de OxTR por 

establecer estas estructuras e interactuar con otros sistemas, lo cual permitiría 

comprender por completo la fisiología y fisiopatología de la ansiedad. 

Tomando en cuenta i) que OxTR y el receptor de colecistoquinina B 

(CCKB) se co-expresan en áreas del cerebro asociados con el miedo y la 

ansiedad (Jimenez et al., 2015; Katona et al., 2001), ii) la manifestación de 

síntomas secundarios en el tratamiento de la ansiedad con benzodiazepinas y 
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su estrecha implicación con el sistema colecistoninérgico (Berna M, y Jensen R. 

2007), iii) los trastornos alimenticios relacionados con la ansiedad y con la 

oxitocina (Neumann et al., 1994) iv) que la administración periférica de CCK-8, 

agonista de CCKB, activa la migración intranuclear de oxitocina en neuronas 

hipotalámicas en ratas (Hashimoto et al., 2005). Se ha planteado la hipótesis de 

la posible afinidad de los receptores OxTR y CCKB para formar dímeros de 

forma constitutiva, esta investigación pretende establecer evidencias biofísicas 

de la formación del heteroreceptor OxTR/CCKB in vitro. El resultado podría 

tener un impacto en la medicina molecular y podría sugerir a esta estructura 

como otra posible diana terapéutica para trastornos de ansiedad. 

3. Objetivos  

3.1.  Objetivo General  

Identificar la formación del heteroreceptor oxitocina-colecistoquinina CCKB. 

3.2. Objetivos Específicos  

1. Evaluar el uso de las células HeLa como modelo para la expresión de los 

receptores de oxitocina OxTR y colecistoquinina CCKB. 

2. Determinar la localización de los receptores OxTR y CCKB en la 

membrana citoplasmática de las células HeLa. 

3. Identificar interacciones físicas entre los receptores OxTR/CCKB a través 

de ensayos de proximidad de ligando en el modelo celular. 
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CAPÍTULO II 

MARCO TEÓRICO 

1.  Antecedentes Investigativos  

Los receptores acoplados a proteína G (GPCR) representan una gran 

familia de proteínas integrales de membrana que están codificadas por más de 

800 genes en el genoma humano (Zhang et al., 2006). En base a la similitud de 

secuencias de aminoácidos dentro de los siete dominios transmembrana que 

posee (Figura 1), los GPCR se dividen en cinco familias (Fredriksson et al., 

2003). La familia A incluye entre otros, a los receptores aminérgicos (serotonina, 

muscarínico, dopamina, histamina, adrenérgico), receptores peptídicos 

(oxitocina, vasopresina, colecistocinina) y rodopsina. 

Estos receptores actúan como transductores de señal al ser capaces de 

unir con especificidad y selectividad uno o varios ligandos de origen endógenos 

y exógenos; y responder a esta unión mediante un cambio conformacional que 

implica su activación o inactivación (Mary, S. et al., 2013). Por su localización en 

la membrana celular, los GPCR reconocen un elevado número y tipo de señales 

extracelulares incluyendo fotones, iones, moléculas pequeñas (entre las que se 

encuentran hormonas, neurotransmisores, nucleótidos, lípidos de distinta 

complejidad y azúcares), péptidos y proteínas. Por ello se ven envueltos desde 

procesos tales como el metabolismo celular, la secreción, la diferenciación y 

crecimiento celular, la respuesta inmuno-inflamatoria y la neurotransmisión, 

entre otras; consolidándose como blancos terapéuticos para diversas 

patologías. 
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Figura 1. Representación esquemática de un GPCR de la familia A. Este tipo de 
receptores constituye alrededor del 90% de todos los GPCRs. La figura muestra la 
secuencia de aminoácidos y estructura secundaria del receptor muscarínico M3 
humano. La familia A incluye entre otros a los receptores aminérgicos (serotonina, 
muscarínico, dopamina, histamina, adrenérgico), receptores peptídicos (oxitocina, 
vasopresina, colecistocinina) y rodopsina. La arquitectura estructural de los GPCRs es 
altamente específica y se caracteriza por estar formada por α-hélices que atraviesan la 
membrana siete veces y que están conectadas a través de bucles intracelulares y 
extracelulares. Cuando se pliegan correctamente, los dominios extracelular e 
intracelular forman sitios activos muy específicos para la unión de ligandos y de las 
proteínas G, respectivamente. La orientación de los extremos N-terminal y C-terminal 
también se conserva en todos los GPCRs. El extremo N-terminal se expone al medio 
extracelular y el extremo C-terminal se encuentra en el citosol de la célula. Los puentes 
disulfuro pueden formar el dominio extracelular y son claves para conservar la 
estructura-función de la proteína. Figura adaptada de Borroto-Escuela y colaboradores 
(Borroto-Escuela, Correia, et al., 2011). 

En el año de 1999, Jeffery C. proponía la importancia del estudio de la 

plurifuncionalidad de ciertas proteínas, el paradigma que un gen equivale a una 

proteína y esta a su vez a una función desapareció y tras ello el entendimiento 

de la señalización a través de los GPCR se facilitó. En el modelo clásico de 

señalización de GPCR, la estimulación de sus siete dominios transmembrana 

 7



conduce a la activación de proteínas G heterotriméricas, que se disocian en las 

subunidades Ɑ- y ƁƔ (Cabrera-Vera, T.  et al., 2003). Las subunidades activan 

moléculas efectoras y estas a su vez a segundos mensajeros, dando lugar a 

una cascada de reacciones responsables de la respuesta celular. Sin embargo, 

estos receptores pueden señalizar no sólo a través de proteínas G sino también 

a través de las proteínas denominadas b-arrestinas produciendo efectos 

bioquímicos y funcionales totalmente distintos (Rajagopal, S., Rajagopal, K., y 

Lefkowitz, R. J. 2010). En contraste con la gran cantidad de GPCR, la cantidad 

de efectores que estos activan es considerablemente menor (Figura 2), lo que 

deriva en una regulación cruzada entre GPCR (Hur E, y Kim K. 2002) 

dificultando el diseño de drogas tomando en consideración que en dependencia 

del ligando que active al receptor, éste podría provocar que un mismo GPCR 

tome una u otra vía de señalización (Galandrin, Oligny-Longpré y Bouvier. 

