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RESUMEN

Los receptores de membrana acoplados a proteinas G (GPCRs) son capaces de
establecer interacciones entre dos o mas receptores, de igual forma, se ha descrito que
puede existir regulacion alostérica en estas interacciones receptor-receptor. Por todo
ello, la formacion de estas complejas estructuras y la regulacion entre los protoémeros
involucrados en la interaccion proteina-proteina representan blancos terapéuticos para

el tratamiento de ansiedad, miedo y depresion.

Las células HeLa que expresan de forma transciente los receptores de oxitocina
(OxTR) y cannabinoide CB1 (CB1R) son un buen modelo para el estudio de las
interacciones proteina-proteina. Los resultados obtenidos indican que estos receptores
co-localizan en éareas determinadas de la membrana celular, lo que podria sugerir la
formacion del heteroreceptor OxTR/CBIR. Adicionalmente, la administracién de
anandamida, un agonista especifico de CBIR, induce la internalizacion de OxTR, lo
que daria indicios que existe una regulacion alostérica positiva entre OXTR y CBIR.
Los datos obtenidos representan las primeras evidencias de la formacion del
heteroreceptor OXTR/CBIR y de la naturaleza de la regulacion alostérica que tiene

lugar en esta compleja estructura.

Por lo tanto, este heterdmero podria constituir una diana para el disefio de nuevos

farmacos para el tratamiento de trastornos de ansiedad.

Palabras clave: Oxitocina, Cannabinoide, Receptor de oxitocina, Receptor de
cannabinoide CB1, Interaccién receptor-receptor, Heteroreceptor, Regulacion

alostérica, Ansiedad.



ABSTRACT

G-protein coupled membrane receptors (GPCRs) can establish interactions between
two or more receptors. It has been described that allosteric regulation may exist in
these receptor-receptor interactions. Therefore, the formation of these complex
structures and the regulation among the protomers involved in the protein-protein

interaction represent therapeutic targets for anxiety, fear, and depression treatments.

HeLa cells that transiently express oxytocin (OxTR) and cannabinoid CB1R (CBIR)
receptors are a worthy study model of protein-protein interactions. The results indicate
that these receptors co-localize in specific areas of the cell membrane, which could
suggest the formation of the OxTR / CBIR heteroreceptor. In addition, the
administration of anandamide, a specific CB1R agonist, induces the internalization of
OxTR, which would indicate a positive allosteric regulation between OxTR and
CBI1R. The data obtained represent the first evidence of the OxTR / CBIR
heteroreceptor formation and the nature of the allosteric regulation that takes place in

this complex structure.

Therefore, this heteromer could establish a target for the design of new drugs for the

treatment of anxiety disorders.

Key words: Oxytocin, Cannabinoid, Oxytocin receptor, CB1 cannabinoid receptor,

Receptor-receptor interaction, Heteroreceptor, Allosteric regulation, Anxiety.
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INTRODUCCION

Se estima que aproximadamente 15% de la poblacion mundial ha padecido
durante su vida algun episodio de ansiedad o depresion, por lo tanto, estas patologias
representan un serio problema de salud publica, por este motivo la Organizacién
Mundial de la Salud plantea que la ansiedad y la depresion se corresponden con las
principales enfermedades mentales. Dada las escasas opciones terapéuticas y el éxito
fallido de muchos de los tratamientos establecidos, es necesario proponer nuevas

estrategias terapéuticas.

La oxitocina es un neuropéptido hipotaldmico que desempeiia 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 funcién ansiolitica
regulada por la oxitocina es en gran parte desconocida. Ademas de la oxitocina, se ha
descrito el sistema cannabinoide estd estrechamente asociado a la modulacion de la

ansiedad (Rey, Purrio, Viveros, & Lutz, 2012).

La oxitocina y los cannabinoides realizan su sefializacion celular a través de
los receptores de membrana acoplados a proteinas G (GPCRs). Un nuevo enfoque
acerca de los GPCRs muestra que estos son capaces de formar homodimeros,
heterodimeros y mosaicos de interacciones (interaccion entre mas de dos receptores)
en las superficies celulares (Fuxe, Borroto-Escuela, Romero-Fernandez, et al., 2014).
Si la formacidn de estas complejas estructuras cambia la vision de la transduccion de
sefial a través de los GPCRs, el hecho que de ocurra una regulacion alostérica entre los
receptores implicados incrementa la complejidad de esta realidad. Estos
conocimientos actualizados han llevado tanto a los homodimeros, heterodimeros y los
mosaicos de interacciones como a la regulacion alostérica de las interacciones
receptor-receptor a convertirse en importantes blancos en el disefio de farmacos para

el tratamiento de enfermedades (Fuxe, O. Borroto-Escuela, et al., 2012).

Se conoce que los receptores de oxitocina (OxTR) y los receptores de
cannabinoide (CB1R) se encuentran co-expresados en regiones del cerebro

involucradas en la fisiologia y fisiopatologia de la ansiedad (Jimenez, Young, Triana-



Del Rio, LaPrairie, & Gonzalez-Mariscal, 2015; Katona et al., 2001). También, se ha
descrito que el OxTR es capaz de formar un heterémero con el receptor de dopamina
D2 y que la activacion del OxTR incrementa la sefializacion dopaminérgica (Romero-
Fernandez, Borroto-Escuela, Agnati, & Fuxe, 2013). Adicionalmente, resulta
interesante que el sistema cannabinoide es capaz de transactivar la sefializacion de la
oxitocina (Verty, McFarlane, McGregor, & Mallet, 2004). Sin embargo, hasta la fecha

no se descrito una interaccion fisica entre estos receptores.

Dado que el papel ansiolitico regulado por la oxitocina resulta complejo y que
podria involucrar la interaccion con otros sistemas, este trabajo se ha enfocado en
estudiar la formacion del heteromero OxTR/CB1R. También, se pretende describir la
naturaleza de la regulacion alostérica de esta interaccion receptor-receptor. Sin duda,
los resultados que se obtengan serdn un avance para establecer a los heteroreceptores

como dianas terapéuticas para el tratamiento de enfermedades mentales.



CAPITULO1
EL PROBLEMA

1.1 TEMA DE LA INVESTIGACION

Regulacion alostérica en el heteroreceptor oxitocina-cannabinoide CB1: Una

nueva estrategia terapéutica para el tratamiento de trastornos de ansiedad.

1.2 JUSTIFICACION

El estilo de vida que ha adoptado la sociedad actual ha incrementado los
problemas laborales y econdomicos, conflictos de pareja, enfermedades cronicas, abuso
de sustancias entre otras, ha generado una alta tasa de incidencia de trastornos de
ansiedad. Se estima que alrededor del 15% de la poblacion mundial ha experimentado
algun episodio de ansiedad durante su vida, por lo tanto, se ha convertido en un serio

problema de salud publica.

La ansiedad adaptativa o no patoldgica es una respuesta fisioldgica ante un
estimulo agudo el cual se reconoce como dafiino y que puede comprometer la
integridad del individuo. Cuando este estimulo supera cierto umbral o se afectan los
mecanismos fisiologicos de la respuesta adaptativa dirigidos a evitar los efectos
nocivos de la informacion sensorial, la ansiedad se convierte en patologica (Viveros,
Marco, & File, 2005). Se conoce que la amigdala, el hipotdlamo y el nticleo accumbens
son regiones del cerebro estrechamente relacionadas con la respuesta fisiologica y
fisiopatologica de la ansiedad (E. I. Martin, Ressler, Binder, & Nemeroff, 2010). En
la respuesta fisiologica a la ansiedad se conoce que la informacidon que proviene del
medio ambiente se transmite a la amigdala lateral y baso lateral, luego llega al nucleo
de accumbens y al nucleo amigdalino central medial, que son las regiones encargadas

de generar respuestas hormonales y autonémicas en funcion del estimulo sensorial.

