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 RESUMEN 

 

Los trastornos de ansiedad y depresión representan las patologías mentales de 

mayor prevalencia en la población por lo que constituyen un serio problema de salud 

pública a nivel mundial. En la actualidad se ha descrito que tanto la formación de 

homodímeros y heterodímeros como la regulación alostérica que tiene lugar entre los 

protómeros implicados en las interacciones receptor-receptor representan importantes 

dianas terapéuticas para el tratamiento de enfermedades mentales.  

 

La presente investigación se basó en demostrar la interacción física entre el 

receptor de oxitocina (OxTR) y el receptor serotonina 5-HT1A (5-HT1AR). Los 

resultados obtenidos mostraron la expresión de los receptores OxTR-GFP y 5-

HT1AR-YFP en la membrana citoplasmática de células HeLa. Además, se demostró 

a través de una técnica con fundamento biofísico que estos receptores colocalizan en 

zonas discretas de la membrana celular así mismo, el tratamiento de células HeLa 

que coexpresan ambos receptores con un agonista específico de 5-HT1AR (8-OH-

DPAT, 10nM) induce la internalización del OxTR.  

 

Los resultados obtenidos indican la formación de un heterodímero OxTR/5-

HT1AR y sugieren que existe una regulación alostérica positiva en la interacción 

receptor-receptor, por lo tanto este heteroreceptor podría constituir una diana 

terapéutica para trastornos de ansiedad y depresión. 

 

Palabras claves: Oxitocina, Serotonina, Receptor de oxitocina, Receptor de 

serotonina, Interacción receptor-receptor, Heteroreceptor, Regulación alostérica, 

Ansiedad. 
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ABSTRACT 

 

Anxiety and depression disorders represent the mental pathologies of higher 

prevalence in the population making it is a serious public health problem worldwide. 

It has now been reported that both homodimer and heterodimer formation and 

allosteric regulation occurring among the protomers involved in receptor-receptor 

interactions represent important therapeutic targets for the treatment of mental 

illness. 

 

The present investigation was based on demonstrating the physical interaction 

between the oxytocin receptor (OxTR) and the serotonin 5-HT1A receptor (5-

HT1AR). The results show the expression of OxTR-GFP and 5-HT1AR-YFP 

receptors in the cytoplasmic membrane of HeLa cells. In addition, it is demonstrated 

through a technique with the biophysical basis that these receptors colocalize in the 

discrete zones of the cell membrane as well, the treatment of HeLa cells that 

coexpress both receptors with a specific agency of 5-HT1AR (8-OH- DPAT, 10nM) 

induce the internalization of OxTR. 

 

The results indicate the formation of an OxTR / 5-HT1AR heterodimer and suggest 

that there is a positive regulation in the receptor-receptor interaction, therefore this 

heteroreceptor may constitute a therapeutic target for anxiety and depression 

disorders. 

 

Key words: Oxytocin, Serotonin, Oxytocin receptor, Serotonin receptor, Receptor-

receptor interaction, Heteroreceptor, Allosteric regulation, Anxiety
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INTRODUCCIÓN 

 

La Organización Mundial de la Salud estima que cada año más de 300 

millones de personas a nivel mundial experimentan episodios de ansiedad, y que 

entre el 10-15% de la población mundial ha experimentado algún tipo de trastornos 

de ansiedad durante su vida (Wittchen et al., 2011). Esta patología se ha convertido 

en un serio problema a nivel mundial, por lo que se ha hecho necesario explorar 

nuevas estrategias terapéuticas. 

 

En este sentido, los receptores de membrana acoplados a proteínas G 

(GPCRs) representan una diana terapéutica accesible y cuya función juega un papel 

clave en la comunicación celular. Por ello más del 50% de los medicamentos que 

actualmente se comercializan o están en fase de investigación están dirigidos a estas 

proteínas.  

 

Actualmente, es aceptada la teoría de que los GPCRs pueden formar 

homodímeros, heterodímeros y mosaicos de interacciones (interacción entre más de 

dos receptores) en las superficies celulares. Por otro parte, se sabe que puede existir 

regulación alostérica entre los protómeros implicados en la formación de estas 

complejas estructuras. Sin duda, el estudio de la comunicación celular a través de los 

GPCRs abre una nueva forma de comprender la fisiología y fisiopatología de las 

enfermedades mentales.  

 

El neuropéptido oxitocina se ha descrito que juega un papel crítico en la 

regulación de las alteraciones del comportamiento. Al parecer el mecanismo 

implicado en el efecto ansiolítico de la oxitocina podría ser más complejo de lo que 

se ha descrito hasta la fecha, involucrando la interacción física con otros sistemas de 

receptores como el serotoninérgico y en especial el sistema 5-HT1A. 
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CAPITULO I 

EL PROBLEMA 

 

1.1 TEMA DE INVESTIGACIÓN 

 

Formación del heteroreceptor oxitocina-serotonina 5-HT1A: Relevancia de la 

interacción receptor-receptor en el tratamiento de trastornos de ansiedad. 

 

1.2 JUSTIFICACIÓN 

 

Las enfermedades psiquiátricas y trastornos de la conducta representan un 

importante problema de Salud Pública. Se estima que cada año más de 300 millones 

de personas en el mundo sufren algún trastorno de ansiedad y depresión. Según la 

Organización Mundial de la Salud, entre los años 1990 y 2013, el número de 

personas con ansiedad y depresión se incrementó en un 50%, llegando alrededor de 

615 millones de personas afectadas, una cifra cercana al 10% de la población 

mundial (Abellan et al., 2004). 

 

La ansiedad adaptativa o no patológica es fundamental para el manejo normal 

de ciertas situaciones cotidianas que generan estrés, sin embargo cuando los 

mecanismos fisiológicos no responden de manera adecuada o el estímulo supera la 

capacidad de adaptación del individuo, la ansiedad se convierte en patológica. Los 

trastornos de la ansiedad producen un malestar significativo que se manifiesta a 

través de diversos síntomas físicos, psicológicos y conductuales que ocasionan el 

deterioro de la salud de la persona. La depresión suele ser una de las patologías 

comórbidas a los trastornos de ansiedad. 

 

Se ha descrito que varias regiones del cerebro tales como la amígdala, el 

hipotálamo y el núcleo accumbens están involucradas en la modulación de la 

fisiología y fisiopatología de la ansiedad (Ehrlich et al., 2009). La información 

sensorial que procede del medio ambiente es procesada por la amígdala lateral y baso 

lateral y trasmitida al núcleo accumbens y al núcleo amigdalino centro medial donde 
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ocurren una series de respuestas hormonales y autonómicas como respuesta 

fisiológica al estímulo sensorial (Koch et al., 2015). 