2007). 

 

Figura 2. Representación esquemática de la unión de ligandos al receptor y las 
principales vías activadas por diferentes proteínas G. La gran cantidad de 
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receptores de membrana acoplados a proteínas G efectúan su señalización a través de 
limitados efectores intracelulares, en rojo se indica los puntos de detección de los 
ensayos de alto impacto comúnmente utilizados: unión a GTPγS, detección de cAMP, 
detección de IP3 / IP1 y expresión de Ca2. Figura adaptada de Zhang, R., y Xie, X. 
(2012). 

La plurifuncionalidad de los GPCR incrementó cuando se estableció que 

dos receptores opioides completamente funcionales, los subtipos ĸ y ɗ, se 

asocian entre sí, resultando en la generación de un receptor heterodimérico 

(Jordan B y Devi L, 1999) que es capaz de potenciar y diversificar la señal de 

transducción con una unión del ligando con propiedades funcionales distintas 

de las de cualquiera de los receptores por separado. El agonista selectivo de 

este dímero se une sinérgicamente e induce respuestas funcionales aún 

mayores en el organismo, la actividad biológica de una droga dirigida a esta 

estructura sería superior a cualquiera que se una independientemente a los 

receptores. Fuxe y colaboradores (2010) demostraron que los GPCR son 

capaces de formar dímeros (homodímeros y heterodímeros) e incluso 

establecer mosaicos de interacciones formando estructuras aún más complejas 

(Figura 3). Estas conformaciones protéicas pueden expresarse de manera 

constitutiva (Canals, M et al., 2003) por la afinidad de los receptores para 

interactuar. En este caso su heterodimerización ocurre desde la síntesis de los 

GPCR en el retículo endoplasmático (Van Craenenbroeck et al., 2011). Sin 

embargo, la heterodimerización puede también inducirse por la unión de 

ligandos (Gupta, A et al., 2010; Latif, R., Graves, P., y Davies, T. 2002) como el 

caso del receptor de dopamina D2 y el receptor de somatostatina SSAT5, en el 

que su forma de heterodímero es la más activa (Rocheville et al. 2000).  

 9



!  
Figura 3. Conformaciones de los GPCRs en la superficie celular. Evidencias 
experimentales han demostrado que los GPCRs no solo se encuentran en forma de 
monómeros en la superficie celular, sino que también son capaces de interactuar con 
otros protómeros para formar homodímeros y heterodímeros (Fuxe et al., 2014b). 
Recientemente, se ha confirmado que los GPCR tienen la capacidad de formar 
oligómeros (más de dos protómeros, por ejemplo, oligómeros de mGluR5-A2AR-D2R 
(Cabello et al., 2009)). Figura adaptada de Fuxe y colaboradores (Fuxe et al., 2014b). 

La formación de estas estructuras permite una interacción entre los 

receptores implicados que provocan una regulación conformacional y funcional 

(Damian, M et al., 2006) aumentando la señalización del dímero e 

incrementando la respuesta celular o inhibiendo la función del otro protómero y 

afectando a otros procesos metabólicos (Fuxe, K et al., 2012). La activación de 

un protómero en un dímero es suficiente para estimular las proteínas G 

(Pellissier et al., 2011). Sin embargo, la eficacia del acoplamiento es mayor 

cuando se activan ambos protómeros. AbdAlla et al., (2000) mediante 

heterodímeros estables del receptor de angiotensina AT1 y AT2 en células P-12, 

fibroblastos y tejido miometrial; demostró como AT2 antagoniza la función de 

AT1, por esta razón una droga dirigida a AT2 estaría reprimiendo la función de 

AT1 y viceversa. Sin embargo, conociendo la formación de esta estructura y la 

naturaleza de su regulación es posible bloquear la formación de los dímeros y 
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afectar su función empleando péptidos sintéticos de interferencia derivados de 

los dominios transmembrana del receptor (Hebert et al., 1996; Jastrzebska et 

al., 2015) es posible aplicar estos péptidos conjuntamente con un agonista sin 

que éste afecte la función del otro protómero. Por este motivo, en los últimos 

años la investigación de estas estructuras se ha ido propagando cada vez más, 

el potencial terapéutico de dímeros u oligómeros de GPCR es amplio 

permitiendo una respuesta celular más estable con el uso de compuestos 

bivalentes (Le Naour, M et al., 2013) que la producida por aquellas drogas que 

modulan a un único receptor. Muchos trastornos neuropsiquiátricos son 

atribuidos a alteraciones específicas en los dímeros en el cerebro y un 

tratamiento eficaz requeriría la acción sobre los mismos (Fuxe, K et al., 2014b). 

En regiones como la amígdala, el hipotálamo, núcleo rafe y el núcleo 

accumbens puede encontrarse heteroreceptores como el que establece el 

receptor de oxitocina (OxTR) con el receptor de dopamina D2 (Romero-

Fernandez et al., 2013), vasopresina (Terrillon et al., 2003), alfa-adrenérgico 

(Díaz-Cabiale et al.,  2000) o el receptor beta-adrenérgico (Wrzal et al., 2012). 