Diversos estudios establecen que la sefializacion a través del neuropéptido
oxitocina y de cannabinoide estan involucradas en la regulacion de la ansiedad (M.

Martin, Ledent, Parmentier, Maldonado, & Valverde, 2002; Inga D. Neumann, 2008).



De igual manera, se ha planteado que la respuesta celular a la ansiedad no patologica
podria implicar la interaccion de varios sistemas. De hecho, varios autores han
expuesto que el papel ansiolitico mediado por la oxitocina podria implicar la
interaccion con los sistemas de neurotransmision de dopamina (Romero-Fernandez et
al., 2013), serotonina o cannabinoide (Baskerville & Douglas, 2010). En este sentido,
algunos autores han informado que la activacion de la sefializacion cannabinoide
incrementa la sintesis de oxitocina y regula la ingesta de agua y alimentos, lo que
podria sugerir que existe una transactivacion entre estos sistemas de neurotransmision
(Verty et al., 2004). Por otra parte, Schechter y colaboradores demostraron que la
reducciéon de CB1R en el hipocampo altera los niveles de expresion de OxTR. No
obstante, hasta la fecha no se descrito la formacion de un heteromero entre OxTR y

CBIR (Schechter et al., 2013).

El OxTR y CBIR pertenecen a la familia A de los GPCRs, los cuales son
receptores de siete hélices transmembrana implicados en la transduccion de sefial
(Fuxe et al.,, 2007). Estos receptores de membrana son activados por ligandos
especificos que generalmente promueven la activacion de las proteinas
heterotriméricas G, las cuales una vez activas, inician una via de senalizacion
caracterizada por la interaccion en cascada de diversos efectores intracelulares que

concluye produciendo una respuesta celular.

Los trabajos pioneros de Fuxe y colaboradores revelaron que los GPCRs se
pueden encontrar en las membranas celulares en forma de mondmeros, dimeros
(homodimeros y heterodimeros) o mosaicos de interacciones (interaccion de mas de
dos receptores). Se ha sefialado que la existencia de homodimeros y heterodimeros y
de regulacion alostérica en las interacciones receptor-receptor modifica
significativamente el reconocimiento, el trafico y la sefializacién de los GPCRs. Para
comprender esta nueva vision de la comunicacion celular a través de los GPCRs es
necesario generar nuevos conocimientos sobre la implicacion fisioldgica de las
interacciones fisicas receptor-receptor y de la regulacion alostérica que tiene lugar en
los heteromeros. Esta investigacion pretende establecer los heteromeros y su
regulacion alostérica como diana terapéutica para el tratamiento de enfermedades del

sistema nervioso central.



Si tenemos en cuenta lo expuesto anteriormente y que: i) los OXTR y CB1R se
co-expresan en areas del cerebro que modulan el miedo y la ansiedad (Jimenez et al.,
2015; Katona et al., 2001) ii) la activacion de los CB1R modula los niveles de oxitocina
iil) y que la formacién de heteroémeros y de regulacion alostérica de la interaccion
proteina-proteina podria ser diana terapéutica para el tratamiento de patologias
neuropsiquiatricas, seria interesante conocer:

(Es posible que el OxTR formen un heteromero con el CB1R?

(Es posible que el papel ansiolitico y antidepresivo mediado por la oxitocina
en parte se deba a la modulacion alostérica que tiene lugar en el heteroreceptor del
OxTR/CBI1R?

(Es posible emplear la modulacion alostérica que podria ocurrir en el
heterodimero de los OxTR/CBIR como blanco terapéutico en el desarrollo de
farmacos para el tratamiento de los trastornos de ansiedad?

Por lo antes expuesto, este trabajo propone el estudio de la formacion del
heteroreceptor OXTR/CBIR y la regulacion alostérica que tiene lugar en dicha

interaccion.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 OBJETIVO GENERAL

Describir la formacion de un heteroreceptor oxitocina-cannabinoide CB1, y

establecer la naturaleza de la regulacion alostérica en la interaccion receptor-receptor.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.3.2.1 Evaluar la correcta expresion de los receptores de oxitocina y
cannabinoide CBI1 en células HeLa.

1.3.2.2 Determinar in vitro la formacion del heterémero entre el OxTR y el CBIR
en células HeLa.

1.3.2.3 Describir la naturaleza de la modulacion alostérica de la interaccion

receptor-receptor que tiene lugar en el heteroreceptor OxXTR/CB1R.



CAPITULOII
MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTE DE LA INVESTIGACION

Los GPCRs también llamados receptores de siete dominios de transmembrana
forman el mayor grupo de receptores de membrana implicados en la transduccion de
sefial (Figura 1). Hasta la fecha, en el genoma humano se han identificado mas de
1000 secuencias que codifican para estos receptores, lo que evidencia la importancia
fisiologica de estas proteinas en la comunicacion celular. La diversidad quimica de
ligandos enddgenos que se unen y activan a estos receptores es notable, entre ellos
podemos encontrar feromonas, hormonas, lipidos, péptidos, aminas biogenas,
nucleotidos e iones. Ademas, estimulos exdgenos, tales como, la luz, el olor y el sabor
también son mediados por estos GPCRs. De esta forma, regulan un sin niimero de
procesos fisiologicos, tales como: el crecimiento, la secrecion, el metabolismo y la
diferenciacion celular, respuestas inflamatorias e inmunes, la vision, y Ila

neurotransmision.

Dada su participacion en diversos procesos fisioldgicos, no es sorprendente que
estén involucrados en muchos procesos fisiopatoldgicos. La presencia de estos GPCRs
en las superficies celulares hace que estos receptores sean muy accesibles a agentes
terapéuticos, por lo que se consideran dianas relevantes para el desarrollo de farmacos.
Por lo tanto, comprender el funcionamiento de los mecanismos de sefializacion celular
de los GPCRs contribuira notablemente al avance de la biomedicina y el desarrollo de

farmacos para el tratamiento de multiples patologias.

El conocimiento de la transducciéon de sefial a través de los GPCRs ha
cambiado notablemente en las ultimas décadas. Los relevantes y pioneros hallazgos
cientificos de Fuxe y colaboradores en la década de los 80 sugirieron que estos
receptores no solo se pueden encontrar en las superficies celulares en forma de
monoémeros, sino que también son capaces de formar dimeros (homodimeros y

heterodimeros). Mas tarde, entre los afios 1998-1999 se demostré que los receptores



GABABI1 y GABAB2 se podian ensamblar en forma de heterodimeros de sefializacion

en la superficie celular (Marshall, Jones, Kaupmann, & Bettler, 1999).
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Figura 1. Representacion esquematica de un receptor de siete hélices transmembrana
acoplado a proteina G. La figura representa la estructura y secuencia de aminoécidos del
receptor muscarinico M3 humano, adaptada de Borroto-Escuela y colaboradores (Borroto-
Escuela, Correia, et al., 2011). 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 estdn conectadas a través de bucles intracelulares y extracelulares. Cuando se
pliegan correctamente, los dominios extracelular e intracelular forman sitios activos muy
especificos para la unioén de ligandos y de las proteinas G, respectivamente. La orientacion 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-funcion de la proteina. De igual forma, son capaces de sefialar a través
de chaperones y proteinas andamio (via independiente a las proteinas G). La mayoria de los
GPCRs pertenecen a la familia A de los GPCRs en la cual encontramos los receptores
aminérgicos (serotonina, muscarinico, dopamina, histamina, adrenérgico), receptores
peptidicos (oxitocina, vasopresina, colecistocinina), receptor de rodopsina, entre otros. La
homologia de secuencia entre los receptores de la familia A es baja, sin embargo, se
caracterizan por la presencia de dominios altamente conservados, importantes en la estructura
y funcion de los receptores. Entre estos dominios encontramos el DRY (Asp-Arg-Tyr), que
forma parte de la transmembrana citoplasmatica III y estd implicado en la activacion de la
proteina G (Probst, Snyder, Schuster, Brosius, & Sealfon, 1992) y el dominio NPxxY,
localizado en la parte citoplasmatica de la transmembrana VII e involucrado en la



conformacion del receptor que garantiza una correcta sefializacion celular y formacion de
complejos multiproteicos intracelulares (Borroto-Escuela, Romero-Fernandez, et al., 2011).