Numerosos estudios han demostrado que la oxitocina desempeña un papel 

ansiolítico (Neumann, 2008), así mismo se ha sugerido que el efecto ansiolítico 

regulado por oxitocina resulta complejo y que puede involucrar otros sistemas de 

neurotransmisores, tales como, el dopaminérgico y el serotoninérgico. Respecto a 

este último, se ha demostrado que el sistema de serotonina 5-HT, y en especial el 

receptor 5-HT1A, juega un papel crítico en la etiología y el tratamiento de las 

enfermedades mentales (Dawson & Watson, 2009; Harvey, Naciti, Brand, & Stein, 

2004; Savitz, Lucki, & Drevets, 2009).  

 

La oxitocina y la serotonina realizan su señalización celular a través de los 

GPCRs. Estos receptores representan la mayor familia de receptores de membrana 

involucrados en la señalización celular, por lo que desempeñan una importante 

función en la comunicación celular (Fuxe et al., 2007). Fuxe y colaboradores 

demostraron in vitro y ex vivo que los GPCRs pueden encontrarse en la superficie 

celular en forma de monómeros, dímeros (homodímeros y heterodímeros) e incluso 

son capaces de establecer mosaicos de interacciones (interacción entre más de dos 

receptores). Se ha subrayado que la existencia de heterómeros y la regulación 

alostérica que tiene lugar entre los protómeros involucrados en estas interacciones 

receptor-receptor incrementan notablemente la diversidad de reconocimiento, el 

tráfico y la señalización de los GPCR. Por lo tanto,  es de vital importancia 

profundizar en el conocimiento del papel fisiológico de las interacciones físicas 

receptor-receptor en los heterómeros y los mecanismos de regulación alostérica en 

estas complejas estructuras, los cuales  tendrían un impacto en la biomedicina y 

podrían conducir a nuevas propuestas para el tratamiento de enfermedades en todos 

los campos de la medicina.  

 

Tomando en cuenta la relevancia de los aspectos anteriormente descritos, se 

plantean los siguientes puntos: i) los OxTR y los 5-HT1AR se coexpresan en áreas 

cerebrales que regulan el miedo y la ansiedad (Jimenez, Young, Rio, LaPrairie, & 

Gonzalez-Mariscal, 2015; Stein, Davidowa, & Albrecht, 2000); ii) la activación 

serotoninérgica incrementa la síntesis de oxitocina (OxT); iii) la existencia de 
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heterómeros en el cerebro abre un nuevo campo para una mejor comprensión de la 

neurofisiología y neuropatología de los trastornos mentales, a partir de estas 

afirmaciones surgen las siguientes preguntas científicas: 

- ¿Es posible que el OxTR forme un heterómero con el 5-HT1AR? 

- ¿Es posible que el papel ansiolítico y antidepresivo mediado por la oxitocina 

en parte se deba a la modulación alostérica que tiene lugar en el 

heteroreceptor OxTR/5-HT1AR y que este heterodímero se pueda convertir 

en un importante blanco para el diseño de nuevos fármacos? 

- ¿Es posible utilizar la modulación alostérica que podría ocurrir en el 

heterodímero OxTR/5-HT1AR como estrategia terapéutica para el 

tratamiento de los trastornos de ansiedad? 

Por todo ello, la posible interacción receptor-receptor dentro de un heteroreceptor 

OxTR/5-HT1AR y la naturaleza de la regulación alostérica de los protómeros 

implicados es el tema principal de la presente propuesta. 

 

1.3. OBJETIVOS 

 

1.3.1 OBJETIVO GENERAL 

 

 Describir la formación de un heteroreceptor OxTR/5-HT1AR, y 

establecer la naturaleza de la regulación alostérica de la interacción receptor-

receptor.  

 

1.3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

1.3.2.1 Comprobar la correcta expresión de los receptores OxTR y 5-HT1AR 

en células HeLa.  

1.3.2.2 Describir in vitro la formación del heterómero OxTR/5-HT1AR. 

1.3.2.3 Elucidar la naturaleza de la modulación alostérica resultado de la 

interacción receptor-receptor en el heterómero OxTR/5-HT1AR. 
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CAPITULO II 

MARCO TEÓRICO 

 

2.1 ANTECEDENTE DE LA INVESTIGACIÓN 

 

Los GPCRs representan la mayor superfamilia de receptores de membrana 

involucrados en la señalización celular (Figura 1), los cuales son activados por un 

amplio número de ligandos endógenos y exógenos, cuya variedad y diversidad 

química es excepcional. De esta forma los GPCRs regulan un gran número de 

procesos fisiológicos tales como: el metabolismo celular, la secreción, la 

diferenciación y crecimiento celular, la respuesta inflamatoria e inmunitaria, la 

neurotransmisión entre otras. Dado su localización en la superficie de la membrana 

celular, la variedad de procesos fisiológicos en los que participan y su implicación en 

diversas patologías, los GPCRs son considerados importantes blancos terapéuticos 

para el diseño de fármacos. De hecho, cerca del 50% de los fármacos que 

actualmente se comercializan o están en fase de experimentación, están dirigidos a 

estos receptores (agonistas o antagonistas). Por lo tanto, podemos deducir que el 

conocimiento de los mecanismos moleculares de la señalización celular a través de 

los GPCRs tendrá un impacto en la medicina y permitirá desarrollar fármacos que 

representen nuevas estrategias terapéuticas en prácticamente todos los campos de la 

biomedicina. 

 

La señalización celular a través de los GPCRs es más compleja de lo que se 

pensó en un inicio, novedosos trabajos de Fuxe y colaboradores demostraron que 

estos receptores no solo se pueden encontrar en forma de monómeros en las 

superficies celulares, sino que también son capaces de formar dímeros (homodímeros 

y heterodímeros) e incluso establecer mosaicos de interacciones (interacción entre 

más de dos receptores) (Fuxe, Borroto-Escuela, Romero-Fernandez, et al., 2014) 

(Figura 2). Se ha descrito que la existencia de regulación alostérica en las 

interacciones receptor-receptor incrementan notablemente la diversidad de 

reconocimiento, el tráfico y la señalización de los GPCRs (Fuxe et al., 2012; Fuxe, 

Borroto-Escuela, Romero-Fernandez, et al., 2014). Investigaciones recientes sugieren 

que la formación de dímeros pueden ocurrir desde la síntesis de los GPCRs en el 
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retículo endoplasmático, y plantean que esta interacción tiene un importante papel en 

el tráfico de los GPCRs hacia la membrana celular (Van Craenenbroeck et al., 2011).  

