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RESUMEN

Los neuropéptidos oxitocina (OX) y colecistoquinina (CCK) estan ampliamente
implicados en la respuesta fisiologica y fisiopatoldgica de la ansiedad, el miedo
y la depresion. Asi, sus receptores de membrana son blancos especificos a los
que se dirigen farmacos. En la actualidad se ha descrito que tanto la formacién
de homodimeros y heterodimeros de receptores de membrana acoplados a
proteinas G (GPCR) como la regulacién alostérica que tiene lugar entre los
protdbmeros implicados, representan nuevas opciones terapeuticas mas
especificas y eficaces. Por ello, el objetivo de este estudio fue demostrar la
formacion de un heterodimero entre estos receptores. En este trabajo, se
utilizaron células HelLa para la expresion transciente de los receptores
marcados con fluorescencia. Los analisis de microscopia demostraron la
coexpresion de los receptores en regiones discretas de la membrana
citoplasmatica. Ademas, los ensayos de proximidad de ligando ratificaron la
interaccion biofisica de los receptores esclareciendo la formacién del
heteroreceptor OXTR/CCKB. Estos hallazgos se podrian 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, HelLa 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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INTRODUCCION

Se estima que aproximadamente el 15% de la poblacion mundial ha padecido
durante su vida algun episodio de ansiedad o depresidn, por lo tanto, estas
patologias representan un serio problema de salud publica segun la
Organizacion 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 hipotalamico que desempefia un papel
critico en el comportamiento social y tiene un papel ansiolitico en humanos
(Blume et al., 2008; I. D. Neumann, 2008). Sin embargo, el mecanismo y la
funcidn ansiolitica regulada por OX es en gran parte desconocida. En los
ultimos anos, se han llevado a cabo amplios estudios farmacoldgicos que
sugieren que la colecistoquinina o colecistocinina (CCK) puede participar como
un agente ansiogénico en las respuestas neuroendocrinas al estrés (Harro et al
1993, Daugeé y Léna 1998). OX y CCK realizan su sefializacion celular a través
de sus respectivos receptores de membrana acoplados a proteinas G (GPCR).
Un nuevo enfoque acerca de estos receptores muestra que son capaces de
formar homodimeros, heterodimeros y mosaicos de interacciones (interaccion
entre mas de dos receptores) en las superficies celulares (Fuxe K. et al., 2010).
Si la formacion de estas complejas estructuras cambia la vision de la
transduccion de sefal a través de los GPCR, el hecho que de ocurra una
regulacion alostérica entre los receptores implicados incrementa la complejidad
de esta realidad. Estos hallazgos han llevado a plantear nuevos blancos
terapeuticos en el disefio de farmacos 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 fisiologia y fisiopatologia de la ansiedad (Jimenez et
al., 2015). También, se ha descrito que OxTR es capaz de formar un
heterdbmero con el receptor de dopamina D2 y que la activacion mediada por
OX incrementa la sefializacién dopaminérgica (Romero- Fernandez, Borroto-
Escuela, Agnati, & Fuxe, 2013). Dado que el papel ansiolitico regulado por OX



resulta complejo y podria involucrar la interaccion con otros sistemas, este
trabajo propone estudiar la formacion del heteromero OxTR/CCKB, determinar
la formacién de esta estructura resultaria vital para conocer la regulacion a
través de sus GPCR y su papel en trastornos neuropsiquiatricos, de esta
manera se pretende proponer a los heteroreceptores como dianas terapéuticas
para el tratamiento de enfermedades mentales.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

1. Tema de la investigaciéon

Evidencias biofisicas de la formacién del heteroreceptor de oxitocina-

colecistoquinina B.

2. Justificacion

Los receptores de membrana acoplados a proteinas G (GPCR) son una
superfamilia de proteinas capaces de detectar a una gran diversidad de
estimulos enddgenos y exdégenos dando respuesta en procesos del
metabolismo celular, la diferenciacion y crecimiento celular, la secrecion vy
especialmente la neurotransmision, en donde actualmente se sugieren como
blancos terapéuticos (Fuxe et al., 2014a). Se ha demostrado que son capaces
de establecer estructuras mas complejas con la interaccion de dos o mas
proteinas formando homodimeros, heterodimeros e incluso establecer
mosaicos de interacciones entre GPCRs (Fuxe et al., 2010). La formacién de
estas estructuras en el cerebro permite que la sefalizacion tome vias alternas a
las que tomaria el protdmero como una unidad individual conduciendo a

cambios en el reconocimiento de los agonistas, la senalizacion y el trafico de



receptores a través de mecanismos alostéricos (Jordan B y Devi L, 1999; Fuxe,
K et al.,, 2012). Esto provocaria que un unico receptor pueda participar en
diferentes vias de sefalizacion y que multiples farmacos puedan influir de
manera diversa activando cada una de estas vias, esta variabilidad en el
reconocimiento y sefalizacion conduce a una reevaluacion de la eficacia de los
farmacos actuales. Los cambios en las propiedades de sefializacion que
acompanan a la heterodimerizacién podrian dar lugar a una diversidad
farmacoldgica inesperada, que tendria que considerarse para el desarrollo de
compuestos mas selectivos que se dirijan a heterodimeros especificos sin
afectar a los protomeros individuales (George et al, 2002). Pellissier y
colaboradores han demostrado que la activacién de un protdmero es suficiente
para estimular sus proteinas G pero al activar ambos protomeros la eficacia de
la respuesta por el acoplamiento del farmaco es mayor. Con esta posibilidad es
valido sugerir que los farmacos que fueron o estan siendo disefiados a
unidades individuales de GPCR podrian resultar obsoletos comparados con
compuestos bivalentes (Le Naour, M et al., 2013). Ademas, es posible bloquear
la formacion de los dimeros y afectar su funcidn 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 podria resultar efectivo para el tratamiento de la ansiedad y
depresion con posibles efectos sinérgicos si el mismo se dirige a los dimeros
que el receptor de oxitocina (OxTR) puede establecer (Romero-Fernandez et
al., 2013; Terrillon et al., 2003; Diaz-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 permitiria
comprender por completo la fisiologia y fisiopatologia de la ansiedad.