En la ultima década, con el avance de técnicas de estudio de las proteinas
empleando principios de transferencia de fluorescencia (Fluorescence resonance
energy transfer) o bioluminiscencia (Bioluminescence resonance energy transfer) se
corrobord la formacion de heterémeros entre los miembros de la familia A de los
GPCRs. Otras técnicas avanzadas han permitido demostrar que los GPCRs también
pueden formar oligdmeros (mas de dos receptores de membrana). En este sentido,
algunos autores han descrito la formacion de mosaicos de interacciones para mGluRS5-

AsAR-D3R (Cabello et al., 2009) y CB1R-D;R-A5R (Navarro et al., 2008)(Figura 2).

Monémeros

Homodimeros,

Oligébmeros
(Homo-y Hetero-oligémeros)

Figura 2. Receptores de membrana acoplados a proteinas G, formacion de mondémeros,
homodimeros, heterodimeros y oligdmeros. La transduccion de sefial a través de los GPCRs
es mas compleja de lo que se pensé en un inicio, estudios recientes han demostrado que estos
receptores se pueden expresar en las membranas celulares de diferente forma. Figura adaptada
de Fuxe y colaboradores (Fuxe, Borroto-Escuela, Romero-Fernandez, et al., 2014).

Se ha destacado que la existencia de heterémeros y de regulacion alostérica en
las interacciones receptor-receptor que tiene lugar en estas complejas estructuras
incrementa significativamente la diversidad de reconocimiento, el trafico y la
sefializacion de los GPCRs (Fuxe, Borroto-Escuela, et al., 2012; Fuxe, Borroto-
Escuela, Romero-Fernandez, et al., 2014). Asi mismo, estudios recientes muestran que

la formacion de dimeros tiene lugar desde la sintesis de los GPCRs en el reticulo



endoplasmatico, que podrian tener un papel critico en el trafico de los GPCRs hacia la

superficie celular (Van Craenenbroeck et al., 2011).

Extensa literatura cientifica relaciona alteraciones especificas en las
interacciones receptor-receptor con mecanismos moleculares que conducen a
trastornos neuropsiquiatricos (Fuxe, Borroto-Escuela, et al., 2012). Por ello, estudios
dirigidos a comprender la funcion fisioldgica de la interaccion fisica receptor-receptor
y de la regulacién alostérica que regula la sefializacion de los protdémeros que forman
parte de un heteroreceptor serd clave para el desarrollo de nuevas drogas en el

tratamiento de enfermedades neuropsiquiatricas.

Uno de los principales problemas que aquejan a la poblacion mundial es el
aumento de trastornos mentales y adicciones. La ansiedad cuando se convierte en
patoldgica se caracteriza por sintomas fisicos, sociales y conductuales que afectan la
calidad de vida de los individuos que la padecen (Viveros et al., 2005). La amigdala,
el hipotdlamo, el nucleo rafe y el nicleo accumbens son regiones del cerebro
estrechamente relacionadas con la respuesta fisioldgica y fisiopatologica de la
ansiedad, desempenando un papel clave en el procesamiento de la informacion
sensorial que proviene del tdlamo y la corteza cerebral. Dicha informacién se envia al
nicleo accumbens y al nicleo amigdalino centro medial donde se generan una serie
de respuestas hormonales y autondmicas dirigidas a dar respuesta al estimulo sensorial
(Ehrlich et al., 2009; LeDoux, 2000; Majidi, Kosari-Nasab, & Salari, 2016; Paz &
Pare, 2013).

Evidencias experimentales han demostrado que el neuropéptido oxitocina
juega un papel critico en el comportamiento social y en la respuesta de ansiedad
adaptativa tanto en seres humanos como animales (I. D. Neumann, 2008). Este
neuropéptido se une a su receptor y a través de la proteina Gg/11, activa la cascada de
senalizacion celular de inositol trifosfato (IP3) y 1,2 diacilglicerol (1,2-DAG) (Van
Soest, Lodder, & Kits, 2000; Vrachnis, Malamas, Sifakis, Deligeoroglou, &
Iliodromiti, 2011) (Figura 3). En las Gltimas décadas, varios estudios han mostrado
que la administracion de oxitocina reduce la actividad de la amigdala y tiene un efecto

positivo tanto en pacientes que padecen estrés postraumatico (Koch et al., 2015), como



en pacientes esquizofrénicos (Sobota, Mihara, Forrest, Featherstone, & Siegel, 2015).
Igualmente, se ha observado un efecto ansiolitico (Laszlo et al., 2016; Ring et al.,
2006) y una disminucién del estrés inducido por corticosterona en ratones (Windle,
Shanks, Lightman, & Ingram, 1997). Por otra parte, ratones knock-out para OxTR
expuestos a factores estresantes muestran un comportamiento similar a la ansiedad y
se observa un incremento en los niveles de corticosterona (Amico, Mantella, Vollmer,

& Li, 2004).
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Figura 3. Cascada de sefializacion celular del neuropéptido oxitocina. La oxitocina se une
a su receptor y este activa proteinas G, activando la fosfolipasa C, la cual genera segundos
mensajeros intracelulares como el IP3 y 1,2-DAG encargados de la transduccion de sefial.
Resulta interesante que un incremento en la expresion de los OxTR en la
amigdala de animales de experimentacion reduce la ansiedad (Bosch OJ, 2006). Se ha
descrito que los efectos ansioliticos de oxitocina involucra la activacion de la cascada
de sefializacion de Raf, MAPK y ERK1/2 (Blume et al., 2008; Jurek et al., 2012) y la
participacion de neuronas GABA dentro del nucleo central de la amigdala que
disminuyen la actividad ansiogénica (Huber, Veinante, & Stoop, 2005) (Figura 3). Sin

duda, el efecto ansiolitico mediado por oxitocina resulta complejo y podria involucrar
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la interaccidén con otros sistemas de neurotransmisores, tales como, el de dopamina,

serotonina y cannabinoide.

Se ha descrito que el sistema cannabinoide, en especial el CB1R, juega un
importante papel en la etiologia y tratamiento de enfermedades mentales (Manzanares,
Urigiien, Rubio, & Palomo, 2004) este receptor se encuentra en mayor concentracion
en el hipocampo, la amigdala y la corteza prefrontal (Viveros et al., 2005). La via de
senalizacion del CB1R esta mediada por la activacion de las proteinas Gi/o que

senalizan a través de la via de la adenilato ciclasa (Figura 4).
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Figura 4. Cascada de sefializacion retrograda del cannabinoide. Los endocannabinoides
funcionan como mensajeros retrogrados en las sinapsis en varias regiones del cerebro. La
familia de endocannabinoides incluye al menos cinco derivados de 4cido araquidonico. Hasta
la fecha los dos mejor caracterizados son araquidonoil etanolamida (anandamida, AEA) y 2-
araquidonoil glicerol (2AG). Estos endocannabinoides se liberan en las neuronas
postsinapticas producto de la despolarizacion postsinaptica y/o por la activacion de los
receptores de cannabinoides. Los endocannabinoides liberados activan entonces los receptores
CBI1 en los terminales presinapticos y por la inhibicion de canales de Ca2+ suprimen la
liberacion del transmisor inhibidor GABA (la despolarizacion induce la supresion de
inhibicion, DSI) o el neurotransmisor excitador glutamato (la despolarizaciéon induce la
supresion de la excitacion, DSE). Mientras que DSI y DSE median la plasticidad sinaptica a
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corto plazo, los endocannabinoides interceden en los cambios sinapticos a largo plazo (eCB-
LTD). Se ha descrito que la activacion persistente de los receptores CB1 desencadenan eCB-
LTD por un mecanismo dependiente de RIM1alfa.