 

Figura 1. Secuencia de aminoácidos y estructura secundaria del receptor muscarínico 

M3 humano (GPCR de la familia A). Esta familia de receptores contiene alrededor del 

90% de todos los GPCRs e incluye entre otros a los receptores aminérgicos (serotonina, 

muscarínico, dopamina, histamina, adrenérgico), receptores peptídicos (oxitocina, 

vasopresina, colecistocinina) y rodopsina. La homología entre los receptores de la familia A 

es baja y se limita a diferentes motivos altamente conservados e importantes para la 

estructura-función de los receptores como el DRY (Asp-Arg-Tyr), localizado en la parte 

citoplasmática del dominio transmembrana III e implicado en la activación de la proteína G 

(Probst, Snyder, Schuster, Brosius, & Sealfon, 1992) y el NPxxY, localizado en la parte 

citoplasmática del dominio transmembrana VII e involucrado en la conformación del 

receptor para garantizar una correcta señalización celular y formación de complejos 

multiproteicos intracelulares (Borroto-Escuela, Romero-Fernandez, et al., 2011). Otra de las 

características estructurales de los GPCRs es la presencia de residuos de cisteínas localizadas 

en los lazos extracelulares para establecer puentes disulfuro cruciales que mantienen la 

estructura de la proteína. Además, estos receptores pueden sufrir unas series de 

modificaciones post-transcripcionales como la N-glicosilación en el extremo N-terminal y la 

palmitoilación en el extremo C-terminal. Figura adaptada de Borroto-Escuela y 

colaboradores (Borroto-Escuela, Correia, et al., 2011). 

 

Otros trabajos asocian alteraciones específicas en las interacciones receptor-

receptor a mecanismos patogénicos que conducen a trastornos neuropsiquiátricos. 

Por lo tanto, avanzar en el conocimiento del papel fisiológico de la interacción física 

receptor-receptor y los mecanismos de regulación alostérica que tienen lugar en los 

heterómeros en el cerebro, sin duda, tendrá relevancia a la hora de establecerlos 
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como blanco para el tratamiento de las enfermedades mentales (Fuxe, Borroto-

Escuela, Fisone, Agnati, & Tanganelli, 2014; Fuxe et al., 2012).  

 

 

Figura 2. Una nueva visisón en la estructura y en el estudio de los GPCRs. Evidencias 

experimentales han demostrado que los GPCRs no sólo se pueden expresar en las superficies 

celulares en forma de monómeros o entidades únicas, sino que también son capaces de 

interactuar con otros protómeros para formar homodímeros y heterodímeros (Fuxe, Borroto-

Escuela, Romero-Fernandez, et al., 2014). 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, Borroto-Escuela, Romero-Fernandez, et al., 2014).  

 

La ansiedad no patológica es una respuesta fisiológica ante estímulos 

sensoriales tanto endógenos como exógenos que el individuo reconoce como dañinos 

y que pueden afectar su integridad. Sin embargo, cuando falla esta respuesta 

adaptativa o el estímulo supera cierto umbral, la ansiedad se convierte en patológica. 

Esta enfermedad mental se manifiesta a través de diversos síntomas físicos, 

psicológicos y conductuales que deterioran significativamente la salud del individuo.  

 

Varias regiones del cerebro tales como la amígdala, el hipotálamo, núcleo 

rafe y el núcleo accumbens están involucradas en la modulación de esta respuesta 

(Pagani et al., 2015). La amígdala lateral y baso lateral, reguladas por el cortisol, la 

norepinefrina y otros neurotransmisores, juegan papel significante en el 

procesamiento de la información sensorial procedente del tálamo y la corteza 

cerebral. Esta información se trasmite al núcleo accumbens y al núcleo amigdalino 

centro medial donde las respuestas hormonales y autonómicas se implementan para 
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generar una respuesta determinada (Ehrlich et al., 2009; LeDoux, 2000; Majidi, 

Kosari-Nasab, & Salari, 2016; Paz & Pare, 2013). 

En las últimas décadas numerosos trabajos científicos han demostrado que la 

OxT desempeña un importante papel en la sociabilidad y la regulación de la ansiedad 

tanto en seres humanos, como de animales (Neumann, 2008). La OxT se une a su 

receptor y activa la proteína Gq/11, activando la fosfolipasa C, la cual genera los 

segundos mensajeros intracelulares inositol trifosfato (IP3) y 1,2 diacilglicerol (1,2-

DAG) (Van Soest, Lodder, & Kits, 2000; Vrachnis, Malamas, Sifakis, 

Deligeoroglou, & Iliodromiti, 2011) (Figura 3).  

 

Figura 3. Cascada de señalización celular del neuropéptido oxitocina.  

 

Evidencias experimentales han demostrado que la administración de OxT 

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). Varios estudios reportan que la 

administración de OxT en ratones tiene efecto ansiolítico (Laszlo et al., 2016; Ring et 

al., 2006) y suprime el estrés inducido por corticosterona  (Windle, Shanks, 

Lightman, & Ingram, 1997). Además, se ha reportado que ratones knock-out para el 

OxTR al ser sometidos a factores estresantes exhiben un comportamiento similar a la 
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ansiedad y un aumento en el nivel de corticosterona (Amico, Mantella, Vollmer, & 

Li, 2004). Por el contrario, la sobreexpresión de OxTR en la amígdala de ratas reduce 

la ansiedad (Bosch OJ, 2006). Al parecer los efectos ansiolíticos de la oxitocina 

implican la activación cascada de señalización de Raf, MAPK y ERK1/2 (Blume et 

al., 2008; Jurek et al., 2012) y el reclutamiento de neuronas GABA dentro del núcleo 

central de la amígdala que inhiben la actividad ansiogénica (Huber, Veinante, & 

Stoop, 2005) (Figura 3). Sin duda, es necesario continuar investigando el papel de la 

oxitocina en la regulación de la ansiedad, debido a la complejidad de su función que 

incluye la interacción con otros sistemas de neurotransmisores, tales como, el 

dopaminérgico y el serotoninérgico.  

 

Se conoce que el sistema 5-HT, y en especial el receptor serotonina 5-HT1A, 

desempeña un papel crítico en la etiología y tratamiento de enfermedades mentales 

(Dawson & Watson, 2009; Harvey et al., 2004; Savitz et al., 2009). Además se ha 

descrito que la serotonina se une a su receptor 5-HT1AR conduciendo a la activación 

la proteína Gi/o que inhibe la vía de la adenil ciclasa (AC)-adenosina 3’,5’-

monofosfato cíclico (AMPc)-proteína quinasa A (PKA) (Stroth et al., 2015) (Figura 

4).  

 

Figura 4. Cascada de señalización celular del sistema serotoninérgico.  
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La depleción del sistema serotoninérgico, mejora la actividad glutamatérgica 

en el núcleo lateral de la amígdala lo que conduce a potenciar el miedo y la ansiedad 

(Tran, Lasher, Young, & Keele, 2013). Por el contrario, la administración de un 

agonista parcial de 5-HT1AR reduce el miedo en ratones (Risbrough, Brodkin, & 

Geyer, 2003), y se ha sugerido que el sistema 5-HT en hipocampo y amígdala regula 

el miedo y la ansiedad (Almada, Borelli, Albrechet-Souza, & Brandao, 2009). Así 

mismo la activación de 5-HT1AR en el hipocampo dorsal (Li et al., 2006; Stiedl, 

Misane, Spiess, & Ogren, 2000), zona dorsal periacueductal (Broiz, Oliveira, & 

Brandao, 2008) y la amígdala (Li et al., 2006) reduce el miedo en animales de 

experimentación.  

