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.1. SEROTONINA

1.1. Introduccién

Hace ya casi un siglo, algunos fisidlogos dedicados al estudio de los mamiferos
encontraron un material vasoconstrictor en el suero sanguineo. Este material recibio
varios nombres, y constituia una molestia frecuente en los experimentos de perfusién

donde se usaba sangre desfibrinada.

En el afio 1930, Vally y Erspamer demostraron la existencia de una sustancia en
las células enterocromafines de la mucosa digestiva a la que denominaron enteramina,
que tenia la propiedad de estimular la contraccion de la musculatura lisa del sistema
gastrointestinal. Unos afios més tarde, en 1948, Rapport y cols. aislaron del suero
sanguineo una sustancia vasoconstrictora a la que denominaron serotonina, que
identificaron como 5-hidroxitriptamina (5-HT) y que era la misma molécula que la

enteramina.

En la actualidad se sabe que la serotonina es una sustancia perteneciente a las
aminas bidgenas que actia como neurotransmisor y como neuromodulador, y que juega
un papel importante en el humor, ansiedad, suefio y que se distribuye por todo el
organismo ejerciendo multiples funciones. Esta presente en la mayoria de las especies
animales y vegetales, localizandose en el caso de los mamiferos, en un 95% en el
sistema enterocromafin del tracto gastrointestinal, y el resto en las plaquetas y neuronas
triptaminérgicas del sistema nervioso central y del sistema nervioso entérico (Ahlman y
cols. 1981; Gronstad y cols. 1985; Gershon y cols. 1965; Wade y cols. 1994; Gershon,
2004).

En el sistema nervioso central las neuronas que contienen serotonina, tienen su

mayor concentracion en la linea media de la protuberancia y el bulbo, especialmente en



4 Introduccion

los ndcleos dorsal y medial del rafe y, en menor medida, en el locus coeruleus, area

postrema y area interpeduncular, de donde emergen proyecciones caudales y ventrales.

A pesar de la importancia y la diversidad de los mecanismos serotoninérgicos en
el sistema nervioso central, el cerebro contiene muy poca 5-HT en términos relativos, ya
que, como hemos comentado anteriormente, el 95% de la 5-HT reside en el tracto

digestivo.

En el tracto digestivo, cuando la serotonina es liberada por las células
enterocromafines, da origen a una gran diversidad de respuestas motoras y sensoriales a
través de neuronas del plexo submucoso y mientérico, y de absorcion y secrecion, a
través del propio epitelio intestinal. Tanto los plexos como el epitelio intestinal
responden a la 5-HT a través de una gran diversidad de receptores serotoninérgicos, lo
cual permite modular la actividad digestiva. De este modo, la 5-HT inicia respuestas tan
diversas como, por un lado, nauseas, vomitos, secrecion intestinal y peristaltismo,
desarrollando un papel importante como neurotransmisor (Gershon, 1999). Por otro
lado, induce la alteracion de la absorcion intestinal de nutrientes (Salvador y cols. 1997,
2000) y de la secrecién de agua y electrolitos (Hardcastle y cols. 1999), para lo cual

desarrolla su actividad como sustancia endocrina/paracrina.

Estudios fisioldgicos del musculo liso del intestino, han demostrado que la 5-HT
puede provocar la contraccion y relajacion del intestino. La serotonina activa tanto las
neuronas motoras intrinsecas excitatorias como las inhibitorias. Asi, puede estimular los
receptores 5-HT3 0 5-HT, de las neuronas entéricas colinérgicas que liberan acetil colina,
produciendo contraccion del musculo liso, o por el contrario, estimular los receptores 5-
HT,4, 5-HT1a 0 5-HT1p en las neuronas entéricas nitrérgicas inhibitorias para liberar oxido

nitrico, lo que produciria relajacion de la musculatura lisa (Gershon, 1981).

La 5-HT participa de un modo importante en la transduccion sensorial desde la
mucosa intestinal a diversos efectores. Asi, cuando hay un incremento de la presion
intraluminal, las células enterocromafines liberan 5-HT que se comporta como una
molécula o sefial quimica, con el objeto de estimular terminaciones nerviosas de la
pared intestinal para poder iniciar el reflejo peristaltico. Esto se debe a que las neuronas
serotoninergicas entéricas no se proyectan directamente sobre el musculo u otros
efectores, y la 5-HT actia de modo paracrino (Pan y Gershon, 2000; Bilbring y Cream
1959; Bertrand, 2004).
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No sélo se les atribuye a las células enterocromafines un papel transductor que
implica efectos paracrinos de 5-HT, tal como se acaba de mencionar, sino que también
hay diversas hipétesis que plantean que la 5-HT por via paracrina podria jugar un papel
regulador del epitelio intestinal controlando la tasa de proliferacion de los enterocitos

VECInos.

Ademas del efecto sobre la actividad motora intestinal, la 5-HT ha mostrado ser
un potente secretagogo intestinal. El receptor 5-HT, localizado en la mucosa, esta
involucrado en el transporte electrolitico intestinal, que resulta estimulado por la
serotonina (Hardcastle y cols. 1999). Asimismo, se ha descrito el papel modulador de la
5-HT en la absorcion intestinal de nutrientes, en el cual parecen estar implicados
distintos tipos de receptores (Arruebo y cols. 1989; Salvador y cols. 1997; Salvador y
cols. 1996).

1.2. Estructura quimica

La serotonina es la 5-hidroxitriptamina (5-HT) (Figura 1) y presenta unas
caracteristicas moleculares muy interesantes. Asi, la serotonina posee la combinacién de
un grupo hidroxilo en la posicién 5 del nicleo indol y una amida nitrogenada primaria
gue actla como aceptador de un protén a pH fisiolégico. Ello hace de la 5-HT una
sustancia hidrofilica y como tal, no traspasa la barrera hematoencefalica facilmente. En
consecuencia, su descubrimiento en el cerebro en 1953 por Twarog y Page indicé que la

5-HT estaba siendo sintetizada en el propio cerebro.

OH — ‘ | CH,-CH,-NH,
\ N J

Figura 1. Estructura quimica de la serotonina.

No todas las células que contienen 5-HT lo sintetizan. Por ejemplo, las plaquetas
no sintetizan 5-HT sino que acumulan la 5-HT del plasma por un mecanismo de

transporte activo que se encuentra en la membrana de las plaquetas.
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1.3. Biosintesis y metabolismo

La serotonina es fundamentalmente sintetizada en dos zonas: a nivel central en
los nucleos localizados en el tallo cerebral, y a nivel periférico en las celulas

enterocromafines intestinales y en neuronas serotoninérgicas del plexo mienteérico.

La sintesis de la 5-HT se inicia a partir del triptofano (Figura 2), que es oxidado
en posicion 5 del anillo pirrolico, mediante la enzima triptéfano-5-hidroxilasa (TpH-1)
dando como producto el 5-hidroxitriptéfano. Esta molécula, tras descarboxilacion de la
cadena lateral por la 5-OH-triptamina descarboxilasa da lugar finalmente a la 5-HT. La
enzima triptéfano-5-hidroxilasa ha mostrado ser el factor limitante de la sintesis de la

serotonina.

Aproximadamente el 2% del triptéfano presente en la dieta se utiliza para la
sintesis de serotonina. Este proceso se encuentra aumentado en personas con tumor
carcinoide (Camilleri y Von der Ohe, 1994; Peart y cols. 1961). Una vez sintetizada, la
serotonina pasa a la sangre donde es captada por las plaquetas. El calcio intracelular
parece jugar un papel regulador en el transporte de serotonina hacia el interior de las

plaquetas.