Tomando en cuenta i) que OxTR y el receptor de colecistoquinina B
(CCKB) se co-expresan en areas del cerebro asociados con el miedo y la
ansiedad (Jimenez et al.,, 2015; Katona et al., 2001), ii) la manifestacion de

sintomas secundarios en el tratamiento de la ansiedad con benzodiazepinas y



su estrecha implicacion 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 administracion periférica de CCK-8,
agonista de CCKB, activa la migracion intranuclear de oxitocina en neuronas
hipotalamicas en ratas (Hashimoto et al., 2005). Se ha planteado la hipotesis de
la posible afinidad de los receptores OxTR y CCKB para formar dimeros de
forma constitutiva, esta investigacion pretende establecer evidencias biofisicas
de la formacion del heteroreceptor OXTR/CCKB in vitro. El resultado podria
tener un impacto en la medicina molecular y podria sugerir a esta estructura

como otra posible diana terapéutica para trastornos de ansiedad.

3. Objetivos

3.1. Objetivo General

Identificar la formacion del heteroreceptor oxitocina-colecistoquinina CCKB.

3.2. Objetivos Especificos

1. Evaluar el uso de las células HeLa como modelo para la expresion de los
receptores de oxitocina OxTR y colecistoquinina CCKB.

2. Determinar la localizacion de los receptores OxTR y CCKB en la
membrana citoplasmatica de las células Hel a.

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

de ensayos de proximidad de ligando en el modelo celular.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

1. Antecedentes Investigativos

Los receptores acoplados a proteina G (GPCR) representan una gran
familia de proteinas integrales de membrana que estan codificadas por mas de
800 genes en el genoma humano (Zhang et al., 2006). En base a la similitud de
secuencias de aminoacidos 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,
muscarinico, dopamina, histamina, adrenérgico), receptores peptidicos
(oxitocina, vasopresina, colecistocinina) y rodopsina.

Estos receptores actuan como transductores de sefal al ser capaces de
unir con especificidad y selectividad uno o varios ligandos de origen enddégenos
y exogenos; y responder a esta union mediante un cambio conformacional que
implica su activacion o inactivacion (Mary, S. et al., 2013). Por su localizacién en
la membrana celular, los GPCR reconocen un elevado numero y tipo de sefales
extracelulares incluyendo fotones, iones, moléculas pequefas (entre las que se
encuentran hormonas, neurotransmisores, nucledtidos, lipidos de distinta
complejidad y azucares), péptidos y proteinas. Por ello se ven envueltos desde
procesos tales como el metabolismo celular, la secrecion, la diferenciacion y
crecimiento celular, la respuesta inmuno-inflamatoria y la neurotransmision,
entre otras; consolidandose como blancos terapéuticos para diversas

patologias.
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Figura 1. Representacion esquematica 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 aminoacidos y estructura secundaria del receptor muscarinico M3
humano. La familia A incluye entre otros a los receptores aminérgicos (serotonina,
muscarinico, dopamina, histamina, adrenérgico), receptores peptidicos (oxitocina,
vasopresina, colecistocinina) y rodopsina. La arquitectura estructural de los GPCRs es
altamente especifica y se caracteriza por estar formada por a-hélices que atraviesan la
membrana siete veces y que estan conectadas a través de bucles intracelulares y
extracelulares. Cuando se pliegan correctamente, los dominios extracelular e
intracelular forman sitios activos muy especificos para la unién de ligandos y de las
proteinas G, respectivamente. La orientacién 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-funciéon de la proteina. Figura adaptada de Borroto-Escuela y colaboradores
(Borroto-Escuela, Correia, et al., 2011).

En el afio de 1999, Jeffery C. proponia la importancia del estudio de la
plurifuncionalidad de ciertas proteinas, el paradigma que un gen equivale a una
proteina y esta a su vez a una funcion desaparecio y tras ello el entendimiento
de la sefnalizacion a través de los GPCR se facilité. En el modelo clasico de
senalizacion de GPCR, la estimulacion de sus siete dominios transmembrana



conduce a la activacién de proteinas G heterotriméricas, que se disocian en las
subunidades (- y BY (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 senalizar no solo a través de proteinas G sino también
a través de las proteinas denominadas b-arrestinas produciendo efectos
bioquimicos 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 regulaciéon cruzada entre GPCR (Hur E, y Kim K. 2002)
dificultando el disefio de drogas tomando en consideracion que en dependencia
del ligando que active al receptor, éste podria provocar que un mismo GPCR

tome una u otra via de sefalizacion (Galandrin, Oligny-Longpré y Bouvier.

2007).
:
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Figura 2. Representacion esquematica de la uniéon de ligandos al receptor y las
principales vias activadas por diferentes proteinas G. La gran cantidad de



receptores de membrana acoplados a proteinas G efectuan su sefalizacion a través de
limitados efectores intracelulares, en rojo se indica los puntos de deteccién de los
ensayos de alto impacto comunmente utilizados: union a GTPyS, deteccién de cAMP,
deteccion de IP3 / IP1 y expresion de Ca2. Figura adaptada de Zhang, R., y Xie, X.
(2012).