 

Resulta interesante que los OxTR y 5-HT1AR estén ampliamente expresados 

en regiones del cerebro relacionadas con la regulación del miedo y la ansiedad, tales 

como, la amígdala (Campbell-Smith, Holmes, Lingawi, Panayi, & Westbrook, 2015; 

Li et al., 2006), el hipocampo (Cohen et al., 2010; Li et al., 2006), el núcleo 

acummbens (Dolen, Darvishzadeh, Huang, & Malenka, 2013; Ma et al., 2005) y el 

núcleo rafe (Kasahara et al., 2015; Ma et al., 2005). Sin embargo, se ha sugerido que 

la expresión del OxTR en el núcleo rafe no está relacionada con la regulación de la 

ansiedad (Pagani et al., 2015). Por otra parte, varios estudios demuestran una 

estrecha relación entre el sistema de OxT y 5HT1A. Thompson y colaboradores en el 

año 2007 encontraron que la activación serotoninérgica incrementa la síntesis de 

oxitocina (Thompson, Callaghan, Hunt, Cornish, & McGregor, 2007), sin embargo, 

hasta la fecha no se ha descrito interacción receptor-receptor entre OxTR y 5-

HT1AR. 

 

Por lo antes expuesto se plantea la hipótesis que el papel ansiolítico y 

antidepresivo mediado por la oxitocina, en parte se debe a la formación del 

heterómero OxTR/5-HT1AR y que la activación del 5-HT1AR modula 

alostéricamente de forma positiva al OxTR por lo que incrementa su señalización 

celular y por lo tanto, mejora el papel ansiolítico del neuropéptido en regiones del 

cerebro claves implicadas en la regulación del miedo, la ansiedad y la depresión. 

Creemos que los resultados de este trabajo podrían ser relevantes para establecer la 
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existencia del heterómero OxTR/5-HT1AR y su regulación alostérica como blanco 

para el diseño de fármacos útiles en el tratamiento de los trastornos de ansiedad. 

2.2 HIPÓTESIS  

2.2.1 FORMACIÓN DEL HETERORECEPTOR OXTR/ 5-HT1AR. 

 

Hipótesis Nula: 

No existe la formación de un heteroreceptor OxTR/5-HT1AR. 

Hipótesis Alternativa:  

Existe la formación de un heteroreceptor OxTR/5-HT1AR.  

 

2.2.2 LA ACTIVACIÓN SEROTONINÉRGICA DENTRO DEL HETERÓMERO OXTR/5-

HT1AR CONDUCE A LA INTERNALIZACIÓN DEL OXTR. 

 

Hipótesis Nula: 

La activación de 5-HT1AR no induce internalización de OxTR. 

Hipótesis Alternativa:  

La activación de 5-HT1AR induce internalización de OxTR. 

 

2.3 SEÑALAMIENTO DE VARIABLES DE LA HIPÓTESIS. 

Formación del heteroreceptor OxTR/5-HT1AR. 

- Secuenciación plasmídica. 

- Transformación en células de E coli DH5α. 

- Purificación y cuantificación del ADN plasmídico. 

- Electroforesis de ADN en geles de agarosa. 

- Cultivo celular y crio-conservación. 

- Transfección de plásmidos en células HeLa. 

- Ensayos de colocalización. 

Regulación alostérica en la interacción receptor-receptor.  

- Ensayos de señalización celular (internalización). 



 

12 

 

CAPITULO III 

MATERIALES Y MÉTODOS 

  

3.1 MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1.1 SECUENCIACIÓN PLASMÍDICA. 

 

Los plásmidos pcMV6-OxTR-GFP y pcDNA3.1-5-HT1AR-YFP fueron 

donados por el Dr. Dasiel Oscar Borroto-Escuela del Departamento de Neurociencia 

del Instituto Karolinska, Suecia. Para comprobar que los vectores a utilizar no 

contenían inserciones, deleciones, sustituciones o corrimiento del marco de lectura, 

se procedió a la secuenciación de las regiones que contienen las secuencias de los 

receptores y los insertos fluorescentes. Esta secuenciación se la realizó a través de un 

servicio externo (Macrogen, Corea del Sur), el cual utiliza un secuenciador “3730x1 

DNA analyzer” y el cebador CMV-F (5´-CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG-3´). Se 

enviaron 50 µl del ADN plasmídico con una concentración de 100 ng/ µl. Los 

resultados de las secuenciaciones se compararon con datos del Centro Nacional para 

la Información Biotecnológica (NCBI, USA). 

 

3.1.2 TRANSFORMACIÓN EN ESCHERICHIA COLI DH5α   

  

Los plásmidos pcMV6-OxTR-GFP y pcDNA3.1-5-HT1AR-YFP que 

contienen las secuencias que codifican para los receptores de interés fueron 

transformados en E. coli DH5α según las recomendaciones de la casa comercial 

(Invitrogen, USA). En un vial de 1.5 ml se mezclaron 50 µl de E. coli DH5α y 1 µl 

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

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

segundos, seguido de una incubación de 3 minutos en hielo. Para la expresión del 

gen de selección, se adicionaron 250 µl de medio Luria Bertani (LB) (10 g de NaCl, 

10 g de peptona bacteriológica y 5 g de extracto de levadura) y se incubó en 

agitación (300 rpm) a 37
o
C por 1 hora. En placas Petri con agar LB que contenían el 

antibiótico de selección (ampicilina o kanamicina, ambos a una concentración de 100 

µg/ml) se inocularon 200 µl del cultivo y con un asa de siembra de Drigalski se 
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extendió el inóculo sobre la superficie del agar hasta su completa distribución. Las 

placas fueron incubadas invertidas a 37
o
C por 24 horas.  

 

3.1.3 PURIFICACIÓN DE ADN PLASMÍDICO 

 

Una colonia de E. coli DH5α transformada con los plásmidos se inoculó en 5 

ml de medio LB con 100 µg/ml del antibiótico de selección (ampicilina o 

kanamicina) y se incubo por 6 horas en agitación (300 rpm) a 37
o
C. Al cabo de las 6 

horas, se realizó una dilución 1:1000 del precultivo en 250 ml de medio LB con 100 

µg/ml del antibiótico de selección (ampicilina o kanamicina) y se incubó toda la 

noche en agitación (300 rpm) a 37
o
C. Se controló que la absorbancia del cultivo 

bacteriano a 600 nm no superase la densidad óptica de 0.6. El pellet resultante de una 

centrifugación a 3000 rpm a 4
o
C por 10 minutos del cultivo bacteriano fue 

completamente resuspendido 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 incubo por 5 minutos 

en hielo sin agitación. Para detener la hidrólisis promovida por la base, se agregaron 

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

suave hasta la separación del moco de la fase acuosa e inmediatamente se centrifugo 

a 10000 rpm por 10 minutos a 4C. Los plásmidos presentes en el sobrenadante se 

precipitaron con isopropanol (0.7 volumen de isopropanol) y fueron centrifugados a 

16590 rpm por 1 hora a 4C. El pellet que se obtuvo se lavó con 10 ml de etanol al 

70% frío y recién preparado. Una vez que se decantó 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).  