Evidencias experimentales han demostrado que la inhibicién de la degradacion
de endocannabinoides potencia la sefalizacion de los CBIR lo que conduce a reducir
comportamientos similares a la ansiedad. Por el contrario, la inhibiciéon de estos

receptores produce efectos ansiogénicos (Moreira & Wotjak, 2010).

Segtin lo antes descrito se plantea como hipotesis que el papel ansiolitico y
antidepresivo mediado por la oxitocina puede deberse a la formacion del
heteroreceptor OxTR/CBIR donde la activacion del CBIR podria modular
alostéricamente al OxTR incrementando su sefalizacion celular lo cual podria
contribuir a mejorar el papel ansiolitico mediado por la oxitocina dentro de regiones
claves del cerebro involucradas en la regulacion del miedo, la ansiedad y la depresion.
De ser acertada dicha hipotesis, sera posible proponer nuevas estrategias terapéuticas

para el tratamiento de los trastornos de ansiedad.

2.2 HIPOTESIS

2.2.1 FORMACION DEL HETERORECEPTOR OxTR/CBIR.

Hipotesis Nula:
No existe la formacion del heteroreceptor OxTR/CBI1R.
Hipotesis Alternativa:

Existe la formacion del heteroreceptor OxTR/CBI1R.

2.2.2 REGULACION ALOSTERICA EN EL HETERORECEPTOR OxTR/CBI1R.
Hipotesis Nula:

La activacion del CB1R no regula alostéricamente al OxTR.

Hipotesis Alternativa:

La activacion del CB1R regula alostéricamente al OxTR.
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2.3 SENALAMIENTO DE VARIABLES DE LA HIPOTESIS.

Formacion del heteroreceptor OXTR/CBI1R,

Secuenciacion plasmidica de OxTR y CBIR.

Purificacion de ADN plasmidico.

Transfeccion de plasmidos en células HeLa.

Expresion de los receptores en la membrana de células HeLa.

Colocalizacion de los receptores in vitro en células HeLa.

Regulacion alostérica en el heteroreceptor OxXTR/CBI1R.

Ensayos de senalizacion celular.
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CAPITULO III
MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES Y METODOS

3.1.1 SECUENCIACION PLASMIDICA.

Los plasmidos pcMV6-OxTR-GFP y pcDNA3.1-CB1-YFP fueron cedidos por
el Dr. Dasiel Oscar Borroto-Escuela del Departamento de Neurociencia del Instituto
Karolinska, Suecia. Para verificar que en el material de partida no se han producido
inserciones, deleciones, sustituciones o corrimiento del marco de lectura, se
determinaron las secuencias correspondientes a los receptores con el inserto
fluorescente. La secuenciacion se realizd a través de un servicio externo en la
compafiia Macrogen (Corea del Sur), quienes utilizaron un secuenciador “3730x]1 DNA
Analyzer” y el cebador CMV-F (5’- CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG -3’). Para la
preparacion de las muestras se siguid el protocolo recomendado por la empresa, se
enviaron 50 pl de los plasmidos a una concentracion de 100 ng/ul purificados a través
del kit de purificacion plasmidica (PureLink Quick plasmid miniprep kit, Invitrogen,
USA). Los resultados de las secuenciaciones se compararon con los datos del Centro

Nacional para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI, USA).

3.1.2 TRANSFORMACION EN CELULAS DE ESCHERICHIA COLI DH50.

Células de E. coli DH5a fueron transformadas con los pldsmidos pcMV6-
OxTR-GFP y pcDNA3.1-CBI1-YFP siguiendo el protocolo de la casa comercial
(Invitrogen, USA). Especificamente, se mezclaron 50 pul de células competentes de E.
coli DH5a y 1 ul de ADN plasmidico (10 ng) en Eppendorf de 2 ml y se incubd por
30 minutos en hielo. Para la internalizacion de los plasmidos se realizé un choque
térmico a 42°C por 20 segundos sin agitacion, seguido de una incubacion de 2 minutos
en hielo. Para la expresion del gen marcador de seleccion, se adiciond 250 pl de medio
Luria Bertani (LB) (10 gr de NaCl, 10 gr de peptona bacteriolégica y 5 gr de extracto
de levadura) y se incubd en agitacion (300 rpm) a 37°C por 1 hora. En placas Petri con

agar LB y antibidtico de seleccion (ampicilina o kanamicina, ambos a una
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concentracion de 100 pg/ml) se inoculd 200 pl del cultivo y se extendié sobre la

superficie del agar. Las placas se incubaron a 37°C por 24 horas.

3.1.3 PURIFICACION DE ADN PLASMIDICO.

Una colonia de E. coli DH5a transformada con el plasmido de interés se
inocul6 en 5 ml de medio LB con 100 pg/ml del antibidtico de seleccion (ampicilina
o kanamicina) y se incub6 por 6 horas en agitacion (300 rpm) a 37°C. Al cabo de las
6 horas, se realiz6é una dilucion 1:1000 del pre-cultivo en 250 ml de medio LB con 100
pg/ml del antibiotico de seleccion (ampicilina o kanamicina) y se incub6 toda la noche
en agitacion (300 rpm) a 37°C sin que la absorbancia del cultivo bacteriano a 600 nm
alcance 0.6. El pellet resultante de una centrifugacion a 3000 rpm a 4°C por 10 minutos
del cultivo bacteriano fue vigorosamente resuspendido en 5 ml de tampon de
homogeneizacion (25 mM Tris-HCI, pH=8.0, 50 mM glucosa, 1% lisozima, ARNasa
100 pg/ml) utilizando un vortex (Labnet, USA) y se incubd 30 minutos en hielo.
Después se anadio 5 ml de tampon de lisis (0.2 M NaOH y 1% de SDS) y la mezcla se
incub6 por 5 minutos en hielo sin agitar. Para detener la hidrélisis promovida por la
base, se agrego6 5 ml de tampdn de neutralizacion (3M NaC,H;0,, pH=4.8) y se mezclo
de forma suave e inmediatamente se centrifug6é a 10000 rpm por 10 minutos a 4°C.
Los plasmidos presentes en el sobrenadante fueron precipitados con isopropanol al
70% y centrifugados a 14.590 rpm por 1 hora a 4°C. El pellet que se obtuvo se lavo
con 10 ml de etanol al 70% recién preparado y se centrifugd en las mismas
condiciones. Una vez que se decant6 el sobrenadante, los restos de etanol fueron

eliminados por evaporacion en una camara extractora de gases. El pellet se resuspendio

en 200 pl de buffer TE1X (10 mM Tris-HCI, pH=8.0, 0.01 mM EDTA).

Para obtener un ADN plasmidico de mejor calidad se realiz6 una purificacion
a través de un kit comercial de purificacion de ADN plasmidico (PureLink Quick
plasmid miniprep kit) segiin las recomendaciones de la casa comercial (Invitrogen,
USA). Para evaluar la pureza y la cantidad de ADN plasmidico obtenido se midio la
absorbancia a 260 nm y 280 nm utilizando un espectrofotdmetro (Nanodrop 2000,

USA).
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3.1.4 ELECTROFORESIS DE ADN EN GELES DE AGAROSA.