En lo que se refiere al metabolismo, la serotonina es objeto de dos reacciones de
conjugacion, para facilitar su excrecion. La principal via catabdlica es la desaminacién
oxidativa por la monoamin oxidasa (MAO) (Gershon y cols. 1990; Molinoff y Axelrod,
1971) dando origen a su principal metabolito inactivo, el 4&cido 5-hidroxi-
indolacetaldehido. Este producto a continuacion es oxidado por la enzima aldehido
deshidrogenasa, dependiente de NAD®, obteniéndose acido 5-hidroxi-indolacético (5-
HIAA) como producto final (Figura 2). En el aparato digestivo también es degradada la
5-HT por transferasas y otros enzimas (Airaskinen y cols. 1965). Todos estos enzimas
son moléculas intracelulares, lo cual exige que la 5-HT sea previamente captada por las

células para proceder a su inactivacién (Fuller y Wong, 1990; Iversen 2000).
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LCOOH LCOOH
‘.:-H;-E:-H1L |3H;~-':HIL
NH; o NH;

N _ ’ N
H Triptéfano H
Tript6fano hidroxilasa 5-OH triptéfano
(TpH-1) \
5-OH triptamina descarboxilasa r/
CH-CHO CH-CH M5
—'.'r“_,..— -
: N :
MAO

5-hidroxi-indolacetaldehido 5-hidroxitriptamina (serotonina)

Aldehido deshidrogenasa

l\ CH-COOH
4
- =
N
|
H

Acido 5-hidroxi-indolacético (SHIAA)

Figura 2. Sintesis y degradacién de la serotonina.
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1.4. Localizaciony liberacion de 5-HT

En el organismo de los mamiferos la mucosa intestinal, asi como la glandula
pineal, son los tejidos con més alta concentracion de 5-HT (Racke y Schworer, 1993;

Ormsbee y Fondacaro, 1985).

En el sistema nervioso central las neuronas que contienen serotonina, tienen su
mayor concentracion en la linea media de la protuberancia y el bulbo, especialmente en
los ndcleos dorsal y medial del rafé y, en menor medida, en el locus coeruleus, area
postrema y area interpeduncular, de donde emergen proyecciones caudales y ventrales.
En las proyecciones caudales hacia las astas dorsales de la médula espinal, la 5-HT esta
involucrada en la percepcion del dolor, vasoconstriccion del muasculo liso, agregacion
plaquetaria, peristaltismo intestinal, contraccién urinaria y broncoconstriccion. En las
proyecciones ventrales hacia los ganglios basales, glandula pineal, sistema limbico y
cortex cerebral, la 5-HT modula funciones neuroendocrinas, cognitivas y afectivas
dentro de las cuales se encuentran la regulaciéon del afecto, suefio, apetito, funcion

sexual y control motor.

El intestino es el principal 6rgano de sintesis y almacenaje de 5-HT. Dentro del
tracto gastrointestinal, la amina es encontrada en las células enteroendocrinas
(enterocromafines) de la mucosa y en neuronas del sistema nervioso entérico. Esta
localizacion dual podria sugerir que la 5-HT puede funcionar como una hormona local y

como un neurotransmisor (Gershon, 1985).

Las células enterocromafines (EC) son un tipo de células enteroendocrinas
secretoras que estan dispersas por toda la mucosa gastrointestinal. Estas células pueden
sintetizar, acumular y secretar 5-HT. Se ha demostrado recientemente que las células
EC contienen dos sitios de almacenaje independientes de serotonina. La mayoria de la
serotonina se encuentra en los granulos densos situados basalmente. Sin embargo, una
pequefia cantidad de la amina esta localizada en forma citoplasmatica libre, cerca del

borde luminal de las células (Money y cols. 1988).

A pesar de que la mayor produccion de 5-HT corresponde a las células
enterocromafines de la mucosa intestinal, tambien la 5-HT puede ser encontrada en el
sistema nervioso entérico. Asi, la 5-HT ha sido co-localizada con varios péptidos como

el VIP, sustancia P y somatostatina en fibras nerviosas varicosas y no-varicosas de los
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plexos mientérico y submucoso. Es importante remarcar que existen marcadas

diferencias en la localizacion de la 5-HT dependiendo de la especie animal estudiada.

En lo que se refiere a la biodisponibilidad de 5-HT, ésta no depende
exclusivamente de la sintesis “de novo” de la molécula en el tracto gastrointestinal o en
el sistema nervioso, sino que existen también mecanismos de recaptacion de 5-HT en
las células que la secretan. Los sitios de recaptacion de serotonina se localizan en las
terminales nerviosas, especialmente del sistema nervioso central, y en diversas células
especializadas para ello, entre las cuales cabe mencionar las plaquetas y los enterocitos.
El mecanismo de recaptacién es llevado a cabo mediante un transporte activo
secundario especifico para este fin. Posteriormente, dedicaremos un apartado exclusivo

a este transportador de serotonina.

El hecho de que el tracto gastrointestinal sea el principal lugar de sintesis de
serotonina, asi como la localizacién de la 5-HT tanto en células EC como en tejido
nervioso entérico, permite intuir la gran importancia de esta molécula en la regulacion

de la actividad gastrointestinal.

La liberacion de la serotonina desde la mucosa intestinal, estad regulada por la
actividad neuronal y humoral sobre las células EC. Estas células parecen estar dotadas de
diferentes receptores inhibitorios ap-adrenérgicos, gamma-aminobutiricos, histaminérgicos
Hs, para el VIP, la somastotatina y 5-HT,. También tienen receptores estimuladores como

los B-adrenoreceptores, receptores muscarinicos, nicotinicos y 5-HT3 (Chen y cols. 1998).

Una parte de la serotonina es secretada por las células enterocromafines hacia el
medio intersticial para acceder a los receptores especificos de 5-HT localizados tanto en
terminales nerviosas de los plexos nerviosos entéricos como en la musculatura
longitudinal y circular intestinal y en el epitelio intestinal. Una vez alcanzados dichos
receptores, se produciran diversos efectos moduladores sobre la motilidad, secrecién y
absorcion intestinal. Pero la 5-HT no solo es liberada al medio intersticial, sino que
existen pequefias cantidades de serotonina que se liberan continuamente desde la
mucosa intestinal hacia la luz del intestino y a la circulacién portal. La cantidad de 5-
HT liberada esta directamente relacionada con el pH intraluminal, con la presion
mecanica en la mucosa, con el nivel de peristaltismo, con el ritmo de estimulacion de
los nervios esplacnicos y con la osmolaridad del contenido intraluminal (Bulbring y
Crema, 1959; Martin y cols. 1989; Grider y Piland, 2007).
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1.5. Receptores de serotonina

La serotonina presenta una gran diversidad de efectos que son mediados por su
union a diversos receptores especificos de membrana. Tanto la serotonina como sus
receptores estan presentes en el sistema nervioso central y en el sistema nervioso
periférico, asi como en numerosos tejidos no neuronales del intestino, sistema

cardiovascular y en células sanguineas.

Hasta el momento, se han identificado hasta siete miembros dentro de la familia
de receptores de serotonina (5-HT; a 5-HT~) y diversos subtipos incluidos en algunos de
estos miembros. Ello ha conducido a la descripcion y consideracion de un total de hasta
14 tipos distintos (Hoyer y Martin, 1997). Estos receptores pertenecen a la superfamilia
de receptores acoplados a proteinas G, con la excepcion del receptor 5-HT3 que actla a

través de los mecanismos de los canales ionicos.

Los receptores acoplados a proteinas G (G-protein coupled receptor, GPCR)
llevan a cabo el proceso de transduccion de sefial a través de proteinas G, proteinas
heterotriméricas, que tienen unido un nucleétido de guanidina. Estos receptores son
proteinas integrales de membrana que forman una de las familias mas extensas de
proteinas transductoras de sefial, y se destacan por su participacion en un gran numero
de procesos fisioldgicos. Estas proteinas responden a una gran variedad de estimulos,
incluyendo sefiales sensoriales, hormonas y neurotransmisores, y son las responsables
en muchos casos del control de la actividad enzimatica, de los canales idnicos y del

transporte vesicular.