La plurifuncionalidad de los GPCR incrementd cuando se establecié que
dos receptores opioides completamente funcionales, los subtipos K y d, se
asocian entre si, resultando en la generacion de un receptor heterodimérico
(Jordan B y Devi L, 1999) que es capaz de potenciar y diversificar la senal de
transduccion con una unién del ligando con propiedades funcionales distintas
de las de cualquiera de los receptores por separado. El agonista selectivo de
este dimero se une sinérgicamente e induce respuestas funcionales aun
mayores en el organismo, la actividad biolégica de una droga dirigida a esta
estructura seria superior a cualquiera que se una independientemente a los
receptores. Fuxe y colaboradores (2010) demostraron que los GPCR son
capaces de formar dimeros (homodimeros y heterodimeros) e incluso
establecer mosaicos de interacciones formando estructuras aun mas 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 heterodimerizacién ocurre desde la sintesis de los
GPCR en el reticulo endoplasmatico (Van Craenenbroeck et al., 2011). Sin
embargo, la heterodimerizacion puede también inducirse por la union 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 heterodimero es la mas activa (Rocheville et al. 2000).
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Figura 3. Conformaciones de los GPCRs en la superficie celular. Evidencias
experimentales han demostrado que los GPCRs no solo se encuentran en forma de
monoémeros en la superficie celular, sino que también son capaces de interactuar con
otros protomeros para formar homodimeros y heterodimeros (Fuxe et al., 2014b).
Recientemente, se ha confirmado que los GPCR tienen la capacidad de formar
oligbmeros (mas de dos protomeros, por ejemplo, oligdmeros de mGIuR5-A2AR-D2R
(Cabello et al., 2009)). Figura adaptada de Fuxe y colaboradores (Fuxe et al., 2014b).

La formacion de estas estructuras permite una interaccién entre los
receptores implicados que provocan una regulacion conformacional y funcional
(Damian, M et al., 2006) aumentando la sefalizaciéon del dimero e
incrementando la respuesta celular o inhibiendo la funcién del otro protémero y
afectando a otros procesos metabdlicos (Fuxe, K et al., 2012). La activacion de
un protdmero en un dimero es suficiente para estimular las proteinas G
(Pellissier et al., 2011). Sin embargo, la eficacia del acoplamiento es mayor
cuando se activan ambos protomeros. AbdAlla et al., (2000) mediante
heterodimeros estables del receptor de angiotensina AT1 y AT2 en células P-12,
fibroblastos y tejido miometrial; demostr6 como AT2 antagoniza la funcién de
AT1, por esta razdn una droga dirigida a AT2 estaria reprimiendo la funcién de
AT1 y viceversa. Sin embargo, conociendo la formacion de esta estructura y la

naturaleza de su regulacién es posible bloquear la formacién de los dimeros y
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afectar su funcién 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 funcion del otro protomero. Por este motivo, en los ultimos
afnos la investigacion de estas estructuras se ha ido propagando cada vez mas,
el potencial terapéutico de dimeros u oligbmeros de GPCR es amplio
permitiendo una respuesta celular mas estable con el uso de compuestos
bivalentes (Le Naour, M et al., 2013) que la producida por aquellas drogas que
modulan a un unico receptor. Muchos trastornos neuropsiquiatricos son
atribuidos a alteraciones especificas en los dimeros en el cerebro y un
tratamiento eficaz requeriria la accién sobre los mismos (Fuxe, K et al., 2014b).
En regiones como la amigdala, el hipotdlamo, nucleo rafe y el nucleo
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
(Diaz-Cabiale et al., 2000) o el receptor beta-adrenérgico (Wrzal et al., 2012).
Estos neurotransmisores estan involucrados independientemente en la
respuesta de la ansiedad fisiologica (Pagani et al., 2015) que es una respuesta
innata del organismo, con un valor obvio para la propia supervivencia, ante
estimulos que el individuo reconoce como dafinos y que podrian afectar la
integridad del individuo. La informacion es recogida y transmitida por estos
receptores al nucleo accumbens y al nucleo amigdalino centro medial donde las
respuestas hormonales y autondmicas 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 dimeros, la
sobreestimaciéon del grado de peligro y la infravaloracion de las propias
capacidades de enfrentamiento pueden convertir a ésta respuesta en patoldgica
y a través de sintomas fisicos, psicolégicos y conductuales, deteriorando

significativamente la salud del individuo (Viveros et al., 2005).
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La oxitocina (OX) desempefia un importante papel en la sociabilidad y la
regulacion de la ansiedad tanto en seres humanos como animales (Neumann,
2008). Su administracion reduce la actividad de la amigdala y tiene un efecto
positivo en pacientes con estrés postraumatico (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
interaccion del sistema oxitoninérgico con otros neurotransmisores hace que su
activacion afecte diversos procesos fisioldgicos. Asi, Neumann et al., (1994)
sugiere que existen trastornos alimenticios relacionados con la ansiedad e
implicados con OX. Antagonistas de OxTR revierten los efectos anorexigenos 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 secrecidn de acido gastrico, estimula la contraccion de la vesicula biliar, la
relajacion del esfinter de Oddi y modula la secrecion de insulina (Izumi et al.,
1996; Berna M, y Jensen R. 2007) se podria sugerir la posible interaccion entre
ambos sistemas pero no necesariamente a nivel de proteina. La CCK es uno de
los péptidos intestino-cerebrales de interés en la actualidad. Su forma mas
abundante en el cerebro es el fragmento de octapéptido sulfatado C-terminal
CCK-8 (Figura 4), que interactua con la misma afinidad con ambos subtipos de
receptores CCKA y CCKB (Landgraf, R 2005). Estos receptores son capaces de
formar homodimeros y heterodimeros entre si (Cheng, Z et al.,, 2003). La
administracion de CCK-8 provoca la activacion 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 liberacién de Ca2+ del