La calidad del ADN plasmidico purificado se comprobdé mediante una
electroforesis horizontal de ADN en geles de agarosa. Concretamente, 1 ul de ADN
plasmidico (100 ng) fueron mezclados con 1 pl de buffer de carga 6x de ADN (Sigma
Aldrich, USA) y se cargaron en un gel de agarosa al 1% (p/v en tampén TAE1X) que
contenia 0.01% (v/v) de SyberSafe. Como marcador de peso molecular se utiliz6 el
patron High Mass Leader de 1-10 Kb (Invitrogen, USA). La electroforesis se corri6 a
80V por 40 minutos. Para observar las bandas correspondientes al ADN plasmidico se

utilizo el sistema de imagenes ChemiDoc™MP (Bio-Rad, USA).

3.1.5 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 Céancer de la
Fundacion Institut de Recerca Hospital Vall d'Hebron, Barcelona, Espafia. Las células
HeLa se cultivaron en placas de 6 pocillos y en frascas de 75 cm” en medio DMEM,
suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS), 100 ng/ml de penicilina y 100
U/ml de estreptomicina a 37°C, 5% de CO, y atmosfera himeda. Las células HeLa se
crioconservaron en nitrégeno liquido en medio de criocongelacion (90% FBS y 10%
de Dimetilsulféxido (DMSQO)), segun las recomendaciones de la casa comercial

(American Type Culture Collection, Manassas, USA).

3.1.6 TRANSFECCION DE PLASMIDOS EN CELULAS HELA.

Las células HeLa fueron cultivadas sobre cubreobjetos en placas de 6 pocillos
en las condiciones descritas anteriormente durante 24 horas antes de la transfeccion
con el ADN plasmidico. Las células se transfectaron con los plasmidos OxTR-GFP y
CB1R-YFP por el método de Lipofectamina™2000 segtin lo recomendado por la casa

comercial (Invitrogen, USA).

Para las transfecciones simples se utilizd 1 pg total de ADN y para las

transfecciones dobles se utilizo 2 pg totales de ADN (1 pg de cada uno de los vectores).
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En todos los casos se utilizdo una relacion ADN/Lipofectamina™2000 de 1:2.
Especificamente, se resuspendi6 1-2 pg de ADN plasmidico y 2-4 pl de
Lipofectamina™2000 en 50 ul de medio DMEM sin complementos y se incub6 a
temperatura ambiente por 5 minutos. Posteriormente se mezclaron las dos soluciones
y se incubaron a temperatura ambiente por 20 minutos. Al cabo de este tiempo la
mezcla se afiadid a las células en crecimiento. Las células fueron cultivadas por 48
horas antes de comprobar la expresion de los receptores marcados con las proteinas

fluorescentes.

3.1.7 ENSAYOS DE CO-LOCALIZACION.

Las células HeLa fueron co-transfectadas con los plasmidos OxTR-GFP y el
CB1R-YFP empleando el reactivo de Lipofectamina, segin lo descrito anteriormente.
Al cabo de las 48 horas de incubacion las células se lavaron 3 veces con tampdn fosfato
salino (PBS 1X) y se fijaron con 1 ml de paraformaldehido al 4% (PFA) durante 15
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, los cubreobjetos fueron lavados 3
veces con PBS 1X, se secaron y fueron montados sobre portaobjetos. Para la tincién
de los nucleos se utiliz6 medio de montaje con 4°,6 diamino-2-fenilindol (DAPI,
Invitrogen, USA). Para el analisis de la expresion de los receptores marcados con
proteinas fluorescentes, las muestras fueron observadas en un microscopio de

fluorescencia Leica DMi8 (Leica Microsystems, Alemania).

3.1.8 ENSAYOS DE SENALIZACION CELULAR.

Las células HeLa fueron cultivadas sobre cubreobjetos en placas de 6 pocillos
en las condiciones descritas anteriormente durante 24 horas antes de la transfeccion
con el ADN plasmidico. La transfeccion se realizo con los plasmidos OxTR-GFP y
CBI1R utilizando el reactivo Lipofectamina™?2000, segiin lo recomendado por la casa
comercial (Invitrogen, USA). Al cabo de las 48 horas de incubacion las células se
lavaron 3 veces con PBS 1X y fueron incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente
con anandamida (AEA), un agonista especifico de los CBIR, a 270nM.
Posteriormente, se realizaron 3 lavados con PBS 1X y se fijaron con 1 ml de PFA al

4% durante 15 minutos a temperatura ambiente. Los cubreobjetos fueron lavados 3
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veces con PBS 1X, se secaron y montaron sobre laminas portaobjetos. Para el analisis
de la internalizacion de OxTR-GFP las muestras se observaron en un microscopio de
fluorescencia Leica DMi8 (Leica Microsystems, Alemania). Como controles se
utilizaron células HeLa transfectadas con OXTR-GFP y CB1R-YFP sin tratamiento de
anandamida y células HeLa transfectadas inicamente con OxTR-GFP con tratamiento

de anandamida.

3.2 ESTADISTICA Y PRESENTACION DE LOS RESULTADOS.

Los resultados obtenidos se presentan mediante imagenes captadas a través del
microscopio de fluorescencia Leica DMi8 (Leica Microsystems, Alemania). Todas las
muestran se observaron con el objetivo de inmersion utilizando una magnificacion
total de 630X y los filtros DAPI (489-513 nm), GFP (475-509 nm) y YFP (514-527
nm). El nimero de muestras (n) en cada condicidon experimental se indica en los pies

de figura.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RESULTADOS.
4.1.1 OBTENCION DE ADN PLASMIDICO PARA LA TRANSFECCION EN CELULAS

HELA.

Los plasmidos pcMV6-OxTR-GFP y pcDNA3.1-CB1-YFP fueron purificados
obteniendo una cantidad suficiente de ADN para los diferentes ensayos

experimentales.

Las células de E. coli DH5a fueron transformadas ambos plasmidos segun se

describe en la seccion de materiales y métodos (Figura 5).
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Figura 5. Transformacion de E. coli DHSa con los ADN plasmidicos. La figura muestra la
transformacion de E. coli DH5a con los plasmidos pcMV6-OxTR-GFP y pcDNA3.1-CB1-
YFP. A) Control de contaminacidon ambiental (placa sin células). B) Control de resistencia a
ampicilina en E. coli DH5a sin transformar (s/t). C) Control de resistencia a kanamicina en E.
coli DH5a sin transformar (s/t). D) Transformacion de E. coli DH5a con el plasmido pUC19
(para evaluar el protocolo de transformacion). E) E. coli DH5a transformadas con el plasmido
pcMV6-OxTR-GFP. F) E. coli DH5a transformadas con el plasmido pcDNA3.1-CB1-YFP.
Las imagenes son representativas de tres experimentos realizados de forma independiente
(n=3).
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Los resultados obtenidos muestran una correcta transformacion de E. coli
DHS5a con los plasmidos pcMV6-OxTR-GFP 'y pcDNA3.1-CB1-YFP.
Adicionalmente, la ausencia de crecimiento bacteriano en el control ambiental
confirma que no existe contaminaciéon en la incubadora utilizada para el cultivo
bacteriano. De la misma forma, la ausencia de crecimiento bacteriano en células sin

transformar muestra la eficacia de los antibioticos utilizados.

Posteriormente, a partir de los cultivos obtenidos se procedi6 a la purificacion
de ADN plasmidico. Para ello se utiliz6 el kit de purificacion de ADN plasmidico
(Invitrogen, USA) seglin las recomendaciones de la casa comercial (Figura 6).