Las proteinas G son una familia de proteinas acopladas a sistemas efectores que
se unen a GDP/GTP. Poseen tres subunidades (a, B, y) por lo que son denominadas
también heterotriméricas. La estructura heterotrimérica mantiene un estado inactivo, y
en el estado activo se libera la subunidad a. La subunidad o posee un sitio de union para
el nucledtido guanina y actividad GTPasa. Se han identificado varios tipos de
subunidades a: la subunidad os, que estimula la enzima adenilato ciclasa, que cataliza la
sintesis del segundo mensajero AMPc; la subunidad o; que inhibe la enzima adenilato
ciclasa; y por ultimo la subunidad a, que se encuentra implicada en la regulacion de
canales ionicos. Ademas de las mencionadas, existe otro tipo de proteina G,
denominada Gq, constituida por las subunidades ag, B, v, que en estado activo es capaz
de estimular la actividad de la enzima fosfolipasa C, que cataliza la hidrdlisis del



Introduccioén 11

fostatidilinositol bifosfato (PIP,) a partir de la cual se generan productos como el el
diacilglicérido (DAG) vy el inositol 1,4,5 trifosfato (IP3), que indirectamente incrementa

la disponibilidad de Ca®* intracelular.

A continuacién se va a realizar una breve descripcion de los distintos receptores
de 5-HT. En la Tabla 1 se expone un resumen de los aspectos farmacoldgicos y

estructurales de dichos receptores, extraido de la revision de Hoyer y Martin (1997).

- 5-HT1:

Los receptores 5-HT; comprenden cinco subtipos: 5-HTia, 5-HT1g, 5-HT1p, 5-
ht;e, 5-htir. Estos receptores estan acoplados a proteinas Gi/o que a su vez inhiben la
enzima adenil ciclasa, disminuyendo asi la produccion de AMPc. El receptor 5-HT; se
encuentra en regiones limbicas y esta implicado en la ansiedad y control del estado
afectivo (Lazemberger y cols. 2007; Sullivan y cols. 2005).

Los receptores 5-HT;a son los primeros receptores de serotonina que fueron
secuenciados (Albert y cols. 1990; Fujiwara y cols. 1990). El receptor 5-HT;4 de rata,
tiene un 89% de homologia con el receptor humano. Estos receptores, se consideran los
mas importantes en la fisiopatologia del sindrome serotoninérgico (SS). El sindrome
serotoninérgico es una condicion clinica asociada al uso de medicamentos agonistas de
las serotonina, prescritos para el manejo de enfermedades psiquiatricas y no
psiquiatricas como trastornos afectivos, ansiedad y dolor. Este sindrome se caracteriza
por una excesiva estimulacién de los receptores postsinapticos 5-HTa, 5-HT, y 5-HT3 a
causa de la alta disponibilidad de serotonina, tanto a nivel central como periférico
(Turkel y cols. 2001; Gillman, 2006).

Los receptores 5-HT1a se localizan principalmente en los cuerpos neuronales.
Dichos receptores presentan tanto localizacion presindptica como postsinaptica. Ello les
permite regular a nivel presinaptico la liberacion de serotonina, actuando como

autoreceptores, y a nivel postsinaptico ejercer una funcion primordialmente inhibitoria.

La activacién de los receptores 5-HT1a causa hiperpolarizacion neuronal, cuyo
efecto estd mediado a través de las proteinas G acopladas a canales de K*. En el tracto

gastrointestinal, los receptores 5-HT14 han sido identificados en los plexos mientéricos.
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Los receptores 5-HT;a estan implicados en numerosos efectos psicolégicos y
conductuales. Se han realizado estudios con ratones “knockout” (KO) para el receptor
5-HTa, en los cuales aparecia un aumento de la ansiedad (Heisler y cols. 1998; Parks y
cols. 1998). Por ello, los agonistas de los receptores 5-HT;4, como la buspirona o la
gespirona, se estan empleando para el tratamiento de la ansiedad y la depresion
(Tunnicliff, 1991).

Los receptores 5-HT1g parecen actuar como autorreceptores terminales (Roberts
y cols. 1997) mientras que los y 5-HTp parecen ser autorreceptores del rafe (Pineyro y
cols. 1996). En cuanto a los receptores 5-ht;g y 5-ht;r, aunque se ha descrito la
secuencia del ARNm y su localizacion y caracteristicas farmacologicas, no se han

encontrado evidencias que indiguen la funcion que realizan (Hoyer y Martin, 1997).

- 5-HT2:

El grupo de receptores 5-HT, presenta tres subtipos diferentes: 5-HTa, 5-HT2p
y 5-HT,c. Se encuentran acoplados a proteinas Gq, produciendo un aumento en la
hidrélisis del inositol fosfato y de la concentracion intracelular del ién Ca*". Estan
localizados a nivel postsinptico. El subtipo 5-HT,a ha sido el mas estudiado y estd
relacionado con la vasoconstriccion del musculo liso y agregacion plaquetaria a nivel
periférico (Hoyer y cols. 2002). Los receptores 5-HT,g también parecen mediar la
relajacion del endotelio vascular, y ademas han sido identificados en el musculo liso de
intestino delgado humano donde producen la contraccion del muasculo longitudinal
(Borman y Burleigh, 1995).

- 5-HT3:

Los receptores 5-HT3 pertenecen a la superfamilia de receptores con funcién de
canales idnicos, similar a los receptores GABA (Boess y Martin, 1994). Los receptores
5-HT; se localizan en el sistema nervioso central y en el tracto gastrointestinal. La
serotonina, provoca diversos efectos mediante la activacion del receptor 5-HTs3, en el
tracto gastrointestinal, especialmente en lo que se refiere a la motilidad, la secrecién

intestinal (De Ponti y Tonini, 2001) y la absorcion intestinal (Salvador y cols. 1997).
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- 5-HTy:

Los receptores 5-HT, actlan mediante la via de las proteinas Gs, estimulando la
enzima adenilato ciclasa y por lo tanto, incrementando la sintesis y los niveles de
AMPc. Los receptores 5-HT3 y 5-HT,, estan relacionados bésicamente con la funcién
gastrointestinal: promueven el vomito y el vaciamiento gastrico al ser estimulados tanto
central como periféricamente. La estimulacion de los receptores 5-HT, aumenta la
liberacion de ACh en el tracto gastrointestinal y potencia la transmision sinaptica (Pan y
Galligan, 1994) estimulando la contractilidad del musculo liso (Clarke y cols. 1989).
También se han propuesto diversos ligandos para los receptores de 5-HT, que han
mostrado ser de gran utilidad terapéutica en muchas enfermedades, incluyendo arritmias
cardiacas (Kaumann y Sanders, 1994; Rahme y cols. 1999), enfermedades neuro-

degenerativas (Reynolds y cols. 1995) e incontinencia urinaria (Boyd y Rohan, 1994).

-5-HTs:

Los receptores 5-HTs son probablemente los menos estudiados de todos los
receptores de serotonina. La primera secuencia de ADNc se obtuvo del cerebro de raton
mediante el uso de oligonucledtidos degenerados (Plassat y cols. 1992). Estos
receptores comprenden dos subtipos: 5-HTsa Yy 5-HTsg. Hay pocos estudios realizados
acerca de la respuesta fisiologica y el sitio especifico de union de los receptores 5-HTs,
Se ha visto que en ratas, el receptor 5-HTs inhibe la actividad de la enzima adenilato

ciclasa, mediante el acoplamiento a proteinas G; y G, (Francken y cols. 1998, 2000).

- 5-HT6:

El receptor 5-HTs fue clonado a partir del ADNc de rata. EI gen humano,
también se ha clonado mostrando una homologia en la secuencia del 89% con el
equivalente de rata (Kohen y cols. 1996). El receptor 5-HTg se expresa endégenamente
en tejido neuronal, aunque en ratas y en humanos el ARNm del receptor se ha
localizado en el cuerpo estriado, amigdalas, hipocampo y cértex. Sin embargo, no se ha
detectado la presencia del receptor en organos periféricos. EI mecanismo de accion de
este receptor, parece ser mediado por un aumento de los niveles intracelulares del
AMPc, por lo que parece actuar a través de la via de las proteinas Gs (Conner y

Mansour, 1990). En cuanto a los estudios farmacoldgicos que se han realizado, se ha
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visto que los agentes antipsicoticos y antidepresivos tienen una alta afinidad y actdan

como antagonistas de los receptores 5- HTg.