 

Para obtener un ADN plasmídico de calidad óptima para su transfección en 

las células HeLa se procedió a su purificación utilizando un kit comercial (PureLink 

Quick plasmid miniprep kit) según recomendaciones de la casa comercial 

(Invitrogen, USA).  
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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).  

 

3.1.4 ELECTROFORESIS DE ADN EN GELES DE AGAROSA 

 

La calidad del ADN plasmídico purificado se evaluó mediante una 

electroforesis horizontal de ADN en geles de agarosa. Específicamente, 1 µl de ADN 

plasmídico (100 ng) se mezclaron con 1 µl buffer de carga de ADN 6x (Sigma 

Aldrich, USA) y se cargaron en un gel de agarosa al 1% (p/v en tampón TAE1X) que 

contenía 0.01% (v/v) de SyberSafe (Invitrogen, USA). Como marcador de peso 

molecular se utilizó el High DNA mass leader 1-10 kb (Invitrogen, USA). La 

electroforesis se corrió 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). 

 

3.1.5 CULTIVO CELULAR Y CRIOCONSERVACIÓN 

  

Las células HeLa (ATCC
®
CCL-2

™
) donados 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. Las células HeLa se 

cultivaron en placas de 6 pocillos y en frascas de 75 cm
2
 en medio DMEM, 

suplementado con 10% de suero fetal bovino, 100 µg/ml de penicilina y 100 U/ml de 

estreptomicina a 37
o
C, 5% de CO2 y atmósfera húmeda. Las células HeLa se 

crioconservaron en nitrógeno líquido en medio de criocongelación (90% suero fetal 

bovino (FBS) y 10% de Dimetilsulfóxido (DMSO) según las recomendaciones de la 

casa comercial (American Type Culture Collection, Manassas, USA).  

 

3.1.6 TRANSFECCIÓN DE PLÁSMIDOS EN CÉLULAS HELA 

 

Las células HeLa fueron cultivadas sobre cubreobjetos en placas de 6 pocillos 

en las condiciones descritas anteriormente. En todos los experimentos las células se 

cultivaron durante 24 horas antes de la transfección del ADN plasmídico. Las células 

https://www.atcc.org/Products/All/CCL-2.aspx
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se transfectaron con los plásmidos del OxTR-GFP y el 5-HT1AR-YFP empleando el 

reactivo Lipofectamina™2000 según las recomendaciones de la casa comercial 

(Invitrogen, USA). En las transfecciones simples se utilizó 1 µg total de ADN y para 

las transfecciones dobles se utilizó 2 µg totales de ADN (1 µg de cada uno de los 

vectores). En todos los casos se utilizó una relación ADN/Lipofectamina™2000 de 

1:2. Básicamente, 1-2 µg de ADN se resuspendieron en 50 µl de medio DMEM sin 

complementos y fueron mezclados con 50 µl de medio DMEM sin complementos 

que contenían 2-4 µl de Lipofectamina™2000 e incubados por 5 minutos a 

temperatura ambiente. Se mezcló el ADN sobre la lipofectamina y se incubó a 

temperatura ambiente por 20 minutos. La mezcla se añadió a las células en 

crecimiento y se incubaron por 48 horas. Al cabo de este tiempo se comprobó la 

expresión de los receptores marcados con las proteínas fluorescentes. 

 

3.1.7 ENSAYOS DE COLOCALIZACIÓN  

 

Las células HeLa se cotransfectaron con los plásmidos de OxTR-GFP y el 5-

HT1AR-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 con 1 ml paraformaldehído al 4% (PFA 

4%) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Luego, los cubreobjetos se lavaron 

3 veces con PBS1X, secados y montados sobre portaobjetos. En ocasiones se realizó 

la tinción de los núcleos utilizando un medio de montaje con 4´,6 diamino-2-

fenilindol (DAPI, Invitrogen, USA). Para verificar la expresión de los receptores 

marcados con proteínas fluorescentes OxTR-GFP y 5-HT1AR-YFP, las muestras se 

observaron en un microscopio de fluorescencia Leica DMi8 (Leica Microsystems, 

Alemania).  

 

3.1.8 ENSAYOS DE SEÑALIZACIÓN CELULAR  

 

Las células HeLa se cultivaron sobre cubreobjetos en placas de 6 pocillos en 

las condiciones descritas anteriormente durante 24 horas antes de la transfección con 

el ADN plasmídico. Se realizó la transfección de las células con los plásmidos de 

OxTR-GFP y 5-HT1AR-YFP utilizando el reactivo Lipofectamina™2000, según lo 
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recomendado por la casa comercial (Invitrogen, USA). Las células se incubaron por 

48 horas antes de realizar los experimentos de internalización. Las células se lavaron 

3 veces con PBS1X y se incubaron por 5 minutos a temperatura ambiente con 8-OH-

DPAT (10nM), un agonista específico de los receptores 5-HT1A. Los cubreobjetos 

fueron extensamente lavados con PBS1X y se fijaron las células con 1 ml 

paraformaldehído (PFA 4%) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Los 

cubreobjetos se lavaron 3 veces con PBS1X, secados y montados sobre portaobjetos. 

Para evaluar la internalización de OxTR-GFP las muestras se observaron en un 

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

control se utilizaron células HeLa transfectadas solo con OxTR-GFP.  

 

3.2 ESTADÍSTICA Y PRESENTACIÓN DE LOS RESULTADOS  

 

Los resultados se presentan a través de imágenes de microscopia 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 el filtro YFP 

(514-527 nm). El número de muestras (n) en cada condición experimental se indica 

en los pies de figura.  
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CAPITULO IV 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1 RESULTADOS 

4.1.1 OBTENCIÓN DE ADN PLASMÍDICO A PARTIR DE LA TRANSFORMACIÓN DE 

E. COLI DH5α. 

 

Los plásmidos pcMV6-OxTR-GFP y pcDNA3.1-5-HT1AR-YFP fueron 

donados por el Dr. Dasiel Oscar Borroto-Escuela del Departamento de Neurociencia 

del Instituto Karolinska, Suecia. Con el propósito de obtener una cantidad de ADN 

necesaria para todos experimentos se realizó una purificación de los ADN 

plasmídicos según se describe en la sección de materiales y métodos. Por otra parte, 

la calidad del ADN plasmídico que garantice una alta eficiencia en la transfección de 

las células HeLa esta se obtuvo a través de un kit comercial. La figura muestra los 

resultados obtenidos en un experimento de transformación bacteriana (Figura 5).  