reticulo endoplasmico, que a su vez junto con DAG activara la proteina quinasa
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C (PKC) (Dufresne, Seva, y Fourmy. 2006). La activacion de CCKB en regiones
como el cuerpo estriado y la sustancia negra beneficia los sintomas de
ansiedad y regula el comportamiento anti-exploratorio en ratas (Koks S et al.,
2000) ademas elimina déficits conductuales e hipertemia inhibiendo el dafio
dopaminérgico celular inducido por drogas (Di Wen et al., 2016). Ademas, la
administracion periférica de CCK-8 activa la migracién intranuclear de OX en
neuronas hipotalamicas en ratas (Hashimoto et al., 2005). Sin embargo, la
administracion local de CCK-8 directamente en la amigdala produce hiper-
ansiedad (Frankland et al., 1997).
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Figura 4. Formas moleculares de la colecistoquinina CCK. La figura muestra las
formas moleculares de la colecistoquinina. La forma mas 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 mas cortos como CCK-5 y CCK-4.
Todas estas formas dotadas de actividad biolégica (Andreu D, 1997).

La relacion entre los sistemas OX-CCK vy los trastornos de ansiedad van mas

alla, pues en el tratamiento de esta patologia es comun el uso de opioides y
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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 farmacolégicos
de los opioides mientras que los agonistas lo atentan (Andreu D, 1997). En el
tratamiento con opioides existen diversos efectos secundarios dentro de los que
podemos mencionar vomitos, diarreas, estrefiimiento, pérdida de apetito, etc. La
relacion 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 biofisicas de la formacion del heteroreceptor OXTR/CCKB
son el punto de partida para el diseiio de nuevas terapias contra la ansiedad.
Una evidencia importante son las imagenes obtenidas con técnicas de
inmunofluorescencia que han permitido establecer interacciones entre otros
sistemas. Anteriormente se ha demostrado un alto grado de colocalizacion del
receptor de adenosina A1 y el receptor de dopamine D1 en fibroblastos vy
células corticales co-transfectadas pero una baja colocalizacion del receptor D2
(Gines et al., 2000). El hecho de que estos receptores colocalizen no sugiere
que exista una interaccion entre ambos pero si otorga un acercamiento mas
profundo al nivel de relacidon entre dichos sistemas. Con el fin de evidenciar la
formacion del heteroreceptor es imprescindible el uso de técnicas mas
especificas 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 energia
de resonancia entre fluoréforos (FRET) que es de hasta ~10 nm (Trifilieff, P et
al., 2011). El PLA permite la deteccidn de dos regiones especificas de proteinas
individuales o complejos proteicos inmunomarcados con anticuerpos primarios y
luego con diferentes anticuerpos secundarios especificos conjugados con
oligonucledtidos complementarios (Fredriksson, S et al., 2003). Cuando dos
moléculas de anticuerpo estan 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 validacion in situ de la proximidad molecular de dos proteinas
endogenas y por ende de la formacién del heteroreceptor (Pertwee, R. G. 2008;
Bart, G et al., 2015). Posteriores ensayos bioquimicos permitirian establecer la

naturaleza de la interaccion en el dimero en caso de encontrarse.
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Figura 5. Esquema de la deteccion de interacciones de proteinas por PLA. El
ensayo de proximidad de ligando es una inmunotécnica que permite la deteccion,
visualizacién y cuantificacion de interacciones proteina-proteina en tejidos o células in
situ. Después de la incubacion con anticuerpos primarios, se incuba los anticuerpos
PLUS y MINUS (A). Se afiade la ligasa para hibridan los oligos conectores y completar
el circulo de ADN (B). Amplificacion de circulo rodante (C). Hibridacién de los
oligonucledtidos marcados con fluorescencia para deteccion de sefal (D). Las
principales ventajas de PLA en comparacién con otras técnicas es la posibilidad de
detectar interacciones proteina-proteina con resoluciéon subcelular en secciones de
tejido nativas o células mediante microscopia. Esto puede ser particularmente
importante en investigacion sobre el cancer, estratificacién de pacientes y estudios de
biomarcadores (Duolink® PLA Resource Center).

La ansiedad y depresion representa uno de los problemas de salud
publica mas grave en la actualidad. Se estima que cada ano mas de 300
millones de personas en todo el mundo sufren algun episodio de ansiedad vy
depresion grave. Segun datos de la OMS, entre 1990 y 2013, este numero de
afectados se incrementé en un 50%, llegando alrededor de 615 millones, una

cifra cercana al 10% de la poblacion mundial.
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Al demostrar la formacion del heteroreceptor OxXTR/CCKB es posible
sugerir que el papel ansiolitico y antidepresivo mediado por OX en parte es
regulado por CCKB debido a que éste modula alostéricamente a OxTR en la
formacion del dimero, asi en un futuro se podria optimizar la terapéutica al
dirigir nuevas drogas a ésta estructura.

2. Hipétesis
2.1 Formacioén del heteroreceptor OXTR/CCKB

Hipoétesis Nula
No existe la formacién del heteroreceptor OXTR/CCKB in vitro.
Hipoétesis Alternativa

Existe la formacion del heteroreceptor OXTR/CCKB in vitro.