Estos neurotransmisores están involucrados independientemente en la 

respuesta de la ansiedad fisiológica (Pagani et al., 2015) que es una respuesta 

innata del organismo, con un valor obvio para la propia supervivencia, ante 

estímulos que el individuo reconoce como dañinos y que podrían afectar la 

integridad del individuo. La información es recogida y transmitida por estos 

receptores al núcleo accumbens y al núcleo amigdalino centro medial donde las 

respuestas hormonales y autonómicas se implementan para generar una 

respuesta determinada (Ehrlich et al., 2009; LeDoux, 2000; Majidi, Kosari-

Nasab, & Salari, 2016; Paz & Pare, 2013). Las alteraciones en estos dímeros, la 

sobreestimación del grado de peligro y la infravaloración de las propias 

capacidades de enfrentamiento pueden convertir a ésta respuesta en patológica 

y a través de síntomas físicos, psicológicos y conductuales, deteriorando 

significativamente la salud del individuo (Viveros et al., 2005).  
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 La oxitocina (OX) desempeña un importante papel en la sociabilidad y la 

regulación de la ansiedad tanto en seres humanos como animales (Neumann, 

2008). Su administración reduce la actividad de la amígdala y tiene un efecto 

positivo en pacientes con estrés postraumático (Koch et al., 2015) y en 

pacientes esquizofrénicos (Sobota, Mihara, Forrest, Featherstone, & Siegel, 

2015). Ratones knock-out para OxTR expuestos a factores estresantes 

muestran un comportamiento similar a la ansiedad con un incremento en los 

niveles de corticosterona (Amico, Mantella, Vollmer, & Li, 2004). Esta 

interacción del sistema oxitoninérgico con otros neurotransmisores hace que su 

activación afecte diversos procesos fisiológicos. Así, Neumann et al., (1994) 

sugiere que existen trastornos alimenticios relacionados con la ansiedad e 

implicados con OX. Antagonistas de OxTR revierten los efectos anorexígenos e 

hipertensivos de la nesfatina-1 en ratas (Yosten, G. y Samson, W. 2010) pero 

en casos de anorexia y bulimia nerviosa compulsiva es a la colecistoquinina a 

quien se suele atribuir la causa (Behar R, Barahona M, Iglesias B y Casanova 

D, 2007). Si tomamos en cuenta que la colecistoquinina (CCK) estimula la 

saciedad por ingesta de alimentos, ralentiza la motilidad gastrointestinal, inhibe 

la secreción de ácido gástrico, estimula la contracción de la vesícula biliar, la 

relajación del esfínter de Oddi y modula la secreción de insulina (Izumi et al., 

1996; Berna M, y Jensen R. 2007) se podría sugerir la posible interacción entre 

ambos sistemas pero no necesariamente a nivel de proteína. La CCK es uno de 

los péptidos intestino-cerebrales de interés en la actualidad. Su forma más 

abundante en el cerebro es el fragmento de octapéptido sulfatado C-terminal 

CCK-8 (Figura 4), que interactúa con la misma afinidad con ambos subtipos de 

receptores CCKA y CCKB (Landgraf, R 2005). Estos receptores son capaces de 

formar homodímeros y heterodímeros entre sí (Cheng, Z et al., 2003). La 

administración de CCK-8 provoca la activación de la fosfolipasa C. Esta enzima 

hidroliza fosfatidil-inositol-4,5-bifosfato en los segundos mensajeros: inositol-

trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). IP3 desencadena la liberación de Ca2+ del 

retículo endoplásmico, que a su vez junto con DAG activará la proteína quinasa 
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C (PKC) (Dufresne, Seva, y Fourmy. 2006). La activación de CCKB en regiones 

como el cuerpo estriado y la sustancia negra beneficia los síntomas de 

ansiedad y regula el comportamiento anti-exploratorio en ratas (Koks S et al., 

2000) además elimina déficits conductuales e hipertemia inhibiendo el daño 

dopaminérgico celular inducido por drogas (Di Wen et al., 2016). Además, la 

administración periférica de CCK-8 activa la migración intranuclear de OX en 

neuronas hipotalámicas en ratas (Hashimoto et al., 2005). Sin embargo, la 

administración local de CCK-8 directamente en la amígdala produce hiper-

ansiedad (Frankland et al., 1997).  

 

Figura 4. Formas moleculares de la colecistoquinina CCK. La figura muestra las 
formas moleculares de la colecistoquinina. La forma más abundante en el cerebro es el 
octapéptido sulfatado C-terminal CCK8. Pudiendo encontrarse también su forma no 
sulfatada, CCK-33,  CCK-12 y otros fragmentos más cortos como CCK-5 y CCK-4. 
Todas estas formas dotadas de actividad biológica (Andreu D, 1997). 

La relación entre los sistemas OX-CCK y los trastornos de ansiedad van más 

allá, pues en el tratamiento de esta patología es común el uso de opioides y 

 13



antidepresivos (Thompson, Kelly, Christopoulos y Canals. 2015) dirigidos a 

potenciar la respuesta mediada por OX, dopamina y serotonina. Sin embargo, 

se ha demostrado en varios modelos experimentales, tanto in vivo como in vitro, 

que los antagonistas del receptor CCKB potencian los efectos farmacológicos 

de los opioides mientras que los agonistas lo atenúan (Andreu D, 1997). En el 

tratamiento con opioides existen diversos efectos secundarios dentro de los que 

podemos mencionar vómitos, diarreas, estreñimiento, pérdida de apetito, etc. La 

relación entre OxTR y CCKB es elevada y puede ser responsable de la 

ineficiencia de tratamientos con bendiazepinas, opioides y antidepresivos como 

la paroxetina y de los efectos secundarios que presenta su uso. 

Las evidencias biofísicas de la formación del heteroreceptor OxTR/CCKB 

son el punto de partida para el diseño de nuevas terapias contra la ansiedad. 

Una evidencia importante son las imágenes obtenidas con técnicas de 

inmunofluorescencia que han permitido establecer interacciones entre otros 

sistemas. Anteriormente se ha demostrado un alto grado de colocalización del 

receptor de adenosina A1 y el receptor de dopamine D1 en fibroblastos y 

células corticales co-transfectadas pero una baja colocalización del receptor D2 

(Gines et al., 2000). El hecho de que estos receptores colocalizen no sugiere 

que exista una interacción entre ambos pero si otorga un acercamiento más 

profundo al nivel de relación entre dichos sistemas. Con el fin de evidenciar la 

formación del heteroreceptor es imprescindible el uso de técnicas más 

específicas como el ensayo de proximidad de ligando (PLA) que permite 

determinar si los receptores se encuentran a una distancia de hasta ~16 nm, 

cifra ligeramente mayor a la que detecta el ensayo de transferencia de energía 

de resonancia entre fluoróforos (FRET) que es de hasta ~10 nm (Trifilieff, P et 

al., 2011). El PLA permite la detección de dos regiones específicas de proteínas 

individuales o complejos proteicos inmunomarcados con anticuerpos primarios y 

luego con diferentes anticuerpos secundarios específicos conjugados con 

oligonucleótidos complementarios (Fredriksson, S et al., 2003). Cuando dos 

moléculas de anticuerpo están muy cerca, las cadenas de ADN 
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complementarias pueden ligarse, amplificarse y visualizarse con una sonda 

fluorescente (Figura 5). Al medir la proximidad entre los receptores, el PLA 

permite la validación in situ de la proximidad molecular de dos proteínas 

endógenas y por ende de la formación del heteroreceptor (Pertwee, R. G. 2008; 