G. D, UNIYRRSIDAD TEONICA DR AMRATO Cuantificacion de ADN plasmidico
+ B Geaso de larealigacida. Ussaceutl v davwracion Bivenidics

Sample ID | Nucleic Acid Conc. | Unit (A260 A280|260/280(260/230| Sample Type | Factor|
Buffer TE 1X |0,0002 ug/ul 0,004 0,004 [0,90 0,38 DNA 50,00
OxTR-GFP |0,2360 ug/ul 4,721 2,471 (1,91 181 DNA 50,00
CBL-YFP  |0,1137 ug/ul 2,273 (1,154 [1,97 2,02 DNA 50,00
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Figura 6. Cuantificacién y calidad del ADN plasmidico. La figura muestra el rendimiento
y calidad del ADN plasmidico obtenido con el kit de purificacion. La imagen es representativa
de tres experimentos realizados de forma independiente.

Los valores de las relaciones 260/280 y 260/230 indican que no existen
contaminaciones con proteinas o con solventes organicos utilizados en la purificacion.
Sin embargo, el rendimiento ha estado por debajo de lo esperado seglin la informacion
proporcionada por la casa comercial. En experimentos puntuales se obtuvieron entre
15-20 pg totales de ADN y segun la casa comercial la cantidad méxima de ADN que
se podria obtener es alrededor de 30 pg totales. No obstante, en el protocolo de
transfeccion de células eucariotas se utiliza 1 pg de plasmido en lo cual este bajo
rendimiento no afectd el uso del ADN purificado en la transfeccion de las células

eucariotas.
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Se ha descrito que la pureza del ADN plasmidico afecta significativamente la
eficacia de los procesos de transfeccion. Para evaluar la calidad y conformacion del
ADN plasmidico purificado se realizo una electroforesis de ADN en geles de agarosa

(Figura 7).

Circular
relajada

Superenrrollada

Figura 7. Electroforesis de ADN plasmidico en gel de agarosa al 1%. La figura muestra la
calidad del ADN plasmidico obtenido a través del kit de purificacion. Carril 1: Patréon de peso
molecular High mass leader (Invitrogen, USA). Carril 2: pcMV6-OxTR-GFP. Carril 3:
pcDNA3.1-CB1-YFP. La imagen es representativa de tres experimentos realizados de forma
independiente.

El resultado obtenido en la electroforesis en gel de agarosa al 1% corresponde
a la corrida electroforética tipica de un ADN plasmidico. En nuestros resultados se
obtuvo una banda intensa que corresponde al ADN superenrrollado y una banda que
podria corresponder a la forma circular relajada. En ninguno de los experimentos
realizados se obtuvo una tercera banda que podria sugerir la linealizacion del plasmido.
Tampoco, se obtuvieron imagenes que apuntasen a una degradacion de la muestra.

Por otra parte, para descartar la presencia de inserciones, deleciones,
sustituciones o corrimiento del marco de lectura en los vectores a utilizar. Por ello, se
realizo la secuenciacion de los plasmidos pcMV6-OxTR-GFP y pcDNA3.1-CB1-YFP
(Figura 8 y 9).
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Figura 8. Homologia de secuencia de un segmento de ADN plasmidico correspondiente
al plasmido pcMV6-OxTR-GFP. La figura muestra la homologia de secuencia entre un
segmento de ADN plasmidico correspondiente al plasmido pcMV6-OxTR-GFP con los datos
del Centro Nacional para la Informacion Biotecnologica (NCBI, USA). A) Segmento
representativo de la secuencia de ADN plasmidico obtenido para el pldsmido pcMV6-OxTR-
GFP. B) Homologia de secuencia entre la secuencia obtenida para el plasmido pcMV6-OxTR-
GFP (Query) comparada con los Datos del NCBI (Sbjct). El ADN plasmidico fue
transformado en células E. coli DH5a, purificado a través de una columna de afinidad,
cuantificado por espectrometria y su conformacion fue determinada en geles de agarosa. 100
ng/pl de la solucion de ADN plasmidico fue secuenciado a través de un servicio externo (Ver
Anexo I).
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Figura 9. Homologia de secuencia de un segmento de ADN plasmidico correspondiente
al plasmido pcDNA3.1-CB1-YFP. La figura muestra la homologia de secuencia entre un
segmento de ADN plasmidico correspondiente al pldsmido pcDNA3.1-CB1-YFP con los
datos del Centro Nacional para la Informacién Biotecnolégica (NCBI, USA). A) Segmento
representativo de la secuencia de ADN plasmidico obtenido para el plasmido pcDNA3.1-CB1-
YFP. B) Homologia de secuencia entre de la secuencia obtenido para el plasmido pcDNA3.1-
CBI1-YFP (Query) comparada con los Datos del NCBI (Sbjct). E1 ADN plasmidico fue
transformado en células E. coli DH5a, purificado a través de una columna de afinidad,
cuantificado por espectrometria y su conformacion fue determinada en geles de agarosa. 100
ng/pl de la solucion de ADN plasmidico fue secuenciado a través de un servicio externo (Ver
Anexo II).
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Las secuencias obtenidas se compararon con los datos del Centro Nacional para
la Informacién Biotecnologica (NCBI, USA) (Anexo III, 1IV), obteniendo una
alineacion perfecta con los receptores de interés. La correcta conformacion de las
proteinas fluorescentes que marcan a los receptores de interés se comprobd por
microscopia de fluorescencia (ver resultados 4.1.2). Por todo ello, se corrobor6 que la
secuencia de ambos plasmidos es correcta y pueden ser utilizados para la transfeccion

en células eucariotas.

4.1.2 EXPRESION TRANSCIENTE DE OXTR-GFP Y CB1R-YFP EN CELULAS
HELA.

Los plasmidos pcMV6-OxTR-GFP 'y pcDNA3.1-CB1-YFP fueron
transfectados en células HeLa segtin lo descrito en materiales y métodos. En las figuras
10 y 11 se puede observar que existe una sefial fluorescente especifica a nivel de la

membrana celular de las células HeLa lo que indica que existe una correcta expresion

transciente de OxTR-GFP y CBIR-YFP.

HelLa expresando OXTR-GFP

Figura 10. Expresion de receptores marcados con fluorescencia en la membrana
citoplasmatica de células HeLa. La figura muestra la expresion transciente de los
receptores de oxitocina marcado con proteinas fluorescentes GFP (verde). Los ntcleos
fueron tefiiddos con DAPI (azul). Las flechas sefialan la expresion de los receptores en la
membrana celular. Las imédgenes son representativas de tres experimentos realizados de
forma independiente (n=3). Las imagenes fueron adquiridas en un solo plano z.
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HeLa expresandoCB1-YFP

Figura 11. Expresion de receptores marcados con fluorescencia en la membrana
citoplasmatica de células HeLa. La figura muestra la expresion transciente de los
receptores de CB1 marcados con proteinas fluorescentes YFP (amarillo). Los ntcleos
fueron tefiiddos con DAPI (azul). Las flechas sefialan la expresion de los receptores en la
membrana celular. Las imégenes son representativas de tres experimentos realizados de
forma independiente (n=3). Las imagenes fueron adquiridas en un solo plano z.

El patron de fluorescencia muestra positividad en el citoplasma de las células
que podria corresponder a los receptores ensamblados en el reticulo endoplasmatico
que aun no han migrado a la membrana celular, tomando en cuenta que la eficiencia
de la transfeccion fue baja. Por lo tanto, los plasmidos OxTR-GFP y CBIR-YFP y la
transfeccion con el reactivo de lipofectamina se podrian utilizar para realizar ensayos

de co-localizacion e internalizacion.

4.1.3 CoO-LOCALIZACION DE OXTR Y CB1R.

Una vez que se estandarizaron las transfecciones simples de los vectores que
codifican para las proteinas de interés, se procedio a realizar las transfecciones dobles.
Para ello, en todos los casos se utilizé 1 pg de ADN plasmidico de cada uno de los
plasmidos a transfectar (2 pg totales) con el fin de evitar el estrés de reticulo
endoplasmatico y que la mayoria de los receptores se expresen a nivel de la membrana

celular.