2.1. Senalamiento de variables de la hipotesis

» Transformacion con plasmidos de interés.
* Transfeccion de plasmidos en células Hel a.

» Expresién de los receptores en la membrana de células Hela.

Colocalizacion de los receptores in vitro en células Hel a.

* Ensayos de proximidad de ligando
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

1. Materiales

Se emplearon células de cancer 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 sulféxido
(DMSO). Para la purificacion de ADN se utilizd 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 6ptimas de

fijacion, bloqueo vy titulacion.

2. Métodos

2.1. TRANSFORMACION EN ESCHERICHIA COLI DH5a

Los plasmidos pcMV6-OxTR-GFP y pcDNA3.1-CCKB-YFP que contienen
las secuencias que codifican para los receptores de interés fueron introducidos
en E. coli DH5a segun las recomendaciones de la casa comercial (Invitrogen,
USA). Principalmente, en un vial de 1.5 ml se mezclaron 50 pl de E. coli DH5a y
10 ng de ADN plasmidico y se incubé por 30 minutos en hielo. Para la
internalizacién de los plasmidos se realizé un choque térmico a 42°C por 30

segundos, seguido de una incubacion de 3 minutos en hielo. Para la
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amplificacion del gen de seleccién, se adicionaron 250 uyl de medio Luria Bertani
(LB) (10 g de NaCl, 10 g de peptona y 5 g de extracto de levadura) y se incubd
a 37°C y 300 rpm por 1 hora. En placas Petri con agar LB y antibiético de
seleccién a 100 pg/ml (kanamicina) se inocularon 200 pl del cultivo y con un asa
de siembra se extendio el inéculo a lo largo de la superficie del agar hasta su

completa distribucion. Las placas se incubaron a 37°C por 24 horas.

2.2 EXTRACCION Y PURIFICACION DE ADN PLASMIDICO

Se inoculé una colonia aislada de E. coli DH5a transformada con los
plasmidos de interés en 5 ml de medio LB con 100 pg/ml de kanamicina y se
incubo por 6 horas a 300 rpm y 37°C. Al cabo de las 6 horas, se incularon los 5
ml en 250 ml de medio LB con 100 ug/ml de kanamicina y se incub6 toda la
noche a 300 rpm y 37°C.

Transcurrida la incubacion se centrifugé el cultivo a 3000 rpm y 4°C por 10
minutos, el pellet resultante se resuspendié en tampon de homogeneizacion (25
mM Tris-HCI, pH=8.0, 50 mM glucosa, 100 yg/ml de RNAasa y 1% lisozima)
utilizando un agitador (Labnet, USA) y se incubd 30 minutos en hielo. Después
se anadieron 5 ml de tampédn de lisis (0.2 M NaOH y 1% de SDS), la mezcla se
incubd por 5 minutos en hielo sin agitacion. Para detener la hidrolisis, se
agregaron 5 ml de tampdén de neutralizacion (3M NaC2H3O2, pH=4.8) y se
mezclé de forma suave seguido de una centrifugacion a 10000 rpm por 10
minutos a 4°C. Los plasmidos presentes en el sobrenadante se precipitaron con
isopropanol y se centrifugaron a 16590 rpm por 1 hora a 4°C. El pellet se lavd
con 10 ml de etanol al 70% frio y fresco y se centrifugd nuevamente en las
condiciones indicadas anteriormente. Transcurrida la centrifugacién se eliminé
el sobrenadante, los restos de etanol se eliminaron por evaporacion en una
camara extractora de gases. El pellet se resuspendié en 200 ul de buffer TE1X
(10 mM tris-HCI, pH=8.0, 0.01 mM EDTA). Una vez aislado el ADN plasmidico,
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se purificaron utilizando un kit comercial (PureLink Quick plasmid miniprep Kit)
segun recomendaciones de la casa comercial (Invitrogen, USA).

Para evaluar la pureza y cantidad del ADN plasmidico obtenido se determiné la
absorbancia de las muestras a 230, 260 y 280 nm utilizando un
espectrofotometro (Nanodrop 2000, USA).

2.3 ELECTROFORESIS DE ADN EN GEL DE AGAROSA

La integridad del ADN plasmidico purificado se evalu6 mediante una
electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1% (p/v en tampon TAE1X) con
0.01% (v/v) de SyberSafe (Invitrogen, USA). Especificamente, se afiadieron 100
ng de ADN plasmidico a 1 yl buffer de carga de ADN 6X (Sigma Aldrich, USA).
Como marcador de peso molecular se utilizd High DNA mass leader 1-10 kb
(Invitrogen, USA). La electroforesis se realizé a 80V por 40 minutos. Para
observar las bandas correspondientes al ADN plasmidico se utilizé el sistema
de foto documentaciéon ChemiDoc™MP (Bio-Rad, USA).

2.4 CULTIVO CELULAR Y CRIOCONSERVACION

Las células HeLa (ATCC®CCL-2™) fueron cedidas amablemente por la
Dra. Mileidys Pérez Alea del Grupo de investigacion de Modelos Animales y
Cancer de la Fundacion Institut de Recerca Hospital Vall d'Hebron, Barcelona,
Espafa. Se utilizaron medios DMEM (Gibco™) suplementados con 100 U/ml
penicilina, 100 ug/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 atmésfera humeda.