Bart, G et al., 2015). Posteriores ensayos bioquímicos permitirían establecer la 

naturaleza de la interacción en el dímero en caso de encontrarse. 

 

Figura 5. Esquema de la detección de interacciones de proteínas por PLA. El 
ensayo de proximidad de ligando es una inmunotécnica que permite la detección, 
visualización y cuantificación de interacciones proteína-proteína en tejidos o células in 
situ. Después de la incubación con anticuerpos primarios, se incuba los anticuerpos 
PLUS y MINUS (A). Se  añade la ligasa para hibridan los oligos conectores y completar 
el círculo de ADN (B). Amplificación de círculo rodante (C). Hibridación de los 
oligonucleótidos marcados con fluorescencia para detección de señal (D). Las 
principales ventajas de PLA en comparación con otras técnicas es la posibilidad de 
detectar interacciones proteína-proteína con resolución subcelular en secciones de 
tejido nativas o células mediante microscopía. Esto puede ser particularmente 
importante en investigación sobre el cáncer, estratificación de pacientes y estudios de 
biomarcadores (Duolink® PLA Resource Center). 

La ansiedad y depresión representa uno de los problemas de salud 

pública más grave en la actualidad. Se estima que cada año más de 300 

millones de personas en todo el mundo sufren algún episodio de ansiedad y 

depresión grave. Según datos de la OMS, entre 1990 y 2013, este número de 

afectados se incrementó en un 50%, llegando alrededor de 615 millones, una 

cifra cercana al 10% de la población mundial. 
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Al demostrar la formación del heteroreceptor OxTR/CCKB es posible 

sugerir que el papel ansiolítico y antidepresivo mediado por OX en parte es 

regulado por CCKB debido a que éste modula alostéricamente a OxTR en la 

formación del dímero, así en un futuro se podría optimizar la terapéutica al 

dirigir nuevas drogas a ésta estructura. 

2. Hipótesis  

2.1 Formación del heteroreceptor OxTR/CCKB    

Hipótesis Nula  

No existe la formación del heteroreceptor OxTR/CCKB in vitro. 

Hipótesis Alternativa   

Existe la formación del heteroreceptor OxTR/CCKB in vitro. 

2.1. Señalamiento de variables de la hipótesis  

• Transformación con plásmidos de interés.  

• Transfección de plásmidos en células HeLa.  

• Expresión de los receptores en la membrana de células HeLa.  

• Colocalización de los receptores in vitro en células HeLa.  

• Ensayos de proximidad de ligando  
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CAPÍTULO III 

MATERIALES Y MÉTODOS 

1. Materiales  

Se emplearon células de cáncer cérvico-uterino HeLa (ATCC®CCL-2™), medio 

de cultivo DMEM (Gibco™), adicionalmente Buffer fosfato salino (PBS), tripsina, 

penicilina estreptomicina (P/S), suero fetal bovino (FBS), Dimetil sulfóxido 

(DMSO). Para la purificación de ADN se utilizó el kit (PureLink Quick plasmid 

miniprep kit) y para los ensayos de proximidad de ligando el kit Duolink® 

proximity ligation assay (PLA®) para proporcionar las condiciones óptimas de 

fijación, bloqueo y titulación. 

2. Métodos  

2.1. TRANSFORMACIÓN EN ESCHERICHIA COLI DH5α 

 Los plásmidos pcMV6-OxTR-GFP y pcDNA3.1-CCKB-YFP que contienen 

las secuencias que codifican para los receptores de interés fueron introducidos 

en E. coli DH5α según las recomendaciones de la casa comercial (Invitrogen, 

USA). Principalmente, en un vial de 1.5 ml se mezclaron 50 µl de E. coli DH5α y 

10 ng de ADN plasmídico y se incubó por 30 minutos en hielo. Para la 

internalización de los plásmidos se realizó un choque térmico a 42ºC por 30 

segundos, seguido de una incubación de 3 minutos en hielo. Para la 
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amplificación del gen de selección, se adicionaron 250 µl de medio Luria Bertani 

(LB) (10 g de NaCl, 10 g de peptona y 5 g de extracto de levadura) y se incubó 

a 37ºC y 300 rpm por 1 hora. En placas Petri con agar LB y antibiótico de 

selección a 100 µg/ml (kanamicina) se inocularon 200 µl del cultivo y con un asa 

de siembra se extendió el inóculo a lo largo de la superficie del agar hasta su 

completa distribución. Las placas se incubaron a 37ºC por 24 horas.   

  

2.2 EXTRACCIÓN Y PURIFICACIÓN DE ADN PLASMÍDICO 

 Se inoculó una colonia aislada de E. coli DH5α transformada con los 

plásmidos de interés en 5 ml de medio LB con 100 µg/ml de kanamicina y se 

incubó por 6 horas a 300 rpm y 37ºC. Al cabo de las 6 horas, se incularon los 5 

ml en 250 ml de medio LB con 100 µg/ml de kanamicina y se incubó toda la 

noche a 300 rpm y 37ºC.     