- 5-HT7:

En lo que se refiere al receptor 5-HT7, ha sido clonado en rata, raton, cobaya y
especie humana. Su mecanismo actua mediante la via de las proteinas Gs, aumentando
los niveles de adenilato ciclasa, y por lo tanto la sintesis del AMPc (Bard y cols. 1993,
Adham y cols. 1998). El receptor 5-HT; activa las proteinas cinasas activadas por
mitdgenos, ERK, en cultivos neuronales primarios (Norum y cols. 2005). La
distribucion de los sitios de unién del receptor de 5-HT- en el sistema limbico y en las
regiones talamocorticales sugiere un posible papel de este receptor en la fisiopatologia
de los desordenes afectivos. De hecho, los antidepresivos y los antipsicéticos como la
clozapina, tienen una gran afinidad por el receptor 5-HT (Roth y cols. 1994). Diversos
experimentos han demostrado que, después de un tratamiento crénico con
antidepresivos, se observa una regulacion a la baja (“down-regulation”) de los
receptores 5-HT- (Sleight y cols. 1995; Mullins y cols. 1999).

El estudio de los receptores de 5-HT, y de su actividad fisiologica e implicacion
en patologias en los cuales esta implicado el sistema serotoninérgico, presenta un gran

interés y esta produciendo resultados relevantes continuamente.

La informacion acerca de los receptores de 5-HT viene completada y resumida
en la Tabla 1.



Introduccién 15
Tabla 1. Clasificacion y nomenclatura de los receptores de 5-HT.
Nombre Agonistas Antagonista - Informacion
Receptor anterior selectivos s selectivos Radioligandos | Efector Gen estructural
, h 421aa P8908
B AL PHIWAY : ) 7™
5-HTa 8-OH-DPAT |WAY 100635 100635 Gilo 5-ht;a r 42933 P19327
™
h 390aa P28222
. . h 5-ht1D/F ™
- *5_ 3
5-HT 5 5-HTipp SB 26641 GR55562 | [’H]sumatriptan Gilo r5-htlB | r 386aa P28564
T™
h 377aa P11614
3 . . 7™
5-HTp 5-HT 1p, - - [°H]sumatriptan Gilo 5-ht1Da 37423 P28565
™
3 . h 365aa P28566
5-htye - - - [*H]5-HT Gilo 5-ht1E s
h 366aa P30939
) 5-HTep B B 3 . : _ 7™
5-htyr 5-HT, [H]sumatriptan|  Gilo 5-ht1F r 36633 P30940
7™
h471aa 7TM
Ketanserina r47laa 7TM
5-HT,a D/5-HT, a-Me-5-HT Ritanserina |[*H]-ketanserina| Gag/11 5-htya hm 471aa 7TM
MDL100907 p477aa7TM
mk 479a 7TM
SB200646
5-HT,s | 5-HTs a-Me-5-HT | Ritanserina | [*H]-5-HT | Gg/1l 5-htyg rr‘ 2773:: ;Il'\\/l"
SB204741
Mesulergina 37
5-HT,e | 5-HTic a-Me-5-HT | Ritanserina mes[u::]rgina Gg/11 5-htye hffgg::?qﬂ'v'
SB200646
2-Me-5-HT Granisetron 3 . .
sHTe | m | oot | oneron | (7 || 2|t 1T
biguanida Tropisetron P 3Ab)
ST RBSI(';4L5J§6 GR113080 |[*H]-GR113808 Gs 5-htya@ | r387aa 7TM(a)
4 ML.10302 SB204070 |[***1]-SB207710 5-htyapw | r402aa 7TM(b)
. h 357aa 7TM
5-carboxi- [*H]-5-CT
5-HTsa 5-HTs, D - 125 Gs? 5-htsa m 357aa 7TM
amidotriptamina [**°1]LSD r 35723 7TM
] B B [*H]-5-CT No se i m 370aa 7TM
5-HTss 5-HTs [**1]LSD conoce 5-htse r371aa 7TM
EMD 386088 [°*H]-5-CT h 480aa 7TM
5-HTs - 2-Metil-5-HT | SB 258585 | Tz op Gs SNt | | 43800 7TM
h 455aa 7TM(a)
5-carboxi- h 432aa 7TM(b)
amidotriptamina m 448aa 7TM
8-HO-DPAT [*H]-5-CT r 448aa 7TM
5-HT, 5-HT Lpaa SB 269970 [125I]LSD Gs 5-ht; r 43532 7T
Metergolina gp 446aa7TM
Pimozida r 7TM(c)#
r 7TM(d) #

*Solamente se denomind 5-HT:ps @ la forma procedente de no roedores. # La secuencia no ha

sido publicada. Para mas informacién consultese: Hoyer y Martin, 1997; Martin, 1994; Connor y cols.
1995; Eglen y cols. 1995; Roberts y cols. 1997.
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1.6. Actividad de la serotonina

La serotonina juega un papel importante en numerosas situaciones fisioldgicas y
fisiopatologicas. Fundamentalmente el papel de la serotonina ha sido descrito en los
procesos en los que participa el sistema nervioso central, entre los que se encuentran las
alteraciones de la conducta y la depresion, asi como en los que participa el tracto
gastrointestinal, entre los que se incluye la regulacion mediada por el sistema nervioso
entérico. Por ello vamos a describir la actividad de la serotonina desarrollando estos dos

aspectos.

1.6.1. Papel de la serotonina en el sistema nervioso central

En lo que se refiere al papel de la 5-HT en el sistema nervioso central, se ha
demostrado que la 5-HT esta involucrada en diferentes funciones, incluyendo el suefio,
apetito, temperatura, ansiedad, actividad motora, ritmo bioldgico, aprendizaje y
memoria. La serotonina estd presente en una gran variedad de zonas del cerebro. La
mayoria de las vias serotoninérgicas se originan de las neuronas del rafe o de la region

medial del puente y la corteza cerebral.

En la mayoria de las areas del sistema nervioso central, la 5-HT tiene una accion
inhibitoria fuerte. Esta accion es mediada por los receptores 5-HT14 y estd asociada a
una hiperpolarizacion de la membrana causada por un aumento en la conductancia del
potasio. La alteracion de la actividad serotoninérgica en el sistema nervioso central,
parece estar involucrada en la aparicion de diversas patologias neuropsiquiatricas, tales
como desordenes afectivos, conductas obsesivo-compulsivas, panico, depresion vy
afectacion estacional (De Montigny y cols. 1985; Frazer, 1997; Pecknold y cols. 1994;
Yuray cols. 1996).

El transportador de serotonina (SERT), que es la proteina de membrana
encargada de introducir dentro de la célula la 5-HT, y que en consecuencia reduce la
disponibilidad de 5-HT en el medio extracelular, se ha convertido en la principal diana
farmacoldgica para el tratamiento de las patologias psiquiatricas en las que el sistema
serotoninérgico se encuentra alterado. Este es el caso de diversos tipos de
antidepresivos, como los triciclicos, que impiden la recaptacion de noradrenalina y

serotonina, y los inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (SSRIs) (Frazer,
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1997). Estos inhibidores, inhiben la recaptacion de serotonina inmediatamente. Sin

embargo el efecto terapéutico se alcanza después de un tratamiento largo y repetitivo.

1.6.2. Papel de la serotonina en la regulacién de la actividad gastrointestinal

Tal y como hemos comentado anteriormente, el 95% de las serotonina del
organismo esta en el tracto gastrointestinal, principalmente en las células
enterocromafines (86%) y en menor proporcion (9%) en las neuronas del sistema

nervioso entérico.

El tracto gastrointestinal presenta una estructura tisular compleja y por ello la
fisiologia gastrointestinal presenta una gran diversidad de procesos. La actividad en este
tracto incluye funciones de digestion, absorcion de nutrientes y secrecion de agua y
electrolitos, asi como funciones motoras para el mezclado y propulsion de los

contenidos gastrointestinales.