Los resultados indican que las células HeLa co-transfectadas con OxTR-GFP
y CBIR-YFP expresan correctamente ambos receptores marcados con proteinas
fluorescentes en la membrana celular (Figura 12). Adicionalmente, la co-localizacion
en zonas especificas de la membrana celular podrian ser las primeras evidencias que

sugieren la formacion del heteroreceptor OXTR/CB1R (Figura 12).
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HeLa expresando HeLa expresando
OxTR-GFPy CB1-YFP OxTR-GFPy CB1-YFP

Merger

Figura 12. Co-localizacion de los receptores de oxitocina y los receptores de
cannabinoide CB1 en la membrana citoplasmatica de células HeLa que co-expresan
ambos receptores. Panel superior izquierdo: La figura muestra la expresion transciente de
los receptores de cannabinoide CB1 marcados con proteinas fluorescentes YFP (rojo) en
células HeLa que co-expresan OxTR-GFP y CB1R-YFP. Panel superior derecho: La figura
muestra la expresion transciente de los receptores de oxitocina marcados con proteinas
fluorescentes GFP (verde) en células HeLa que co-expresan OxTR-GFP y CB1R-YFP. Panel
inferior izquierdo: 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 cannabinoide CB1 marcados con proteinas fluorescentes YFP (rojo). Panel
inferior derecho: Magnificacién de una imagen donde las flechas indican la co-localizacion de
los receptores en algunas regiones especificas de la membrana citoplasmatica de las células
HeLa (amarillo-naranja). Las imdgenes son representativas de tres experimentos realizados
de forma independiente (n=3). Todas las imagenes fueron adquiridas en un solo plano z.

4.1.4 ENSAYOS DE INTERNALIZACION CELULAR.

Dado que las sefializaciones de los receptores OxTR y CBIR estan asociadas
con la fisiologia y fisiopatologia de la ansiedad resulta interesante conocer la
naturaleza de la posible regulacion alostérica que tiene lugar en la interaccion proteina-
proteina dentro de este heteroreceptor. Para ello, células HeLa que co-expresan OxTR

y CBIR fueron incubadas con un agonista especifico de CB1R (Figura 13).
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HeLa (OXTR-GFP-CB1R)
+AEA (270nM)

Figura 13. El tratamiento con un agonista especifico del receptor cannabinoide CB1
promueve la internalizacion del receptor de oxitocina. Células HeLa que co-expresan los
receptores de oxitocina marcados con proteinas fluorescentes GFP y los receptores de
cannabinoides sin marca fluorescente tratadas con 270 nM de anandamida por 5 minutos a
temperatura ambiente. Las flechas indican la formacién de los endosomas de internalizacion
de los receptores de oxitocina. Las iméagenes son representativas de tres experimentos
realizados de forma independiente (n=3). Todas las imagenes fueron adquiridas en un solo
plano z.

Para comprobar que la internalizacion de OxTR se debe a la regulacion
alostérica en el heteroreceptor OXTR/CBIR, células HeLa que expresan solo el OxTR

fueron tratadas con el mismo agonista especifico de CBIR (Figura 14).

HeLa (OXTR-GFP)
+AEA (270nM)

Figura 14. El tratamiento con un agonista especifico del receptor cannabinoide CB1 no
promueve la internalizacién del receptor de oxitocina en células HeLa que expresan
solo el receptor de oxitocina. Células HeLa que solo expresan los receptores de oxitocina
marcados con proteinas fluorescentes GFP incubadas con 270 nM de anandamida. Las
flechas muestran la no internalizaciéon de los receptores de oxitocina. Las imagenes son
representativas de tres experimentos realizados de forma independiente (n=3). Todas las
imagenes fueron adquiridas en un solo plano z.
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Por ultimo, se comprobd que la co-transfeccion del plasmido (CB1 sin marca
fluorescente) no afecta la expresion de OxTR, mediante la co-transfeccion de OxTR-

GFP y CBIR en células HeLa. (Figura 15).

HeLa (OXTR-GFP-CB1R)

Figura 15. Co-transfeccion de OxTR-GFP y CBIR en células HeLa no afecta la
expresion de receptor de oxitocina en la membrana celular. Células que co-expresan los
receptores de oxitocina marcados con proteinas fluorescentes GFP y los receptores de
cannabinoide CB1 sin marca fluorescente. Las flechas muestran la correcta expresion
receptores de oxitocina en la superficie de las células. Las imdgenes son representativas de
tres experimentos realizados de forma independiente (n=3). Todas las imagenes fueron
adquiridas en un solo plano z.

4.2 DISCUSION.

En la actualidad, la identificacion y utilizacion de heterémeros de GPCRs como
blancos para el disefio de firmacos representa una interesante alternativa para el
tratamiento de diferentes patologias mentales (Fuxe, Borroto-Escuela, Fisone, Agnati,
& Tanganelli, 2014; Fuxe, Borroto-Escuela, Romero-Fernandez, et al., 2014). Asi
mismo, la modulacion alostérica que ejerce un protomero sobre otro dentro de estas
complejas estructuras puede modificar considerablemente la sefializacion celular
comparada al receptor en forma de mondmero, representando otro acercamiento a
nuevas estrategias de tratamiento en estas patologias mentales (Borroto-Escuela et al.,

2013).

En este trabajo se obtuvieron evidencias experimentales que enfatizan la
importancia del uso de los heteroreceptores y la modulacion alostérica de la interaccion

proteina-proteina para el tratamiento de estas enfermedades. Los resultados obtenidos
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proporcionan las primeras evidencias de la formacion del heteroreceptor OxTR/CB1R.
Sin embargo, tanto el OxTR (Romero-Fernandez et al., 2013) como el CB1R (Callen
et al., 2012) son capaces de formar heterdmeros con otros GPCRs de la familia A.
Dado que las sefalizaciones independientes a través de OxTR y CBI1R han sido
implicadas con la fisiopatologia y fisiopatologia de la ansiedad, el hecho de que estén
formando un heteroreceptor no solo podria contribuir a mejorar la comprension de las
bases neurofisiologicas de la ansiedad, sino que también podrian ser utiles para el

desarrollo de nuevos farmacos ansioliticos.

En este sentido, se aporta datos que demuestran que el tratamiento con un
agonista especifico de CBIR promueve la internalizacion de OxTR, lo que podria
sugerir que existe una regulacion alostérica positiva en la interaccion receptor-receptor
en el heteroreceptor OxXTR/CBIR. En los tltimos afios se ha especulado sobre el uso
terapéutico potencial de los ligandos bivalentes (Tena-Campos et al., 2014), basado en
el efecto alostérico de un protdmero sobre otro en el heterdbmero. Un reciente estudio
muestra la sintesis de un ligando bivalente que se une a los receptores p-opioide y
CBI1R y funciona como un potente analgésico (Le Naour et al., 2013). En este sentido,
resulta novedoso la sintesis de compuestos bivalentes que de forma conjunta mejoren
los efectos ansioliticos y antidepresivos modulados por la sefializacion individual de

la oxitocina y los cannabinoides.

La relevancia de este estudio inédito radica en la evidencia biofisica de la
formacion del heteroreceptor OXTR/CBI1R, lo cual podria ser de vital importancia para
el disefio de nuevos farmacos y estrategias terapéuticas para el tratamiento de los
trastornos de ansiedad. Sin embargo, es indispensable corroborar los resultados a
través de técnicas y modelos de experimentacion que brinden evidencias mas
contundentes acerca de la formacion de este heteroreceptor y la naturaleza de la

modulacion alostérica que se establece entre estos receptores.
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4.3 VERIFICACION DE HIPOTESIS.