Transcurrida la incubación se centrifugó el cultivo a 3000 rpm y 4ºC por 10 

minutos, el pellet resultante se resuspendió en tampón de homogeneización (25 

mM Tris-HCl, pH=8.0, 50 mM glucosa, 100 µg/ml de RNAasa y 1% lisozima) 

utilizando un agitador (Labnet, USA) y se incubó 30 minutos en hielo. Después 

se añadieron 5 ml de tampón de lisis (0.2 M NaOH y 1% de SDS), la mezcla se 

incubó por 5 minutos en hielo sin agitación. Para detener la hidrólisis, se 

agregaron 5 ml de tampón de neutralización (3M NaC2H3O2, pH=4.8) y se 

mezcló de forma suave seguido de una centrifugación a 10000 rpm por 10 

minutos a 4ºC. Los plásmidos presentes en el sobrenadante se precipitaron con 

isopropanol y se centrifugaron a 16590 rpm por 1 hora a 4ºC. El pellet se lavó 

con 10 ml de etanol al 70% frío y fresco y se centrifugó nuevamente en las 

condiciones indicadas anteriormente. Transcurrida la centrifugación se eliminó 

el sobrenadante, los restos de etanol se eliminaron por evaporación en una 

cámara extractora de gases. El pellet se resuspendió en 200 µl de buffer TE1X 

(10 mM tris-HCl, pH=8.0, 0.01 mM EDTA). Una vez aislado el ADN plasmídico, 
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se purificaron utilizando un kit comercial (PureLink Quick plasmid miniprep kit) 

según recomendaciones de la casa comercial (Invitrogen, USA).    

Para evaluar la pureza y cantidad del ADN plasmídico obtenido se determinó la 

absorbancia de las muestras a 230, 260 y 280 nm utilizando un 

espectrofotómetro (Nanodrop 2000, USA).    

2.3 ELECTROFORESIS DE ADN EN GEL DE AGAROSA  

 La integridad del ADN plasmídico purificado se evaluó mediante una 

electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1% (p/v en tampón TAE1X) con 

0.01% (v/v) de SyberSafe (Invitrogen, USA). Específicamente, se añadieron 100 

ng de ADN plasmídico a 1 µl buffer de carga de ADN 6X (Sigma Aldrich, USA). 

Como marcador de peso molecular se utilizó High DNA mass leader 1-10 kb 

(Invitrogen, USA). La electroforesis se realizó a 80V por 40 minutos. Para 

observar las bandas correspondientes al ADN plasmídico se utilizó el sistema 

de foto documentación ChemiDoc™MP (Bio-Rad, USA).   

2.4 CULTIVO CELULAR Y CRIOCONSERVACIÓN  

Las células HeLa (ATCC®CCL-2™) fueron cedidas amablemente por la 

Dra. Mileidys Pérez Alea del Grupo de investigación de Modelos Animales y 

Cáncer de la Fundación Institut de Recerca Hospital Vall d'Hebron, Barcelona, 

España. Se utilizaron medios DMEM (Gibco™) suplementados con 100 U/ml 

penicilina, 100 µg/ml streptomicina, y 10% (v/v) de suero fetal bovino (FBS). Las 

células fueron cultivadas en placas de 6 pocillos y en frascas de 75 cm2 a 37°C, 

5% de CO2 y atmósfera húmeda. 

Se mantuvo un stock de células crioconservadas en la atmósfera de 

nitrógeno líquido (-196°C) suspendidas en medio de criocongelación (90% FBS 

y 10% de Dimetilsulfóxido) (DMSO), según las recomendaciones de la casa 

comercial (American Type Culture Collection, Manassas, USA).  
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2.5 TRANSFECCIÓN DE PLÁSMIDOS EN CÉLULAS HELA  

Las células HeLa fueron cultivadas sobre cubreobjetos en placas de 6 

pocillos en las condiciones descritas anteriormente por 24 horas hasta llegar a 

una confluencia no mayor a 90%. Las células se transfectaron con los 

plásmidos de OxTR-GFP y CCKB-YFP independientemente, empleando el 

reactivo Lipofectamina™2000 según las recomendaciones de la casa comercial 

(Invitrogen, USA). Se empleó una relación ADN/Lipofectamina™2000 de 1:2. 

Básicamente, se incubaron con 1 µg de ADN en 50 µl de medio DMEM sin 

complementos y 2 µl de Lipofectamina™2000 en el mismo volumen de medio 

por 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se mezcló el ADN sobre 

la lipofectamina y se incubó a temperatura ambiente por 20 minutos. La 

solución se añadió a las células en crecimiento para su posterior incubación por 

48 horas. Al cabo de este tiempo se comprobó la correcta expresión de los 

receptores marcados con las proteínas fluorescentes a través de un 

microscopio de fluorescencia Leica DMi8 (Leica Microsystems, Alemania). 

           

2.6 ENSAYOS DE COLOCALIZACIÓN 

Las células HeLa se co-transfectaron con los plásmidos de OxTR-GFP y 

CCKB-YFP empleando el reactivo Lipofectamina™2000 según lo descrito 

anteriormente. Al cabo de 48 horas de incubación las células se lavaron 3 veces 

con tampón fosfato salino (PBS1X) y se fijaron a la superficie del cubreobjetos 

con 1 ml de paraformaldehído al 4% (PFA 4%) durante 15 minutos a 

temperatura ambiente. Luego, los cubreobjetos se lavaron 3 veces con PBS1X, 

se dejaron secar a temperatura ambiente protegidos de la luz y se montaron 

sobre un portaobjetos. Las muestras se observaron en un microscopio de 

fluorescencia Leica DMi8 (Leica Microsystems, Alemania).      