En lo que se refiere al papel de la 5-HT en la fisiologia gastrointestinal, se ha
visto la implicacion de la serotonina en la regulacion de la totalidad de la actividad
gastrointestinal. Asi, respecto a los procesos de absorcidn intestinal, diversos estudios
han mostrado que la 5-HT modula el transporte transepitelial de sustratos en el intestino
delgado. En este sentido, la 5-HT ha sido descrita como un potente secretagogo, es decir
aumenta la secrecion de electrolitos (CI', Na*, K*) y agua a la luz intestinal (Borman y
Burleigh, 1997; Hansen y Jaffe, 1994; Kellum y cols. 1994). El efecto secretagogo
intestinal se produce por una inhibicion en el intercambio CI'/HCOj3; y una estimulacién
del intercambio Na*/H" en las vellosidades. Ademas, la 5-HT estimula la secrecion de
HCOj en las criptas del ileon (Sundaram y cols. 1991). La inhibicién de la absorcion de
Na*/CI" producida por la 5-HT parece que estd mediada por el receptor 5-HT,

(Hardcastle y cols. 1981; Siriwardena y cols. 1993).

La 5-HT también modifica la absorcion intestinal de nutrientes. Diversos
estudios han demostrado que la 5-HT produce una inhibicion del transporte Na*
dependiente de D-galactosa y L-leucina a través del yeyuno de conejo (Arruebo y cols.
1989; Salvador y cols. 1996). Este efecto puede deberse a procesos intracelulares
mediados por proteina cinasa C (PKC). Se ha descrito que los receptores 5-HT,, 5-HT3
y 5-HT,4 podrian participar en la inhibicién del transporte de L-leucina (Salvador y cols.
1997).
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El papel de la 5-HT en la regulaciéon de la motilidad y de la sensibilidad del
tracto gastrointestinal, se lleva a cabo a través de la activacion de numerosos receptores
distribuidos ampliamente. Sus acciones son muy complejas y puede producir
contraccion del masculo liso al estimular neuronas colinérgicas, o relajacion del mismo
por estimulacion de neuronas inhibidoras, que liberan 6xido nitrico (Kim y Camilleri
2000). La 5-HT que se libera en la mucosa desde las células enterocromafines accede a
las proyecciones mucosales de neuronas aferentes primarias. Entre éstas se encuentran
neuronas extrinsecas, que transmiten la sensacion de nausea al sistema nervioso central,
y neuronas aferentes primarias intrinsecas submucosales, que inician el peristaltismo y
reflejos secretores (Cooke y cols. 1997; Pan y Gershon, 2000) y neuronas aferentes
primarias intrinsecas mientéricas (Nagakura y cols. 2002) que inician contracciones de
migracion fuertes. La 5-HT secretada por neuronas mientéricas produce una
neurotransmision excitatoria rapida y lenta que esta implicada en la regulacion de la

motilidad gastrointestinal (Gershon, 2004).

Los receptores 5-HT, estan localizados en las células enterocromafines,
musculares lisas y en las neuronas. La liberacion de 5-HT de las células
enterocromafines, es uno de los factores iniciadores del peristaltismo a través de los
receptores 5-HT,4. Los receptores 5-HT3 estan distribuidos en las neuronas motoras
entéricas, terminales periféricas de aferencias viscerales y en el sistema nervioso central
(Camilleri, 2001; De Ponti y Tonini 2001).

Dada la gran magnitud que presenta la actividad reguladora de la 5-HT en el
tracto gastrointestinal, la alteracion de la actividad serotoninérgica ha mostrado estar
implicada en un grupo de afectaciones gastrointestinales cronicas, entre las cuales cabe
destacar el sindrome del colon irritable (IBS, Irritable Bowel Syndrome) y las
enfermedades inflamatorias (IBD, Inflammatory Bowel Disease) como la colitis
ulcerosa (Coates y cols. 2004) y la enfermedad de Crohn (Belai y cols. 1997). Tanto el
IBS como el IBD, representan dos de los grupos de patologias crénicas intestinales que
estan adquiriendo mayor relevancia en las Gltimas décadas, por su prevalencia y por su

aparicion a edades cada vez mas tempranas.

Algunos de los sintomas del IBS son los calambres, diarrea, gas y mucosidad en
la materia fecal. No se conoce todavia en profundidad la causa de la enfermedad,
aunque se piensa que el origen puede ser multifuncional (Gershon, 2003). El papel de la
serotonina en este trastorno tampoco ha sido establecido con claridad y los resultados
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resultan en muchos casos contradictorios. Asi, recientes estudios han mostrado que
existe un aumento de serotonina en las células enterocromafines del colon de pacientes
con IBS, y se han detectado mayores niveles post-prandiales de serotonina en estos
pacientes, comparado con sujetos sanos (Bearcroft y cols. 1998; Spiller y cols. 2000).
Sin embargo, otros estudios detectan reduccion en la poblacion de células

enterocromafines y reduccién de la 5-HT mucosal en IBS e IBD (Coates y cols. 2004)

Dado que la serotonina parece que puede jugar un papel mediador en la
sensibilidad visceral y en la alteracion de la actividad motora en el IBS, se probo la
eficacia de nuevos medicamentos dirigidos a los receptores de serotonina. El éxito de
esta terapia demostro que la 5-HT juega un papel fundamental en la fisiopatologia del
IBS. Asi, en pacientes con IBS en los que predomina la diarrea (IBS-d), el alosteron, un
antagonista del receptor 5-HT3, disminuye el transito intestinal y modula la sensibilidad
visceral reduciendo los sintomas de dicha patologia. Igualmente se ha demostrado, que
bloquea la actividad en la amigdala y el hipocampo, zonas donde se encuentra la mayor

concentracién de serotonina en el cerebro.

Por otra parte, el tegaserod, un agonista del receptor 5-HT,4, ha mostrado ser de
gran eficacia terapéutica en pacientes afectados con IBS en los que predomina el
estrefiimiento  (IBS-c). Asi, este farmaco ha demostrado acelerar el transito
gastrointestinal y modular la sensibilidad visceral en estos pacientes. Asimismo, un muy
reciente trabajo de Ismair y cols. (2007) ha mostrado que el tegaserod también inhibe el

transportador de serotonina.

Mas recientemente, los antidepresivos que actlan sobre los niveles de 5-HT a
nivel central y modulan la sensibilidad y la motilidad intestinal, se estan convirtiendo en
una terapia alternativa de eleccién en los pacientes con IBS (Creed y cols. 2003; Gorard
y cols. 1995). No obstante, se ha planteado dudas sobre el efecto gastrointestinal de
estos farmacos, achacando su éxito a la actividad antidepresiva y reconfortante sobre el

paciente.
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1.2. EL TRANSPORTADOR DE SEROTONINA (SERT)

Hace casi 5 décadas Axelrod (1961) introdujo el concepto de recaptacion para
explicar como la noradrenalina (NA) era internalizada por las terminales nerviosas
simpéticas. Desde entonces multitud de trabajos se han centrado en el estudio de las
propiedades funcionales y farmacologicas de los sistemas de recaptacion de

monoaminas, fundamentalmente los situados en el sistema nervioso central.

La neurotransmision representa el lenguaje quimico entre neuronas y tiene lugar
en una estructura anatomica bien definida, la sinapsis. La neurotransmision finaliza
cuando el neurotransmisor se retira de la hendidura sinéptica. Este proceso puede ser
Ilevado a cabo mediante la recaptacion del mismo por la propia terminal que lo liberd, o
por las células gliales que estan a su alrededor. Para ello es necesario la actividad de
transportadores especializados. Posteriormente el neurotransmisor puede ser
almacenado para su reutilizacion o bien ser degradado produciéndose un compuesto

inactivo.