Se mantuvo un stock de células crioconservadas en la atmosfera de
nitrégeno liquido (-196°C) suspendidas en medio de criocongelacion (90% FBS
y 10% de Dimetilsulfoxido) (DMSO), segun las recomendaciones de la casa

comercial (American Type Culture Collection, Manassas, USA).
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2.5 TRANSFECCION DE PLASMIDOS EN CELULAS HELA

Las células HelLa 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
plasmidos de OxTR-GFP y CCKB-YFP independientemente, empleando el
reactivo Lipofectamina™2000 segun las recomendaciones de la casa comercial
(Invitrogen, USA). Se empled una relacion ADN/Lipofectamina™2000 de 1:2.
Basicamente, se incubaron con 1 uyg de ADN en 50 pl de medio DMEM sin
complementos y 2 ul de Lipofectamina™2000 en el mismo volumen de medio
por 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se mezcld el ADN sobre
la lipofectamina y se incubé a temperatura ambiente por 20 minutos. La
solucién se afadié a las células en crecimiento para su posterior incubacién por
48 horas. Al cabo de este tiempo se comprobd la correcta expresion de los
receptores marcados con las proteinas fluorescentes a través de un

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

2.6 ENSAYOS DE COLOCALIZACION

Las células HelLa se co-transfectaron con los plasmidos de OxTR-GFP y
CCKB-YFP empleando el reactivo Lipofectamina™2000 segun lo descrito
anteriormente. Al cabo de 48 horas de incubacion las células se lavaron 3 veces
con tampodn fosfato salino (PBS1X) y se fijaron a la superficie del cubreobjetos
con 1 ml de paraformaldehido 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).
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2.7 ENSAYO DE PROXIMIDAD DE LIGANDO PLA

Las células HelLa fueron cultivadas y co-transfectadas sobre
cubreobjetos en placas de 6 pocillos en las condiciones descritas anteriormente
pero utilizando sélo 0,5 pg de cada plasmido 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 fijacién con Glicina 20 mM en PBS1X por 10 minutos. La membrana celular
se permeabilizé para una mejor union de los anticuerpos por 10 min con buffer
de permeabilizacién (Glicina 20 mM, 0,5% Triton X-100 en PBS1X, pH 7,4). Se
utilizé el kit de PLA Duolink®proximity ligation assay(PLA®) por lo que se
bloquearon las interacciones celulares con la solucion de bloqueo del kit por 1
hora. Transcurrido el tiempo, se incubaron los cubreobjetos con anticuerpos
primarios goat anti-OxTR y rabbit anti-CCKB (dilucién 1:250) en agitacién a 4°C
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 37°C con ligera agitacién y evitando su
evaporacion. 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 ligacién
1X adicionando ligasa 1:40. Los cubreobjetos se incubaron por 30 minutos a
37°C con ligera agitacién. Al finalizar la incubacion, se realizaron 2 lavados de 5
minutos con buffer A y se incubaron con 100 ul de buffer de amplificacion 1X
que contiene 1:80 de polimerasa. Los cubreobjetos se incubaron por 100
minutos a 37°C con ligera agitacion. 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 ultimo,
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

21


https://www.sigmaaldrich.com/life-science/cell-biology/antibodies/duolink-and-pla-technology.html

(DAPI, Invitrogen, USA). Las muestras se observaron en un microscopio de

fluorescencia Leica DMi8 (Leica Microsystems, Alemania).

2.8 ESTADISTICA Y PRESENTACION DE LOS RESULTADOS

Los resultados se presentan a través de imagenes de microscopia de
fluorescencia Leica DMi8 (Leica Microsystems, Alemania). Todas las muestras
fueron observadas con el microscopio de inmersion utilizando una
magnificacion total de 630X y los filtros DAPI (489-513 nm), GFP (475-509 nm)
y YFP (514-527 nm) en un unico plano z. El numero de muestras (n) se indica

en cada condicion experimental en los pies de figura.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Analisis y discusion de los resultados

La inserciéon en E. coli DH5a de los plasmidos pcMV6-OxTR-GFP y
pcDNA3.1-CCKB-YFP que contenian las secuencias que codifican para los
receptores OxTR y CCKB se comprobd con el uso de ampicilina y kanamicina
como antibidticos de seleccion. Como se esperaba, el crecimiento bacteriano se
hizo presente unicamente 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 confirmé la eficacia de los antibiéticos utilizados. Esto
facilitd, sin duda, la seleccion de una colonia aislada para la reproduccién del
vector asegurandonos que el plasmido sea el de interés y permitiéndonos

emplear los recursos necesarios en su purificacion.

A pesar de que las células eucariotas son un modelo celular bien
caracterizado para el estudio de proteinas recombinantes, se ha descrito que
las diferentes condiciones experimentales pueden alterar significativamente la
expresion de las proteinas de interés. Por ello, en este trabajo se comprobé el
uso de células HeLa como modelo para la expresion de los receptores de
oxitocina y colecistocinina B marcados con fluorescencia. Las células HelLa sin
transfeccion o transfectadas de forma independientes con los plasmidos
OxTRGFP o CCKBYFP fueron incubadas por 48 horas, y al cabo de este tiempo, a
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través de la técnica de microscopia de fluorescencia se evalud la expresion de

los receptores.
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Figura 6. Expresion de receptores de oxitocina marcados con fluorescencia en la
membrana citoplasmatica de células HeLa. A) Células sin transfectar tratadas con
el reactivo de transfeccion (control), escala=10 ym. B) La figura muestra la expresién
transciente de los receptores de oxitocina marcados con proteinas fluorescentes
GFP (verde), escala=20 pm. C) Magnificacion de B, donde flechas sefalan la
expresion de los receptores en la membrana celular, escala=70 ym. Los nucleos
fueron tefidos con DAPI (azul). Las imagenes son representativas de tres
experimentos realizados de forma independiente. Las imagenes fueron adquiridas en
un solo plano z.