 

Figura 5. Obtención de ADN plasmídico a partir de la transformación de E. coli DH5α. 

Transformación de E. coli DH5α con los plásmidos pcMV6-OxTR-GFP y pcDNA3.1-5-

HT1AR-YFP. A) Control de contaminación ambiental (placa sin células DH5α 

expuesta/abierta durante 1 minutos en la incubadora de cultivo bacteriano). B) Control de 

resistencia de las E. coli DH5α a ampicilina (100 µg/ml) en células sin transformar (s/t). C) 

Control de resistencia de las E. coli DH5α a kanamicina (100 µg/ml) en células sin 

transformar (s/t). D) Como control positivo se transformaron las E. coli DH5α con el 

plásmido pUC19. E)  Colonias de E. coli DH5α resistentes a la ampicilina transformadas con 

el plásmido pcMV6-OxTR-GFP. F) Colonias de E. coli DH5α resistentes a la kanamicina 

transformadas con el plásmido pcDNA3.1-5-HT1AR-YFP.  Las imágenes son 

representativas de tres experimentos realizados de forma independiente (n=3).  
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Los resultados obtenidos en las transformaciones de E. coli DH5α con el 

plásmido pUC19 demuestran que todos los pasos del protocolo de transformación 

están correctamente estandarizados, esto garantizó lograr un gran número de E. coli 

DH5α transformadas con los plásmidos pcMV6-OxTR-GFP y pcDNA3.1-5-HT1AR-

YFP. Los resultados indican que las  E. coli DH5α son sensibles a ampicilina y 

kanamicina, al menos a las concentraciones utilizadas en los experimentos, por lo 

que se espera que las colonias obtenidas en los diferentes ensayos corresponden a la 

resistencia adquirida por las transformaciones con los plásmidos. Por último, el 

control de contaminación ambiental en ninguno de los tres experimentos 

independientes realizados mostró crecimiento bacteriano.  

 

Posteriormente, a partir de las colonias transformadas y de cultivos 

bacterianos en Erlenmeyer se realizó la purificación del ADN plasmídico utilizando 

un kit comercial donde se siguieron las recomendaciones del fabricante. La figura 6 

muestra una representación esquemática de una réplica experimental (Figura 6).  

 

Figura 6. Determinación de la cantidad y pureza del ADN plasmídico obtenido. Se 

muestra la cantidad y pureza del ADN plasmídico. La imagen es representativa de tres 

experimentos realizados de forma independiente (n=3). 

 

Los resultados obtenidos muestran que el ADN purificado es de buena 

calidad.  Los valores de la relación 260/280 indican que no existe contaminación con 

proteínas. De la misma forma, los valores de la relación 260/230 sugieren que no hay 

presencia de los solventes orgánicos utilizados en la purificación presentes en el kit 
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comercial. Sin embargo, el rendimiento logrado es inferior la cantidad referida por el 

fabricante (30 µg totales de ADN plasmídico). La media obtenida de tres 

experimentos independientes osciló entre 10-20 µg totales de ADN.  

 

Se conoce que algunos de los parámetros importantes para lograr un alto 

número de células transfectadas es la pureza y conformación del ADN plasmídico a 

utilizar. Por ello, el siguiente paso estuvo dirigido a analizar la calidad del ADN 

plasmídico purificado 

mediante 

electroforesis de ADN en 

geles de agarosa (Figura 

7).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Electroforesis de los ADN plasmídico en gel de agarosa al 1% 

correspondiente a los vectores pcMV6-OxTR-GFP y pcDNA3.1-5-HT1AR-YFP. Se 

muestran las diferentes conformaciones del ADN plasmídico. Carril 1: Patrón de peso 

molecular High DNA mass leader (1-10 kb) (Invitrogen, USA). Carril 2: pcMV6-OxTR-

GFP. Carril 3: pcDNA3.1-5-HT1AR-YFP. La imagen es representativa de tres experimentos 

realizados de forma independiente (n=3). 

 

Los resultados que se muestran en la figura 7, hacen referencia a las 

diferentes conformaciones que podemos encontrar en una corrida electroforética 

típica de un ADN plasmídico. La banda más intensa que corresponde al ADN en su 

conformación superenrrollada y una de las bandas menos intensa podría 
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corresponder a la forma circular relajada del ADN plasmídico. En varios de los 

experimentos realizados se obtuvo una banda débil que podría sugerir que en algunos 

de los pasos de la purificación plasmídica el ADN se linealizó. No obstante, se 

consideró que esta pequeña porción de ADN plasmídico linealizado no afectase 

notablemente el proceso de transfección.  

 

También hemos considerado la necesidad de analizar la secuenciación de los 

plásmidos pcMV6-OxTR-GFP y pcDNA3.1-5-HT1AR-YFP que codifican para los 

receptores de interés, así como las secuencias de las proteínas fluorescentes que 

marcan a estos receptores. Con ello pretendemos verificar que no contenían 

inserciones, deleciones, sustituciones o corrimiento del marco de lectura. 

Adicionalmente, la funcionalidad de las proteínas fluorescentes así como 

indirectamente su secuencia se comprobó por la emisión de fluorescencia en las 

células transfectadas con los vectores marcados con dichas proteínas. Para la 

secuenciación de los plásmidos pcMV6-OxTR-GFP y pcDNA3.1-5-HT1AR-YFP se 

utilizó un servicio externo. La Figura 8 y 9 muestran los resultados obtenidos de la 

secuenciación de los plásmidos pcMV6-OxTR-GFP y pcDNA3.1-5-HT1AR-YFP.  

Figura 8. Secuencia de ADN correspondiente al plásmido pcMV6-OxTR-GFP. A) 

Fragmento representativo de la secuenciación del OxTR contenida en el plásmido 

pcMV6-OxTR-GFP. B) Alineamiento entre la secuencia del OxTR contenido en el 

plásmido pcMV6-OxTR-GFP comparada con los datos del Centro Nacional para la 

Información Biotecnológica (NCBI, USA). 
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Figura 9. Secuencia de ADN correspondiente al plásmido pcDNA3.1-5HT1AR-YFP. . 

A) Fragmento representativo de la secuenciación del 5-HT1AR contenida en el 

plásmido pcDNA3.1-5-HT1AR-YFP. B) Alineamiento entre la secuencia del 5-

HT1AR contenida en el plásmido pcDNA3.1-5-HT1AR-YFP comparada con los 

datos del Centro Nacional para la Información Biotecnológica (NCBI, USA).   