La recaptacion es un importante proceso por el cual se finaliza la
neurotransmision, de hecho, se han descrito transportadores especificos para el &cido y-
aminobutirico (GABA), la adrenalina, la noradrenalina (norepinefrina, NE), la
dopamina (DA), la serotonina (5-HT) y para muchos aminoacidos, a los que,
precisamente por estas caracteristicas, se les ha conferido la propiedad de

neurotransmisores (Figura 3).
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2.1. Estructura y caracteristicas generales de los transportadores de

monoaminas

La clonacion de la proteina que codificaba el transportador de noradrenalina
(NET) llevada a cabo en 1991 por Pacholczyk y cols. supuso un avance considerable en
el conocimiento de la biologia de los transportadores de monoaminas. Asimismo, al
comparar la secuencia de aminoacidos de NET con la del transportador de GABA
clonado, se observé una significativa identidad entre ambos. Ello llevo a la
identificacion de una nueva familia de genes para las proteinas transportadoras de

neurotransmisores.

Los transportadores de la membrana plasmaética para las monoaminas dopamina
(DA), noradrenalina (norepinefrina NE), y serotonina (5-HT), que ademas incluye a los
transportadores del GABA y la glicina, pertenecen a la familia transportadora de solutos
SLC6 (solute carrier family) dependientes de Na*/CI". Asimismo, estos transportadores
DAT (de DA), NET (de NE) y SERT (de 5-HT) se caracterizan por ser las principales
dianas de sustancias psicoestimulantes y adictivas como son la cocaina y anfetaminas
(Figura 3).

Neurona dopaminérgica Neurona noradrenérgica Neurona serotoninérgica

Tyrosne Tryptophan

L-D0P

LY

Neuronas postsinaticas

Figura 3. Esquema de la actividad sinaptica de las monoaminas biégenas. Tomado de Torres y cols.
2003.
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La recaptacion del neurotransmisor por estos transportadores estd acoplada al
contransporte de iones de sodio aprovechando su gradiente de concentracién. La entrada
de un sustrato va acompafiada de la entrada de uno o dos iones de Na™ (segun de qué
transportador se trate) y de un i6n CI', pero el transporte también depende, en algunos
casos, de la concentracion de K* presente en el compartimento citoplasmatico del

transportador.

El transportador para el GABA de rata se clond6 mediante el empleo de
oligonucle6tidos sintéticos procedentes de secuencias de tripletes obtenidos a partir del
conocimiento de la proteina purificada. La gran homologia entre los transportadores de
GABA y noradrenalina constituyeron la base para el aislamiento de clones de ADNc de
los transportadores de dopamina de rata (Kilty y cols. 1991; Shimada y cols. 1991) y
boévido (Usdin y cols. 1991).

La clonacién del transportador de serotonina (SERT) (Blakely y cols. 1991,
Hofmann y cols. 1991) se llevd a cabo mediante el empleo de oligonucleotidos
degenerados correspondientes a zonas de elevada similitud entre los transportadores de
GABA y noradrenalina. Estos oligonucle6tidos sirvieron como base para crear nuevas
sondas mediante amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que

permitieran posteriormente realizar una criba de librerias de ADNCc.

Todos estos transportadores poseen 12 dominios transmembrana (Figura 4) con
20-24 residuos hidrofébicos. Debido a la ausencia de secuencia sefial, parece ser que
tanto el grupo amino como el carboxi-terminal estan situados en el citoplasma. Segun el
modelo propuesto, existen cinco bucles intracelulares y seis extracelulares bastante
cortos (Pacholczyk y cols. 1991; Hoffman y cols. 1991). Hay un bucle extracelular
grande entre los dominios transmembrana 3 y 4 que presenta diversos sitios de
glicosilacion.

Maés concretamente y con relacion a la serotonina, los trabajos de investigacion
realizados acerca del transportador de serotonina (SERT) han permitido determinar la
secuencia codificante, el gen que expresa la proteina y su caracterizacion. Asi, esta
proteina ha mostrado tener 12 dominios transmembrana, poseer grupos amino y
carboxi-terminal intracelulares y ser dependiente de Na® y CI° para transportar
serotonina al interior celular, tal como hemos mencionado antes de modo general.

También depende de la concentracion de K en el medio intracelular. Especial interés
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presenta el trabajo realizado por Rammamoorthy y cols. (1993), cuyos resultados han
conducido a la clonacion, expresion y localizacion cromosomica del transportador de
serotonina humano. El gen humano para SERT (SLC6A4) se encuentra en el
cromosoma 17q11.2, se extiende a lo largo de 37.8 kb y contiene 14 exones, cuya
transcripcion y posterior traduccion da lugar a una proteina de 630 aminoéacidos. La
secuencia de la proteina humana presenta una homologia del 92% con la de rata (Lesch
y cols. 1993).

a 1
hDAT coscinniss snsasasss M SKEECSVGLM SSVVAPAKEP NAVGPEEVEL ILVEEQNGVQ LTSSTLTNFR QSPVEAQDRE TWGEEIDFLL SVIGFAVDLA &1
ANET .ociiesnes sssanas MLL ARMHPQVQFE NNGADTGPEQ PLRARKTAEL LVVEKERNGVQ C....LLAPR DG..DAQPRE TWGEEIDFLL SVVGFAVDLA 77

hSERT METTFLNSQK QLSACEDGED CQENGVLQKV VFTPGDKVES GQISNGYSAY PSPGAGDDTR HSIPATTTITL VAELHQGERE TWGEEVDFLL SVIGYAVDLG 100
I L]
hDAT RVWRFPYLCY ENGGGAFLVE YLLFHVIAGHM PLFYMELALG QFNREGAAGY W.EICPILRG VGFTVILISL ¥YVGFFYNVII AWALHEYLFSS FTTELPWIHC 80
hNET NVWRFPYLCY ENGGGAFLIP YTLFLIIAGM PLFYMELALG QYRREGAATV W.EICPFFKG VGYAVILIAL YVGFYYNVII AWSLYYLFSS FTLNLEWTDC 75
hSERT FVWRFPYICY QNGGGAFLLP Y¥YTIMAIFGGI PLFYMELALG QYHRNGCISI WREICPIFKG IGYAICIIAF YIASYYNTIM AWALYYLISE FTDQLPWTSC 700
v y
hDAT KNSWNEZPNCE DAHPGDSSGD SSGLN.DTFG TTPAAEYFER GVLHLHQSHG IDDLGPPRWQ LTACLVLVIV LLYFSLWEGY KTSGEVVWIT ATMPYVVLTA 279
hNET GHTWNEPNCT DPELLNGSVL GNHTKYSEYE FTPAAEFYER CVLHLHESSG ITHDIGLPQWY LLLCLMVVVI VLYFSLWEGY ETSGEVVWIT ATLPYPVLFV 75
hSERT ENSWNTGNCT NYFSEDN... ...ITHWTLHS TSPAEEFYTR HVLQIHRSKG LQDLGGISW] LALCIMLIFT VIYFSIWEGV KTSGEVVWIT ATFPYIILSV 204
Wi il

hDAT LLLRGVTLPG AIDGIRAYLS VDFYRLCEAS VWIDAATQVC FSLEVGFGVL FAFSEVHEFT WMMO¥RDATVT TSINSLTSFS SOFVVFSFLG YMAQKHSVPI 373
hNET LLVHGVTLPG ASNGINAYLH IDFYRLKEAT VWIDAATQIF FSLOAGRGVE tnﬁlm ME.;T S8INCITSFV SGFAIFSILG YMAHEHKVNI 76
hSERT LLVRGATLPG AWRGVLFYLK PNWQKLLETG VWIDAAAQIF FSLUPGRGVL [AFASYNEFN MNCYQOALVT SVUNCMTSFV SOFVIFIVLG YMAEMRNEDV 304