 20



2.7 ENSAYO DE PROXIMIDAD DE LIGANDO PLA 

Las células HeLa fueron cultivadas y co-transfectadas sobre 

cubreobjetos en placas de 6 pocillos en las condiciones descritas anteriormente  

pero utilizando sólo 0,5 µg de cada plásmido por 24 horas hasta llegar a una 

confluencia no mayor a 90%. Después de 48 horas los pocillos se lavaron 2 

veces con PBS 1X para después fijarlas con PFA 4% por 20 minutos. Seguido, 

se realizaron otros 3 lavados con PBS1X con el fin de obtener una buena 

imagen al microscopio. Se bloquearon los enlaces sulfhidrilo -SH formados en 

la fijación con Glicina 20 mM en PBS1X por 10 minutos. La membrana celular 

se permeabilizó para una mejor unión de los anticuerpos por 10 min con buffer 

de permeabilización (Glicina 20 mM, 0,5% Triton X-100 en PBS1X, pH 7,4). Se 

utilizó el kit de PLA Duolink®proximity ligation assay(PLA®) por lo que se 

bloquearon las interacciones celulares con la solución de bloqueo del kit por 1 

hora. Transcurrido el tiempo, se incubaron los cubreobjetos con anticuerpos 

primarios goat anti-OxTR y rabbit anti-CCKB (dilución 1:250) en agitación a 4ºC 

toda la noche. Posteriormente, se lavaron 3 veces los cubreobjetos con PBS1X 

para después incubarlos con los anticuerpos secundarios PLUS anti goat y 

MINUS anti rabbit (1:5) por 60 minutos a 37ºC con ligera agitación y evitando su 

evaporación. Seguidamente, se realizaron 2 lavados de 5 minutos con buffer A 

propio del kit y se incubaron los cubreobjetos con 100 ul de buffer de ligación 

1X adicionando ligasa 1:40. Los cubreobjetos se incubaron por 30 minutos a 

37ºC con ligera agitación. Al finalizar la incubación, se realizaron 2 lavados de 5 

minutos con buffer A y se incubaron con 100 ul de buffer de amplificación 1X 

que contiene 1:80 de polimerasa. Los cubreobjetos se incubaron por 100 

minutos a 37ºC con ligera agitación. Al finalizar, se realizaron 2 lavados de 10 

minutos con buffer B 1X y un lavado de 1 minuto con buffer B 0.01X. Por último, 

los cubreobjetos se secaron a temperatura ambiente protegidos de la luz y se 

montaron en portaobjetos con medio de montaje con 4´,6 diamino-2-fenilindol 
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(DAPI, Invitrogen, USA). Las muestras se observaron en un microscopio de 

fluorescencia Leica DMi8 (Leica Microsystems, Alemania). 

2.8 ESTADÍSTICA Y PRESENTACIÓN DE LOS RESULTADOS  

 Los resultados se presentan a través de imágenes de microscopía de 

fluorescencia Leica DMi8 (Leica Microsystems, Alemania). Todas las muestras 

fueron observadas con el microscopio de inmersión utilizando una 

magnificación total de 630X y los filtros DAPI (489-513 nm), GFP (475-509 nm) 

y YFP (514-527 nm) en un único plano z. El número de muestras (n) se indica 

en cada condición experimental en los pies de figura.  
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CAPÍTULO IV 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

1. Análisis y discusión de los resultados 

 La inserción en E. coli DH5α de los plásmidos pcMV6-OxTR-GFP y 

pcDNA3.1-CCKB-YFP que contenían las secuencias que codifican para los 

receptores OxTR y CCKB se comprobó con el uso de ampicilina y kanamicina 

como antibióticos de selección. Como se esperaba, el crecimiento bacteriano se 

hizo presente únicamente en el cultivo con kanamicina con ausencia de 

crecimiento en el control ambiental y en el cultivo con ampicilina (Resultados no 

se muestran). De la misma forma, la ausencia de crecimiento bacteriano en 

células sin transformar confirmó la eficacia de los antibióticos utilizados. Esto 

facilitó, sin duda, la selección de una colonia aislada para la reproducción del 

vector asegurándonos que el plásmido sea el de interés y permitiéndonos 

emplear los recursos necesarios en su purificación.  

 A pesar de que las células eucariotas son un modelo celular bien 

caracterizado para el estudio de proteínas recombinantes, se ha descrito que 

las diferentes condiciones experimentales pueden alterar significativamente la 

expresión de las proteínas de interés. Por ello, en este trabajo se comprobó el 

uso de células HeLa como modelo para la expresión de los receptores de 

oxitocina y colecistocinina B marcados con fluorescencia. Las células HeLa sin 

transfección o transfectadas de forma independientes con los plásmidos 

OxTRGFP o CCKBYFP fueron incubadas por 48 horas, y al cabo de este tiempo, a 
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través de la técnica de microscopía de fluorescencia se evaluó la expresión de 

los receptores. 

!  

Figura 6. Expresión de receptores de oxitocina marcados con fluorescencia en la 
membrana citoplasmática de células HeLa. A) Células sin transfectar tratadas con 
el reactivo de transfección (control), escala=10 µm. B) La figura muestra la expresión 
transciente de los receptores de oxitocina marcados con proteínas fluorescentes 
GFP (verde), escala=20 µm. C) Magnificación de B, donde flechas señalan la 
expresión de los receptores en la membrana celular, escala=70 µm. Los núcleos 
fueron teñidos con DAPI (azul). Las imágenes son representativas de tres 
experimentos realizados de forma independiente. Las imágenes fueron adquiridas en 
un solo plano z. 

 Los resultados obtenidos en células que no fueron transfectadas con los 

plásmidos, y que solo fueron tratadas con el reactivo de transfección, las 

mismas que se utilizaron como control, muestran que no existe una 

considerable auto-fluorescencia en el espectro del color verde (Figura 6A). 

Además, la tinción con DAPI de los núcleos de las células permitió revelar la 

integridad de la célula al no encontrar núcleos apoptóticos. Las células 

transfectadas con cADN-OxTRGFP mostraron una específica e intensa señal 

fluorescente principalmente a nivel de membrana celular (Figura 6B y 6C), lo 

que indica la correcta expresión del receptor en la membrana citoplasmática. 

Las células que fueron transfectadas con cADN-CCKBYFP manifestaron el 
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mismo comportamiento y se observó que la mayoría de los receptores se 

localizaron en la superficie celular (Figura 7B y 7C). Esto ratifica la integridad de 

los plásmidos tras no encontrar presencia de inserciones, deleciones, 

sustituciones o corrimiento del marco de lectura que pudieran afectar la correcta 

expresión. 

!  