 

Las secuencias obtenidas del servicio externo mostrados en los Anexos I y II. Fueron 

comparadas con datos del Centro Nacional para la Información Biotecnológica 

(NCBI, USA) y los resultados de este alineamiento indican que un 70% para el 

OxTR y un 55% para el 5-HT1AR de las secuencias de los plásmidos pertenecen a 

las secuencias nucleotídicas que codifican para los receptores de interés (Anexos III y 

IV). Sin embargo, hay que señalar que la presencia de ARN contaminante dificulto la 

obtención de mejores resultados. Adicionalmente, por microscopia de fluorescencia 

se procedió a comprobar la expresión de las proteínas fluorescente que marcan los 

receptores de interés.  

 

4.1.2 EXPRESIÓN DE OXTR-GFP Y 5HT1AR-YFP EN CÉLULAS HELA. 

 

Para estandarizar la expresión transciente de los receptores en las células HeLa, estas 

células se transfectaron con cada plásmido (OxTR-GFP y el 5-HT1AR-YFP) por 

separado utilizando el reactivo Lipofectamina™2000 siguiendo las recomendaciones 

de la casa comercial (Invitrogen, USA) (Figuras 10 y 11). Se mantuvo el FBS al 

10% durante todo el proceso para evitar un incremento en la muerte celular.  
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Figure 10.  Expresión de los OxTR marcados con fluorescencia en la membrana 

citoplasmática de células HeLa. Expresión transciente de los OxTR marcados con 

proteínas fluorescentes GFP (verde) en la membrana celular. Los núcleos fueron teñidos 

con DAPI (azul). Las imágenes son representativas de tres experimentos realizados de 

forma independientes (n=3). Las imágenes fueron adquiridas en un solo plano z. 

 

Figure 11.  Expresión de los 5-HT1AR marcados con fluorescencia en la membrana 

citoplasmática de células HeLa. Expresión transciente de los 5-HT1AR marcados con 

proteínas fluorescentes YFP (amarillo) en la membrana celular. Los núcleos fueron 

teñidos con DAPI (azul). Las imágenes son representativas de tres experimentos 

independiente (n=3). Las imágenes fueron adquiridas en un solo plano z. 

 

4.1.3 ENSAYOS DE COLOCALIZACIÓN Y SEÑALIZACIÓN CELULAR. 

 

Las células se cotransfectaron con los plásmidos OxTR-GFP y 5-HT1AR-YFP 

utilizando el reactivo Lipofectamina™2000 siguiendo las recomendaciones de la 

casa comercial (Invitrogen, USA) (Figuras 12). 
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Figura 12. Colocalización de los receptores de oxitocina y los receptores de serotonina 

5-HT1A en la superficie de células HeLa. A). Expresión transciente de los OxTR 

marcados con proteínas fluorescentes GFP (verde) en células HeLa que co-expresan 

OxTR-GFP y 5-HT1AR-YFP. B) Expresión transciente de los 5-HT1AR marcados con 

proteínas fluorescentes YPF (rojo) en células HeLa que co-expresan OxTR-GFP y 5-

HT1AR-YFP. C) La formación de zonas de color amarillo indican la colocalización de los 

OxTR marcados con proteínas fluorescentes GFP (verde) con los 5-HT1AR marcados con 

proteínas fluorescentes YFP (rojo). D) Magnificación de una imagen donde las flechas 

indican la colocalización de los receptores en algunas regiones de la membrana 

citoplasmática de las células HeLa (amarillo). Las imágenes son representativas de tres 

experimentos realizados de forma independiente (n=3). Todas las imágenes fueron 

adquiridas en un solo plano z. 

 

Los resultados obtenidos apuntan en la dirección correcta ya que se obtuvo 

evidencias biofísicas de la formación de un heteroreceptor entre el OxTR y el 5-

HT1AR. Dada la implicación de estos receptores en la modulación de la ansiedad 

resulta interesante explorar la naturaleza de la posible regulación alostérica que tiene 

lugar en la interacción proteína-proteína dentro de este heterodímero.  

 

 Para ello, células HeLa que co-expresan OxTR y 5-HT1AR fueron incubadas 

con un agonista específico de 5-HT1AR (Figura 13). 
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Figura 13. Tratamiento con un agonista específico del receptor serotonina 5-HT1A 

induce la internalización del receptor de oxitocina. Células HeLa que co-expresan los 

OxTR marcados con proteínas fluorescentes GFP y los 5-HT1AR sin marca fluorescente 

fueron tratadas con 8-OH-DPAT. Las flechas indican la formación de los endosomas de 

internalización de los OxTR. Las imágenes son representativas de tres experimentos 

independientes (n=3). Todas las imágenes fueron adquiridas en un solo plano z. 

 

Se utilizó, como control células HeLa que expresan solo el OxTR y que 

fueron tratadas con el agonista específico de 5-HT1AR (Figura 14). 

 

Figura 14. Tratamiento con un agonista específico del receptor serotonina 5-HT1A no 

induce la internalización del receptor de oxitocina en células HeLa que expresan solo 

el receptor de oxitocina. Células HeLa que solo expresan los OxTR marcados con 

proteínas fluorescentes GFP (verde) fueron tratadas con 8-OH-DPAT. Los OxTR no se 

internalizan y se mantienen en la membrana celular. Las imágenes son representativas de 

tres experimentos realizados de forma independiente (n=3). Todas las imágenes fueron 

adquiridas en un solo plano z. 
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4.2. DISCUSIÓN 

 

En la actualidad, los inhibidores de la recaptación de serotonina son uno de 

los fármacos antidepresivos más prescritos a nivel mundial (Wong, Bymaster, & 

Engleman, 1995). La mayoría de los ansiolíticos y antidepresivos inhiben la 

recaptación de serotonina presináptica lo que incrementa en alguna medida la 

neurotransmisión serotoninérgica a través de los receptores 5-HT1A postsinápticos 

(Borroto-Escuela et al., 2012; Riad et al., 2004).  

 

Sin embargo, el uso de estas drogas se ha discutido debido a sus numerosos 

efectos secundarios y la demora de su acción antidepresiva (Fournier et al., 2010; 

Segraves & Balon, 2014; Taylor, Freemantle, Geddes, & Bhagwagar, 2006). Esto ha 

llevado a la comunidad científica a explorar nuevas estrategias para el tratamiento de 

los trastornos de ansiedad y depresión que representan un serio problema de salud 

pública.  

 

En esta dirección, se ha subrayado que tanto la formación de homodímeros y 

heterodímeros, como la regulación alostérica que tiene lugar en la interacción 

receptor-receptor abren una nueva visión para comprender la fisiología y 

fisiopatología de estos trastornos mentales (Fuxe et al., 2012; Fuxe, Borroto-Escuela, 

Romero-Fernandez, et al., 2014; Fuxe et al., 2007; Fuxe et al., 2010). De hecho, en la 

actualidad los heteroreceptores representan una importante diana terapéutica 

(Borroto-Escuela et al., 2013; Fuxe, Borroto-Escuela, Romero-Fernandez, et al., 

2014; Fuxe et al., 2010). 