4.3.1 FORMACION DEL HETERORECEPTOR OxTR/CBI1R.

Hipotesis Nula:
No existe la formacion del heteroreceptor OxXTR/CBI1R.
Hipotesis Alternativa:

Existe la formacion del heteroreceptor OxTR/CBIR.

Una vez concluidos los ensayos de expresion transciente y co-localizacion de los
receptores de interés, se determind que los OxXTR-GFP y CB1R-YFP co-localizan en
ciertas areas de la membrana celular. Por lo tanto, se acepta la hipdtesis alternativa que

indica que existe la formacion del heteroreceptor OxTR/CB1R.

4.3.2 REGULACION ALOSTERICA EN EL HETERORECEPTOR OxTR/CBI1R

Hipotesis Nula:
La activacion del CB1R no regula alostéricamente al OxTR.
Hipotesis Alternativa:

La activacion del CB1R regula alostéricamente al OxTR.

Después de realizar los ensayos de internalizacion, se determind que en células que
co-expresan OxTR-GFP y CBI1R, la activacion de CBIR con un agonista especifico
induce la internalizaciéon de OxTR-GFP, lo que da indicios de una regulacion alostérica
dentro del heteroreceptor OxXTR/CBI1R. Por lo tanto, se acepta la hipotesis alternativa

que indica que la activacion del CBI1R regula alostéricamente al OxTR.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

1.

Los plasmidos pcMV6-OxTR-GFP y pcDNA3.1-CB1-YFP que codifican para
los OxTR y CBIR respectivamente, se transfectan correctamente en células
HeLa, y promueven que estas células eucariotas expresen los receptores
marcados con fluorescencia en la membrana celular.

Se obtuvieron las primeras evidencias in vitro de la formacion del heterdmero
entre OxTR y CBI1R.

Se aportan datos que sugieren la existencia de una regulacion alostérica

facilitadora del protdémero CB1 hacia el protomero OxTR en el heteroreceptor

OxTR/CBIR.

5.2 RECOMENDACIONES

1.

Utilizar técnicas tales como la transferencia de energia de fluorescencia de
Forster, transferencia de energia de bioluminiscencia, co-inmunoprecipitacion
y ensayos de proximidad de ligando que permitan corroborar la formacién del

heteroreceptor OXxTR/CBI.

Estudiar la sefalizacion a través de segundos mensajeros y genes reporteros
para confirmar la naturaleza de la modulacion alostérica que tiene lugar en el

heterodimero OxTR/CBI.
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GCACCACACGCCAGAAGCACTCGCGCCTCTTCTTCTTCATGAAGCACCTAAGCATCGCCGACCTGGTGGTGGCAGTGTTTCAGGTGCTGCCGCAGTTGCTGTGGGACATCACCTTCCGCTTCTACG

del plasmido pcMV6-OxTR-GFP
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CGCCGCCGCACCGACCGCCTGGCAGTGCTCGCCACGTGGCTCGGCTGCCTGGTGGCCAGCGCGCCGCAGGTGCACATCTTCTCTCTGCGCGAGGTGGCTGACGGCGTCTTCGACTGCTGGGCCGT
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CGCGAATGGGT G CAATAGCAGAGCTGGTTTAGT GAACCGTCAGATCCGCTAGC GCTACCG GACTCAGATCTCGAGCTCAAGCTTCGAATTCATGAAGTCGATCCTAGAT GGCCTTGCAGATACC
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Secuenciacion del plasmido pcDNA3.1-CB1-YFP

Anexo 11
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Anexo III Homologia de secuencia:
Secuencia de ADN plasmidico de OxTR comparada con los datos del Centro Nacional

para la Informacién Biotecnologica (NCBI, USA).

15/3/2017 NCBI Blast:170221-041_G22_M1_CMV-F.abl 1300

BLAST @ » Global Alignment » RID-CJPP95VB113

BLAST Results

Needleman-Wunsch alignment of two sequences
Job title: 170221-041_G22_M1_CMV-F.ab1#1300

RID (CJPP95VB113 (Expires on 03-16 23:16 pm)
Query ID Icl|Query_170489 Subject ID Icl|Query_170491
Description 170221-041_G22_M1_CMV-F.abl Description ENA|CAA56562|CAA56562.1 Homo
Molecule type nucleic acid sapiens (human) partial oxytocin
Query Length 1300 receptor : Location:1..924
Molecule type nucleic acid
Subject Length 924
Program BLASTN 2.6.1+
Dot Matrix View
Plot of Icl|Query_170489 vs Icl|Query_170491
2
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8t
13
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O_:
T
=F
-9
b
JE
sr
St
cl|Query_170489 400 500 600 700 800 900 1K 1,109
Sequences producing significant alignments:
Description Score Percent Accession
Ident
ENAICAA56562|CAAS6562.1 Homo sapiens (human) partial oxytocin receptor :
Location:1.924 1041 70% Query_170491
Alignments

ENA|CAA56562|CAA56562.1 Homo sapiens (human) partial oxytocin receptor : Location:1..924

Sequence ID: Query_170491 Length: 924 Number of Matches: 1
Range 1: 1t0 924

https://blast ncbi nim nih gov/Blast cgi
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Query 1141 AACCCCTGGATTTACATGCTTGTTCATGGGCCACCTCTTTCACCAAACTCCTGGCACGGC 1200
Query 1201 TTTCTCGGGCTTGTTCTGCCACCTTACTTGAAAGGGCAAACCCCCTGGGGAARAACCARA 1260
Query 1261 TGCCCCCCAAAGAAGACAAACCTGTCCTTCCTTTGITCGG 1300

BLAST is a registered frademark of the National Library of Medicine

You
Tube

S Mailing l I
https://blast ncbinim nih gov/Blast cgi
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15/3/2017 NCBI Blast:170221-041_G22_M1_CMV-F.abl 1300
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. National Institutes Of Health
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UsA.gov.
. USAgoy
NCBI

National Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine 8600 Rockville Pike, Bethesda MD, 20894 USA
Policies and Guidelines | Contact
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Anexo III Homologia de secuencia:
Secuencia de ADN plasmidico de CB1R comparada con los datos del Centro Nacional

para la Informacién Biotecnologica (NCBI, USA).

15/3/2017 NCBI Blast:170221-041_K22_M2_CMV-Fabl 640

BLAST @ » Global Alignment » RID-CJS068DM113

BLAST Results

Needleman-Wunsch alignment of two sequences
Job title: 170221-041_K22_M2_CMV-F.ab1#640
RID (CJS068DM113 (Expires on 03-16 23:38 pm)

Query ID Icl|Query_35309 Subject ID Icl|Query_35311
Description 170221-041_K22_M2_CMV-F.abl Description ENA|AAB18200|AAB18200.1 Homo
Molecule type nucleic acid sapiens (human) CB1 cannabinoid
Query Length 640 receptor : Location:1..1000

Molecule type nucleic acid
Subject Length 1000
Program BLASTN 2.6.1+

Dot Matrix View

i

=
Plot of Icl|Query_35309 vs Icl|Query_35311
21
- .
8 2
N -
8
I >
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(=]
gt
g
4
— 1 "
cllQuery 35309 200 250 300 350 400 450 500 550 640
D .-

Sequences producing significant alignments:

Description Score Percent Accession
Ident

ENAJAAB18200|AAB18200.1 Homo sapiens (human) CB1 cannabinoid receptor :

Location:1..1000 -77.0 50% Query_35311

Alignments

ENAJAAB18200|AAB18200.1 Homo sapiens (human) CB1 cannabinoid receptor : Location:1..1000

Sequence ID: Query_35311 Length: 1000 Number of Matches: 1
Range 1: 1to 1000

https://blast ncbi nim nih gov/Blast.cgi 13
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15/3/2017

NW Score

NCBI Blast:170221-041_K22_M2_CMV-Fabl 640
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