Figura 7. Expresión de receptores de colecistoquinina marcados con 
fluorescencia en la membrana citoplasmática de células HeLa. A) Células sin 
transfectar tratadas con el reactivo de transfección (control), escala=10 µm. B) La 
figura muestra la expresión transciente de los receptores de colecistocinina 
marcados con proteínas fluorescentes YFP (verde), escala=20 µm. C) Magnificación 
de B, donde flechas señalan la expresión de los receptores en la membrana celular, 
escala=70 µm. Los núcleos fueron teñidos con DAPI (azul). Las imágenes son 
representativas de tres experimentos realizados de forma independiente. Las 
imágenes fueron adquiridas en un solo plano z. 

 En trabajos anteriores en nuestro grupo de investigación se habían 

obtenidos resultados que mostraban una considerable porción de receptores en 

el citoplasma celular lo que apuntaba la necesidad de estandarizar el protocolo 

de transfección (Pérez-Betancourt et al., 2017a; Pérez-Betancourt et al., 

2017b).  Sin embargo, en este trabajo se muestra que la mayor parte de los 

receptores se ubican en la superficie de las células lo que apunta que no existe 

problemas de tráfico e inserción de las proteínas en la membrana celular. Por 
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todo ello, podemos concluir que en las condiciones experimentales utilizadas 

las células HeLa son un buen modelo celular para la expresión transciente de 

receptores marcados con proteínas fluorescentes. 

 Posteriormente, el modelo fue utilizado para realizar las transfecciones 

dobles. Los resultados indican que las células HeLa co-transfectadas con 

OxTRGFP (Figura 8A) y CCKBYFP (Figura 8B) expresan correctamente ambos 

receptores en la membrana celular. Se debe señalar que cuando se 

incrementan cantidades de ADN se comienza a observar señal fluorescente en 

el citoplasma de las células, que podría corresponder a receptores que han 

quedado atrapados en la maquinaria de biosíntesis proteica producto del estrés 

inducido por la expresión heteróloga de los receptores. No obstante, esta señal 

intracelular no afecta el análisis de co-localización que se realizó sobre los 

receptores presentes en la membrana celular, los cuales representan la mayor 

porción de proteínas marcadas con fluorescencia.  

 Los resultados de las superposiciones de los espectros de emisión de los 

fluoróforos en las células HeLa que co-expresaron el OxTRGFP y CCKBYFP 

indicaron que las proteínas marcadas con fluorescencia fueron capaces de 

colocalizar en algunas regiones de la membrana citoplasmática (Figura 8C y 

8D). La formación de zonas de color amarillo/naranja producto de la 

superposición de los espectros de emisión del OxTR marcado con la proteína 

fluorescente GFP (verde) con el CCKB marcado con proteína fluorescente YFP 

(rojo) podría sugerir la formación del heteroreceptor OxTR/CCKB. 

 Aunque los experimentos de co-localización han aportado las primeras 

evidencias que sugieren la formación del heteroreceptor OxTR/CCKB se debe 

tener en cuenta las limitaciones de esta técnica. Una porción de la co-

localización podría deberse a la cercanía del espectro de emisión de los 

fluoróforos utilizados. Sin embargo, en todos los experimentos realizados se 

comprobó que no existe un cien por ciento de co-localización y se observaron 

zonas independientes de color verde (OxTR), de color rojo (CCKB) y de color 

amarillo/naranja (interacción física de los receptores) (Figura 8D).  

 26



!  

Figura 8. Co-localización de los receptores de oxitocina y los receptores de 
colecistocinina B en la membrana citoplasmática de células HeLa que co-
expresan ambos receptores. A) La figura muestra la expresión transciente de los 
receptores de oxitocina marcados con proteínas fluorescentes GFP (verde) en células 
HeLa que co-expresan OxTRGFP y CCKBYFP. B) La figura muestra la expresión 
transciente de los receptores de colecistocinina B marcados con proteínas 
fluorescentes YFP (rojo) en células HeLa que co-expresan OxTRGFP y CCKBYFP. C) La 
formación de zonas de color amarillo/naranja indican la co-localización de los 
receptores de oxitocina marcados con proteínas fluorescentes GFP (verde) con los 
receptores de colecistocinina B marcados con proteínas fluorescentes YFP (rojo). D) 
Magnificación de C, donde las flechas indican la co-localización de los receptores en 
algunas regiones específicas de la membrana citoplasmática de las células HeLa 
(amarillo/naranja). También, en C) se pueden apreciar zonas de color verde o rojo que 
representan receptores que no se encuentran co-localizando. Las imágenes son 
representativas de tres experimentos realizados de forma independiente. Todas las 
imágenes fueron adquiridas en un solo plano z, escala=10 µm. 

 Por lo antes expuesto fue necesario comprobar la formación del 

heteroreceptor mediante otra técnica con un principio diferente. Para ello, se 

utilizó el ensayo de proximidad de ligando (PLA, proximity ligation assay). 

Actualmente, el PLA es una novedosa herramienta que se basa en la 

interacción específica de antígeno-anticuerpo y que permite confirmar las 

interacciones receptor-receptor ex vivo e in vitro. Si tenemos en cuenta los 

controles experimentales donde solo se utilizaron los anticuerpos secundarios y 

no se observó ninguna señal especifica (Figura 9), los hallazgos obtenidos 

muestran puntos de amplificación bien claros, definidos y específicos que 

confirman in vitro la formación del heteroreceptor OxTR/CCKB en las células 

HeLa (Figura 10).   
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Figura 9. Control del ensayo de proximidad de ligando. Células co-transfectadas 
con OxTRGFP y CCKBYFP A) Células transfectadas sin tratamiento con los anticuerpos 
primarios e incubadas solo con los anticuerpos secundarios MINUS y PLUS (control). 
B) Magnificación de A, donde se observa que no hubo amplificaciones inespecíficas en 
el ensayo de proximidad de ligando. Las imágenes son representativas de tres 
experimentos realizados de forma independiente. Todas las imágenes fueron 
adquiridas en un solo plano z, escala =30 µm, magnificación 630X. 
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Figura 10. Ensayos de proximidad de ligando. Células co-transfectadas con 
OxTRGFP y CCKBYFP A) La figura muestra que la mayoría de las células del campo son 
positivas B) Magnificación de A, donde las flechas indican la formación de puntos de 
amplificación que confirman la formación del heteroreceptor OxTR/CCKB. Las 
imágenes son representativas de tres experimentos realizados de forma independiente. 
Todas las imágenes fueron adquiridas en un solo plano z, escala =30 µm, 
magnificación 630X. 