Wil

hDAT GOVAKD.GP@ LIFIIYPEAI ATLPLSSAWA VVFFIMLLTL GIDSAMGGME 137
hNET BOVATE.GAG LVPILYPEAI STLSGSTPWA VVFFVMLLAL GLDISSMGOME 424
hSERT SEVAKDAGPS LLFITYAEAT ANMPASTFFA IIFFLMLITL GLDSTFAGLE 444
X
hDAT SVITGLIDEF .QLLHFHREL FTLFIVLATF LLSLFCVTNG GIYVFTLLDH 477
hNET AVITGLADDF .QVLEFHREL FTPGVTFPSTF LLALFCITKG OIYVLTLLOT 474
hSERT GVITAVLDEF PHVWARRRER FVLAVVITCF FGSLVTLTFO OAYVVKLLEE 404
x —_—
hDAT FAAGTSILFG VLIEATGVAW FYGVGQFSDD IQQMTGQRPS LYWRLCWELV &7
hNET FAAGTSILFA VLMEAIGVSW FYGVDRFSND IQQMMGFRFG LYWRLCWEFV 574
hSERT YATGPAVLTV ALIEAVAVSW FYGITQFCRD VEEMLGFSPG WFWRICWVAI 544
] k0
hDAT SPCFLLFVVY VBIVIFRPPH YGAYIFPDWA NALGWVIATS SHANVPIVAA 577

hNET SPAFLLFVVV VSIINFKFLT YDDYIFFPWA NWVGWGIALS SHVLVPIYVI 574
hSERT SPLFLLFIIC SPLMSFPQLR LFQYNYPYWS IILGYCIGTS SPICIFTYIA 54

hDAT ¥IFCSLPG:F RECLAYATAY BXDREELIDRG | HQFTIREN LRV o0
hNET ¥rFLSTQGOL WERLAYGITP ENEHHLVAQR DIRQFQLOHW LAT 617
hSERT YRLIITPGIF EERIIKSITP ETPTE.IPCG DIRLNAV... ... 630

Figura 4. Informacion molecular y estructural de los transportadores de DA, NE y 5-HT humanos. a)
Secuencia de amino&cidos de los transportadores. En rojo se indican los residuos idénticos, en naranja se
indican los residuos similares. Los residuos de asparragina que forman parte de las secuencias consenso
ligadas a N-glicosilacién se muestran en azul. b) Topologia propuesta para los transportadores de
monoaminas mostrando los 12 dominios transmembrana conectados por bucles intra y extracelulares.

Tomado de Torres y cols. 2003.
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2.2. Andlisis de la relacion entre la estructura y la funcion de SERT

La funcion de SERT es transportar la 5-HT desde el compartimento extracelular
al interior celular. La identificacién de los residuos y dominios que participan en la
unién del sustrato y la traslocacion estd siendo motivo de multitud de estudios. Para
ello, en muchos casos se ha aplicado técnicas de analisis de transportadores quimericos,

métodos de acceso a la sustitucion de cisteina (SCAM) y mutagenesis dirigida.

Los resultados han indicado que el &cido aspartico del dominio transmembrana 1
es crucial para reconocer al sustrato. Asimismo, el dominio transmembrana 12 ha
mostrado ser determinante en la afinidad por los compuestos triciclicos (Barker y cols.
1994), mientras que el dominio transmembrana 1 parece determinar la selectividad de
SERT por el citalopram (Barker y cols. 1998). Los dominios transmembrana 1y 2 y el
extremo amino terminal son importantes en la sensibilidad por la cocaina (Sandhu y
cols. 2002) y los residuos metionina 180, tirosina 495 y fenilalanina 513 parecen
intervenir en la interaccion de inhibidores (Mortensen y cols. 2001). También el
dominio transmembrana 3 parece ser crucial para la unién de 5-HT y de cocaina, y se

encuentra localizado en la via de traslocacion (Chen y cols. 1997).

2.3. Mecanismo de transporte

El transportador SERT co-transporta el sustrato con un ién Na* y un ién CI', y la
traslocacion implica la salida de un i6on K*. La union del Na*, CI' y 5-HT a SERT
induce un cambio conformacional en el transportador, lo cual permite exponer el sitio
de unién hacia el otro lado de la membrana con la consiguiente traslocacién del sustrato
y los iones. La reorientacion del transportador supone un paso adicional que implica la

union y salida de iones K" intracelulares.

Ademas del clasico mecanismo de transporte de sustrato, SERT también ha
mostrado actividad tipo canal. Mediante técnicas electrofisioldgicas se ha determinado
la existencia de conductancias que no se explican a partir de la estequiometria fijada en
la traslocacion del sustrato (Mager y cols. 1994). No se ha determinado si estas

conductancias son suficientes para alterar el potencial de membrana.
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2.4. Localizacion del transportador de serotonina

Previamente a la clonacion y establecimiento de la secuencia del transportador
SERT, ya se habia descrito la existencia de transporte de serotonina en la membrana
plasmatica de las terminales presinapticas de cerebro (Axelrod y Inscoe, 1963) y de las
plaquetas (Sneddon, 1973; Rudnick, 1977).

Cuando en 1991, Blackely y cols. en cerebro de rata, y Hoffman y cols. en
celulas RBL (células basofilicas obtenidas de ratas con leucemia), clonaron el
transportador SERT, detectaron que el ADN correspondiente a esta proteina poseia
caracteristicas funcionales de transporte similares a las descritas en plaquetas y

sinaptosomas de cerebro.

Ademas, estudios posteriores concluyeron que la secuencia del ADNc de SERT
obtenido bien de tejido neuronal o no neuronal, era idéntica dentro de la misma especie
animal y era codificado por el mismo gen (Ramamoorthy y cols. 1993; Lesch y cols.
1993).

Numerosos estudios han tratado de determinar la localizacién y funcionalidad de
SERT en diversos tejidos de diferentes especies animales. Asi, se ha detectado la
presencia de SERT funcional en cerebro de ratén (Chang y cols. 1996) y de mono
(Miller y cols. 2001), en placenta humana (Ramamoorthy y cols. 1993) y en células

cromafines adrenales (Blakely y cols. 1996).

Especial mencion requiere el estudio de Chen y cols. (1998) en el que se realizo
la clonacion y localizacion de SERT en intestino de cobaya, mostrando ademas por
hibridacién in situ e inmunohistoquimica la expresion de SERT en las neuronas
entéricas y en el epitelio que reviste toda la longitud de la vellosidad intestinal, desde la

cripta.

También se ha realizado la clonacion y estudiado la expresion de SERT en
bovidos y los resultados han mostrado que SERT se expresa en placenta, cerebro,
médula dsea, rifion, corazon, glandula adrenal, higado, glandula paratioridea, tiroides,

intestino delgado y pancreas de bévido (Mortensen y cols. 1999).

Por tanto, parece que la expresion del transportador SERT presenta una amplia
distribucion, si bien la actividad del mismo ha sido fundamentalmente estudiada en el

sistema nervioso central y el tracto gastrointestinal.
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2.5. Regulacion fisioldgica del transportador de serotonina

2.5.1. Oligomerizacion del transportador

Uno de los aspectos estudiados es la oligomerizacion de SERT. Aunque la
mayor parte de los modelos de transportadores son considerados como monomeros para
desarrollar su funcién, algunos estudios han revelado una cierta naturaleza oligomérica
de SERT. Asi, la expresion heter6loga de concatameros de SERT mostro actividad
transportadora en dimeros y tetrdmeros (Chang y cols. 1998) y también otros autores
han detectado en la membrana plasmatica de células HEK la existencia de oligbmeros
de SERT (Schmidt y cols. 2001)

2.5.2. Regulacion post-traduccional

El analisis de la secuencia de aminoacidos de transportadores de monoaminas ha
revelado la presencia diversos sitios consenso para la fosforilacién de la proteina
mediante cinasas dependientes de AMPc, PKC y/o cinasas dependientes de

Ca®*/calmodulina.

La expresion del transportador de serotonina, SERT, estd regulada por la
estimulacion de los receptores, por la produccién de segundos mensajeros, y la
activacion de cinasas. Asi, diversos autores (Blakely y cols. 1998; Thome y cols. 2000;
Bryan-Lluka y cols. 2004) han mostrado que la expresion génica de SERT esta regulada
“in vitro” por vias dependientes de AMPc, de Ca®* intracelular a través de la
Calmodulina, del 6xido nitrico y de la guanosina monofosfato. Por otro lado, resultados
obtenidos “in vivo” muestran una regulacién del transportador de serotonina mediada
por antidepresivos (Benmansour y cols. 1999) y hormonas esteroideas (Wihlback y cols.
2001).