Los resultados obtenidos en células que no fueron transfectadas con los
plasmidos, y que solo fueron tratadas con el reactivo de transfeccion, las
mismas que se utilizaron como control, muestran que no existe una
considerable auto-fluorescencia en el espectro del color verde (Figura 6A).
Ademas, la tincién con DAPI de los nucleos de las células permitié revelar la
integridad de la célula al no encontrar nucleos apoptéticos. Las células
transfectadas con cADN-OxTRCGFFP mostraron una especifica e intensa sefal
fluorescente principalmente a nivel de membrana celular (Figura 6B y 6C), lo
que indica la correcta expresion del receptor en la membrana citoplasmatica.

Las células que fueron transfectadas con cADN-CCKBYFP manifestaron el
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mismo comportamiento y se observd que la mayoria de los receptores se
localizaron en la superficie celular (Figura 7B y 7C). Esto ratifica la integridad de
los plasmidos tras no encontrar presencia de inserciones, deleciones,
sustituciones o corrimiento del marco de lectura que pudieran afectar la correcta

expresion.

A) Hela (contral) C) f«'.xgnif'v:.lacu

Figura 7. Expresion de receptores de colecistoquinina marcados con
fluorescencia en la membrana citoplasmatica de células HelLa. A) Células sin
transfectar tratadas con el reactivo de transfeccion (control), escala=10 ym. B) La
figura muestra la expresidn transciente de los receptores de colecistocinina
marcados con proteinas fluorescentes YFP (verde), escala=20 ym. C) Magnificacion
de B, donde flechas sefialan la expresion de los receptores en la membrana celular,
escala=70 um. Los nucleos fueron tefidos con DAPI (azul). Las imagenes son
representativas de tres experimentos realizados de forma independiente. Las
imagenes fueron adquiridas en un solo plano z.

En trabajos anteriores en nuestro grupo de investigacién se habian
obtenidos resultados que mostraban una considerable porcion de receptores en
el citoplasma celular lo que apuntaba la necesidad de estandarizar el protocolo
de transfeccion (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 trafico e insercion de las proteinas en la membrana celular. Por
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todo ello, podemos concluir que en las condiciones experimentales utilizadas
las células HelLa son un buen modelo celular para la expresion transciente de
receptores marcados con proteinas fluorescentes.

Posteriormente, el modelo fue utilizado para realizar las transfecciones
dobles. Los resultados indican que las células Hela co-transfectadas con
OxTRGEFP (Figura 8A) y CCKBYFP (Figura 8B) expresan correctamente ambos
receptores en la membrana celular. Se debe sefalar que cuando se
incrementan cantidades de ADN se comienza a observar sefial fluorescente en
el citoplasma de las células, que podria corresponder a receptores que han
quedado atrapados en la maquinaria de biosintesis proteica producto del estrés
inducido por la expresion heterdloga de los receptores. No obstante, esta sefial
intracelular no afecta el analisis de co-localizacion que se realizé sobre los
receptores presentes en la membrana celular, los cuales representan la mayor
porcion de proteinas marcadas con fluorescencia.

Los resultados de las superposiciones de los espectros de emision de los
fluoréforos en las células HelLa que co-expresaron el OxTRGFP y CCKBYFP
indicaron que las proteinas marcadas con fluorescencia fueron capaces de
colocalizar en algunas regiones de la membrana citoplasmatica (Figura 8C y
8D). La formacion de zonas de color amarillo/naranja producto de la
superposicion de los espectros de emision del OxTR marcado con la proteina
fluorescente GFP (verde) con el CCKB marcado con proteina fluorescente YFP
(rojo) podria sugerir la formacién del heteroreceptor OXTR/CCKB.

Aunque los experimentos de co-localizacion han aportado las primeras
evidencias que sugieren la formacién del heteroreceptor OXTR/CCKB se debe
tener en cuenta las limitaciones de esta técnica. Una porcién de la co-
localizacion podria deberse a la cercania del espectro de emision de los
fluoréforos utilizados. Sin embargo, en todos los experimentos realizados se
comprobd que no existe un cien por ciento de co-localizacion y se observaron
zonas independientes de color verde (OxTR), de color rojo (CCKB) y de color

amarillo/naranja (interaccion fisica de los receptores) (Figura 8D).
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A) OXTR™FT B) CCKBR™ ¥ C) Supemposicidn | D) Magnificacion

Figura 8. Co-localizacion de los receptores de oxitocina y los receptores de
colecistocinina B en la membrana citoplasmatica de células HeLa que co-
expresan ambos receptores. A) La figura muestra la expresién transciente de los
receptores de oxitocina marcados con proteinas fluorescentes GFP (verde) en células
HelLa que co-expresan OxTRGFP y CCKBYFP. B) La figura muestra la expresion
transciente de los receptores de colecistocinina B marcados con proteinas
fluorescentes YFP (rojo) en células HelLa que co-expresan OxTRGFP y CCKBYFP. C) La
formacion de zonas de color amarillo/naranja indican la co-localizacion de los
receptores de oxitocina marcados con proteinas fluorescentes GFP (verde) con los
receptores de colecistocinina B marcados con proteinas fluorescentes YFP (rojo). D)
Magnificacion de C, donde las flechas indican la co-localizacién de los receptores en
algunas regiones especificas de la membrana citoplasmatica 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 imagenes son
representativas de tres experimentos realizados de forma independiente. Todas las
imagenes fueron adquiridas en un solo plano z, escala=10 pym.