 

Un novedoso estudio muestra que el OxTR es capaz de establecer un 

heterodímero con el receptor dopamina D2, dos neurotransmisores implicados en la 

modulación de la ansiedad (Romero-Fernandez, Borroto-Escuela, Agnati, & Fuxe, 

2013). Este mismo estudio demostró que el neuropéptido a través de una regulación 

alostérica positiva en la interacción receptor-receptor incrementa la señalización 

dopaminérgica lo que ha sugerido que podría mejorar el papel ansiolítico mediado 

por la dopamina (Romero-Fernandez et al., 2013).  
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Resulta interesante que la administración de 3,4-metilendioximetanfetamina 

(MDMA) eleva los niveles plasmáticos de oxitocina en ratas y que este incremento 

puede ser bloqueado por un antagonista específico de 5-HT1AR. También, la 

administración de un agonista específico de 5-HT1AR (8-OH-DPAT), en ratas, se 

observa una mejora en el comportamiento social similar al obtenido con el 

tratamiento con MDMA (Thompson et al., 2007). Dado que el incremento de 

oxitocina inducido por MDMA y 8-OH-DPAT parece estar asociado con los 5-

HT1AR y la importancia del OxTR para la fisiopatología de la ansiedad y su 

tratamiento, en este trabajo hemos explorado si estos receptores pueden formar un 

heterómero. 

 

En este sentido, los resultados obtenidos muestran las primeras evidencias de 

la formación del heteroreceptor OxTR/5-HT1AR, por lo que se podría convertir en 

una novedosa diana para el diseño de nuevos tratamientos de las patologías mentales.  

 

Los trabajos de Fuxe y colaboradores, han demostrado que el heteroreceptor 

FGFR1/5-HT1A está involucrado en la regulación de la neuroplasticidad del 

hipocampo de ratas (Borroto-Escuela et al., 2012) y que la administración aguda de 

FGF-2 y 8-OHDPAT, agonistas de los receptores de FGFR1 y 5-HT1A 

respectivamente, producen un efecto antidepresivo sinérgico en animales de 

experimentación (Borroto-Escuela et al., 2012).  

 

Basándonos en los resultados obtenidos en este trabajo podría ser interesante 

valorar si un cotratamiento con agonistas de OxTR y 5-HT1AR tendría un efecto 

antidepresivo más efectivo y que actúen más rápidamente que los inhibidores de la 

recaptación de serotonina utilizados actualmente. 

 

Adicionalmente, en los últimos años se ha discutido sobre el uso de 

compuestos bivalentes que activen o inhiban a uno de los protómeros dentro de un 

heteroreceptor y regulen la actividad del otro protómero en función de la regulación 

alostérica de la interacción receptor-receptor (Tena-Campos et al., 2014). Otro 

aspecto notorio de este trabajo es que se demuestra que el tratamiento con un 

agonista específico de 5-HT1AR induce la internalización del OxTR, lo que podría 
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sugerir que existe una regulación alostérica facilitadora en la interacción receptor-

receptor en el heteroreceptor OxTR/5-HT1AR. Por ello, podría resultar interesante 

explorar la síntesis de compuestos bivalentes que de forma sinérgica mejoren los 

efectos ansiolíticos y antidepresivos modulados por la señalización individual de 

oxitocina y serotonina. 

 

Sin duda los hallazgos científicos obtenidos en este trabajo dirigen la atención 

al heterodímero OxTR/5-HT1AR los cuales podrían convertirse en un importante 

objetivo para el desarrollo de nuevos fármacos aplicables en el tratamiento de los 

trastornos de ansiedad y depresión. 

4.3. VERIFICACIÓN DE HIPÓTESIS 

4.3.1 FORMACIÓN DEL HETERORECEPTOR DE OXTR/5-HT1AR.  

   

Hipótesis Alternativa:  

Existe la formación de un heteroreceptor OxTR/5-HT1AR. Se acepta la hipótesis 

alternativa al obtener evidencias experimentales en el ensayo biofísico donde se 

observa una colocalización de estos receptores.   

Hipótesis Nula: 

No existe la formación de un heteroreceptor OxTR/5-HT1AR se rechaza. 

 

4.1.1 LA ACTIVACIÓN SEROTONINÉRGICA DENTRO DEL HETERÓMERO OXTR/5-

HT1A CONDUCE A LA INTERNALIZACIÓN DEL OXTR. 

 

Hipótesis Alternativa:  

La activación del 5-HT1AR induce internalización de OxTR. Los resultados 

experimentales muestran que al activar el protómero de serotonina 5-HT1A en el 

heterodímero OxTR/5-HT1AR este induce la internalización del OxTR, por lo que se 

acepta la hipótesis alternativa.  

Hipótesis Nula: 

La activación de 5-HT1AR no induce internalización de OxTR se rechaza. 
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CAPITULO V 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

5.1 CONCLUSIONES 

 

1. Se estandarizó la correcta expresión transciente de los OxTR marcados 

con GFP y los 5-HT1AR marcados con YFP en la membrana 

citoplasmática de células HeLa. 

 

2. Se obtuvo evidencias experimentales que indican la formación in vitro 

del heterómero entre los OxTR y los 5-HT1AR. 

 

3. Se obtuvo resultados experimentales que exponen la naturaleza de la 

regulación alostérica en la interacción receptor-receptor dentro del 

heterómero OxTR/5-HT1AR.  

 

5.2 RECOMENDACIONES 

 

1. Emplear otras técnicas como transferencia de energía de fluorescencia de 

Förster (FRET), transferencia de energía de bioluminiscencia (BRET), 

co-inmunoprecipitación y los ensayos de proximidad de ligando para 

corroborar la formación del heteroreceptor OxTR/5-HT1AR. 

 

2. Evaluar la señalización a través de segundos mensajeros para confirmar la 

naturaleza de la modulación alostérica que tiene lugar en el heterodímero 

OxTR/5-HT1AR.
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ANEXOS 

 

Anexo I: Secuenciación del plásmido pcMV6-OxTR-GFP  
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Anexo II: Secuenciación del plásmido pcDNA3.1-5-HT1AR-YFP 
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Anexo III: Alineamiento entre la secuencia del OxTR contenido en el plásmido 

pcMV6-OxTR-GFP comparada con los datos del Centro Nacional para la 

Información Biotecnológica (NCBI, USA).  
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Anexo IV: Alineamiento entre la secuencia del 5-HT1AR contenida en el plásmido 

pcDNA3.1-5-HT1AR-YFP comparada con los datos del Centro Nacional para la 

Información Biotecnológica (NCBI, USA). 
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