 La formación de homodímeros, heterodímeros y mosaicos de 

interacciones en el cerebro, así como la regulación alostérica que tiene lugar en 

la interacción receptor-receptor dentro de estos complejos macromoleculares 
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abren una nueva visión para comprender la fisiología y fisiopatología de estos 

trastornos mentales. De hecho, estas estructuras representan importantes 

dianas terapéuticas para el tratamiento de estas patologías (Fuxe et al., 2014a; 

Fuxe et al., 2014b). Por ello, describir la formación de nuevos heteroreceptores 

podría consolidar el uso de estos complejos proteicos como una nueva 

estrategia para el tratamiento de enfermedades.  

 Este trabajo ha proporcionado las primeras evidencias que demuestran 

una interacción física entre OxTR y CCKB, lo que sugiere la formación del 

heteroreceptor OxTR/CCKB. Con ello, se confirma la capacidad del receptor de 

oxitocina de establecer heterodímeros con otros miembros de la familia A de 

receptores de membrana acoplados a proteínas G, tales como el receptor de 

dopamina D2 (Romero-Fernandez et al., 2013), vasopresina (Terrillon et al., 

2003), alfa-adrenérgico (Diaz-Cabiale et al., 2000) o el receptor beta-

adrenérgico (Wrzal et al., 2012). Sin embargo, se ha descrito que el receptor de 

oxitocina es incapaz de heterodimerizar con el receptor de bradiquinina (Devost, 

Zingg 2004). Como se ha planteado anteriormente, la presencia de éste 

heteroreceptor no descarta la posible formación de estructuras aún más 

complejas in vivo, pero hacen un acercamiento mayor al entendimiento de la 

fisiología y fisiopatología de la ansiedad y el miedo. Estos avances en la 

biología estructural de los GPCR aumentan significativamente las posibles 

dianas terapeúticas a las cuales dirigir la acción de los fármacos. En base a lo 

expuesto y conociendo que OxTR es capaz de regular de forma alostérica 

(positiva) al receptor de dopamina D2 (Fuxe et al., 2014c) y que CCKB posee la 

capacidad de regular de forma alostérica (negativa) al receptor de dopamina D2 

(Dasgupta et al., 1996) se sugiere que en la formación del heteroreceptor 

OxTR/CCKB podría existir una regulación alostérica negativa. A través de este 

hallazgo se puede diseñar la síntesis de un ligando bivalente que se una a 

ambos receptores potenciando su valor terapeútico. En el año 2013, Le Naour y 

colaboradores formularon un potente analgésico dirigido a los receptores µ-

opioide y CB1R. En este sentido, podemos buscar un ligando que active OxTR 
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e inhiba la actividad de CCKB en el heteroreceptor. O a su vez, elaborar 

pequeños péptidos de interferencia que bloqueen las interacciones entre estos 

receptores con el fin de aumentar la respuesta ansiolítica de OxTR ayudando 

significativamente a personas que padezcan trastornos severos de ansiedad en 

dependencia de drogas, desórdenes alimenticios o miedo en general. De esta 

manera el fármaco empleado tendría un efecto antidepresivo más efectivo y 

actuaría más rápidamente que los utilizados actualmente. Sin embargo, es 

indispensable corroborar los resultados a través de técnicas y modelos de 

experimentación que brinden evidencias más contundentes acerca de la 

naturaleza de la modulación alostérica que se establece entre estos receptores.  

2. Verificación de hipótesis    

Formación del heteroreceptor OxTR/CCKB    

Hipótesis Nula  

No existe la formación del heteroreceptor OxTR/CCKB in vitro. 

Hipótesis Alternativa   

Existe la formación del heteroreceptor OxTR/CCKB in vitro. 

Una vez concluidos los ensayos de expresión transciente, colocalización y PLA 

de los receptores de interés, se determinó que OxTR y CCKB colocalizan e 

interactúan en ciertas áreas de la membrana celular. Por lo tanto, se acepta la 

hipótesis alternativa que indica que existe la formación del heteroreceptor 

OxTR/CCKB.  
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CAPÍTULO V 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES  

1. Conclusiones  

1. En las condiciones experimentales empleadas las células HeLa son un 

modelo celular para la expresión heteróloga de los receptores de oxitocina y 

colecistoquinina B marcados por proteínas fluorescentes. 

2. El receptor de oxitocina es capaz de colocalizar con el receptor de 

colecistocinina B en zonas discretas de la membrana celular cuando ambos 

receptores se co-expresan en células HeLa, lo que sugiere la formación del 

heteroreceptor OxTR-CCKB. 

3. El ensayo de proximidad de ligando confirmo que el receptor de oxitocina 

receptor de colecistocinina B co-expresados en células HeLa se encuentran 
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lo suficientemente cercanos para interactuar de forma física y establecer el 

heteroreceptor OxTR-CCKB.  

2. Recomendaciones   

Corroborar la formación del heteroreceptor OxTR/CCKB mediante otras 

técnicas empleadas en el estudio de las interacciones receptor-receptor y que 

se basan en otros principios químico-físico como los ensayos de transferencia 

de energía de fluorescencia de Förster (FRET), transferencia de energía de 

bioluminiscencia (BRET) o la co-inmunoprecipitación. 

La formación del heteroreceptor OxTR/CCKB sugiere que podría existir una 

regulación alostérica entre ambos receptores por lo que se recomienda 

continuar con ensayos con L- 365,260 antagonista de CCKB, segundos 

mensajeros o genes reporteros; que permitan dilucidar la naturaleza de la 

regulación que tiene lugar en la interacción de éstas proteinas de tanta 

relevancia terapeútica.  
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