Por lo antes expuesto fue necesario comprobar la formacién del
heteroreceptor mediante otra técnica con un principio diferente. Para ello, se
utilizé el ensayo de proximidad de ligando (PLA, proximity ligation assay).
Actualmente, el PLA es una novedosa herramienta que se basa en la
interaccion especifica de antigeno-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 observd ninguna sefal especifica (Figura 9), los hallazgos obtenidos
muestran puntos de amplificacion bien claros, definidos y especificos que
confirman in vitro la formacion del heteroreceptor OXTR/CCKB en las células
HelLa (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) Magnificacion de A, donde se observa que no hubo amplificaciones inespecificas en
el ensayo de proximidad de ligando. Las imagenes son representativas de tres
experimentos realizados de forma independiente. Todas las imagenes fueron
adquiridas en un solo plano z, escala =30 ym, magnificacion 630X.

28



A} OxTR-CCKBR

Figura 10. Ensayos de proximidad de ligando. Células co-transfectadas con
OxTRGFF y CCKBYFF A) La figura muestra que la mayoria de las células del campo son
positivas B) Magnificacion de A, donde las flechas indican la formacion de puntos de
amplificacion que confirman la formacién del heteroreceptor OxTR/CCKB. Las
imagenes son representativas de tres experimentos realizados de forma independiente.
Todas las imagenes fueron adquiridas en un solo plano z, escala =30 um,
magnificacion 630X.

La formacion de homodimeros, heterodimeros y mosaicos de
interacciones en el cerebro, asi como la regulacion alostérica que tiene lugar en

la interaccion receptor-receptor dentro de estos complejos macromoleculares
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abren una nueva vision para comprender la fisiologia y fisiopatologia de estos
trastornos mentales. De hecho, estas estructuras representan importantes
dianas terapéuticas para el tratamiento de estas patologias (Fuxe et al., 2014a;
Fuxe et al., 2014b). Por ello, describir la formacion de nuevos heteroreceptores
podria 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 interaccion fisica entre OxTR y CCKB, lo que sugiere la formacién del
heteroreceptor OXTR/CCKB. Con ello, se confirma la capacidad del receptor de
oxitocina de establecer heterodimeros con otros miembros de la familia A de
receptores de membrana acoplados a proteinas 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 formacion de estructuras aun mas
complejas in vivo, pero hacen un acercamiento mayor al entendimiento de la
fisiologia y fisiopatologia de la ansiedad y el miedo. Estos avances en la
biologia estructural de los GPCR aumentan significativamente las posibles
dianas terapeuticas a las cuales dirigir la accién de los farmacos. 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 formacién del heteroreceptor
OxTR/CCKB podria existir una regulacién alostérica negativa. A través de este
hallazgo se puede disefar la sintesis de un ligando bivalente que se una a
ambos receptores potenciando su valor terapeutico. En el afo 2013, Le Naour y
colaboradores formularon un potente analgésico dirigido a los receptores p-

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
pequenos péptidos de interferencia que bloqueen las interacciones entre estos
receptores con el fin de aumentar la respuesta ansiolitica de OxTR ayudando
significativamente a personas que padezcan trastornos severos de ansiedad en
dependencia de drogas, desordenes alimenticios o miedo en general. De esta
manera el farmaco empleado tendria un efecto antidepresivo mas efectivo y
actuaria mas rapidamente que los utilizados actualmente. Sin embargo, es
indispensable corroborar los resultados a través de técnicas y modelos de
experimentacion que brinden evidencias mas contundentes acerca de la

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

2. Verificacion de hipétesis

Formacién del heteroreceptor OXTR/CCKB

Hipoétesis Nula

No existe la formacion del heteroreceptor OXTR/CCKB in vitro.
Hipétesis Alternativa

Existe la formacion del heteroreceptor OXTR/CCKB in vitro.

Una vez concluidos los ensayos de expresion transciente, colocalizacion y PLA
de los receptores de interés, se determiné que OxTR y CCKB colocalizan e
interactuan en ciertas areas de la membrana celular. Por lo tanto, se acepta la
hipotesis alternativa que indica que existe la formacion del heteroreceptor
OxTR/CCKB.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1. Conclusiones

1. En las condiciones experimentales empleadas las células HeLa son un
modelo celular para la expresidon heterdloga de los receptores de oxitocina y

colecistoquinina B marcados por proteinas 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 formacion del
heteroreceptor OxXTR-CCKB.

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

receptor de colecistocinina B co-expresados en células HelLa se encuentran
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lo suficientemente cercanos para interactuar de forma fisica y establecer el
heteroreceptor OXxXTR-CCKB.

2. Recomendaciones

Corroborar la formacién del heteroreceptor OxTR/CCKB mediante otras
técnicas empleadas en el estudio de las interacciones receptor-receptor y que
se basan en otros principios quimico-fisico como los ensayos de transferencia
de energia de fluorescencia de Forster (FRET), transferencia de energia de

bioluminiscencia (BRET) o la co-inmunoprecipitacion.

La formacion del heteroreceptor OXTR/CCKB sugiere que podria existir una
regulacion alostérica entre ambos receptores por lo que se recomienda
continuar con ensayos con L- 365,260 antagonista de CCKB, segundos
mensajeros o0 genes reporteros; que permitan dilucidar la naturaleza de la
regulacion que tiene lugar en la interaccion de éstas proteinas de tanta

relevancia terapedutica.
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