Se han realizado numerosos trabajos respecto a la regulacion post-traduccional
de SERT. Asi, esta proteina presenta tres sitios potenciales de fosforilacion para la
PKC: serina 8, serina 277 y treonina 603. Blakely y cols. (1998) mostraron que SERT
puede ser fosforilado tras la activacion por PKC y que dicho efecto conduce a la
disminucion de la actividad de dicho transportador debido a la internalizacion de la

proteina. Sin embargo, en otros resultados obtenidos mediante técnicas de mutagénesis
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se ha observado que ninguno de los residuos susceptibles de fosforilacion por PKC
parece estar directamente implicado en la regulacién por esta cinasa (Sakai y cols.
1997).

En diversos trabajos realizados en células HEK-293, transfectadas con el ADNc
de SERT humano, se ha visto que la PKC conduce a una internalizacién de la proteina
de superficie celular hSERT, reduciendo la recaptacion de 5-HT (Qian y cols. 1995).
Este efecto se debe a que los activadores de la PKC aumentan el nivel de fosforilacion
del transportador hSERT. De modo similar, los inhibidores de la proteina fosfatasa
(PP1/PP2A) producen disminucion del transporte de 5-HT y aumentan
significativamente la incorporacion de **P al transportador SERT, es decir, de nuevo la
fosforilacion del transportador SERT reduciria la disponibilidad del mismo y

disminuiria su actividad.

Sin embargo, el efecto de la fosforilacion de SERT sobre su modulacion no
parece ser tan evidente cuando la incorporacion del fosfato es por la via del AMPc. Ello

abre el campo de estudio acerca de este efecto y sus consecuencias.

Por otro lado, y dentro de la regulacién fisioldgica de SERT, cabe mencionar el
efecto producido por el propio sustrato de 5-HT. Asi, diversos estudios han demostrado
que la 5-HT, a tiempo corto de exposicion, previene la fosforilacion dependiente de
PKC en SERT vy su internalizacion. En un estudio realizado por Ramamoorthy y
Blakely (1999), se demostro que la fosforilacion de SERT mediada por la PKC, en
células transfectadas (HEK-293SERT) se redujo sustancialmente en presencia de 5-HT
y, consecuentemente, los niveles de expresion de SERT en la superficie celular
aumentaron. Esta accion de la 5-HT extracelular podria ser debida a la actividad sobre
el propio transportador y estaria asociado a cambios conformacionales de SERT, segln

estos autores.

Otro aspecto que se ha estudiado es el papel de la glicosilacion en la expresion
del transportador. Se han descrito diversas secuencias consenso para la glicosilacion en
el bucle largo que se encuentra entre los dominios transmembrana 3 y 4, y aunque la
glicosilacion parece ser importante para la expresion normal de SERT en la membrana,

no afecta a la union del ligando ni a la traslocacion del sustrato (Tate y cols. 1994).
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2.5.3. Interacciones proteina-proteina

El hecho de que SERT sea un transportador cuyo trafico intracelular esté
regulado, parece indicar la posibilidad de que exista interaccién entre SERT y otras
proteinas que pudieran mediar este proceso. Ademas, SERT contiene zonas de la
secuencia que participan en la interaccion directa proteina-proteina, tales como leucinas
repetidas en el dominio transmembrana 2, un sitio PDZ de union en el extremo

carboxilo, y tirosinas y di-leucinas que contribuyen a la internalizacion.

Mediante el uso de técnicas de co-inmunoprecipitacion y del sistema de dobles
hibridos en levaduras, se han detectado un gran ndmero de interacciones, aunque el
significado fisiologico de muchas de ellas no se conoce. Bauman y cols. (2000)
mostraron que la proteina fosfatasa 2A (PP2A) co-inmunoprecipitaba con SERT, y esta
interaccion estaba regulada por la inhibicion de la fosfatasa, la activacion de PKC y el
transporte de sustratos. Aungue no se conoce si PP2A se une directamente a SERT, esta
asociacion podria ayudar a explicar los procesos moleculares responsables de la

fosforilacion del transportador y su internalizacion.

Otra interaccion que se ha descrito “in vitro” es la del extremo carboxi terminal
de SERT con MARKS (myristoylated alanine-rich C kinase substrate) (Jess y cols.

2002), sin embargo se desconoce si esta union se produce “in vivo”.

Otros resultados (Haase y cols. 2001) sugieren que la proteina sintaxina |
perteneciente a la familia de proteinas SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive
factor-attachment protein receptor) podria estar involucrada en los efectos moduladores
de la PKC. Asimismo, resultados obtenidos por Torres y cols. (2001) apuntan hacia la
posible asociacion del transportador de serotonina con proteinas que interaccionan con

la PKC, como mecanismo de regulacion de su anclaje en la membrana.
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2.6. Estudios genéticos de la actividad de SERT

La alteracion genética del gen que codifica SERT utilizando ratones y la
tecnologia de produccion de “knockouts” (SERT-KO: ratones en los que se anula la
expresion del gen de SERT), ha proporcionado la oportunidad de estudiar el papel de
SERT “in vivo”.

El raton SERT-KO (no se expresa SERT), muestra una elevacion extracelular de
5-HT de hasta 6 veces y una disminucién marcada (60-80%) del contenido tisular de 5-
HT en diversas regiones del cerebro (Bengel y cols. 1998). Las notorias alteraciones
neurogquimicas que se han observado en el ratdn mutante indican que SERT es crucial
en la homeostasis presinaptica en dos aspectos. Primero: Constituye el principal
mecanismo que finaliza la neurotransmision extrayendo 5-HT de la hendidura sinaptica.
Segundo: La recaptacion es el principal mecanismo de restitucion de los almacenes

intracelulares de 5-HT.

Ademas de los cambios en la homeostasis de 5-HT, el anélisis de SERT-KO ha
mostrado alteraciones en la respuesta a los receptores post-sinapticos. Asi, estos
receptores resultaron regulados a la baja (down-regulation) (Fabre y cols. 2000). Esto es
consecuencia del elevado nivel de 5-HT extracelular que se produce como consecuencia
de la falta de funcionalidad de SERT.

Ademas de plantear la transgénesis como técnica para el estudio de la actividad
de SERT, recientes estudios han mostrado que la actividad transcripcional del gen de
SERT (SLC6A4) esta modulada por un elemento polimorfico repetitivo (5-HTTLPR, 5-
HT Transporter gene-linked polymorfic region) (Figura 5) localizado con anterioridad
al sitio de inicio de la transcripcion (Haddley y cols. 2007). Asimismo, se han descrito
variaciones en la region 5’ no traducida (5’UTR), causadas por empalme alternativo del
exon 1B y 1C, en el intron 2 (un namero variable de 16/17 pares de bases repetidas en
tandem, VNTR-17), y en la region 3’ no traducida (3’UTR) (Lesch, 2001).

La estructura distinta de la regién 5-HTTPLR da lugar a la formacién de una
estructura secundaria de ADN que tiene el potencial de regular la actividad
transcripcional del promotor asociado al gen de SERT. Existen dos variantes alélicas de
la regién 5-HTTLPR, la variante corta (s) y la variante larga (I) que modulan de modo
distinto la actividad transcripcional del promotor del gen de SERT (Lesch, 1996). Estos
polimorfismos consisten en un tandem multialélico de 17 bp repetidas y la
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insercion/supresion de una secuencia de 22 bp que da lugar al alelo largo (1), que
contiene 16 copias de estas 22 bp, o al alelo corto (s) que contiene 14 copias de estas 22
bp. Los estudios del efecto de la longitud de 5-HTTLPR sobre la transcripcion, y
captacion de 5-HT mediada por SERT han demostrado que la variante “I” en situacion
de homocigosis produce concentraciones mas elevadas de ARNm de SERT, mayor
capacidad de unir ligandos inhibidores y una captacion de 5-HT de maés del doble que

en situacion de homocigosis de la variante “s” (Lesch y Gutknecht, 2005).

Son muchos los trabajos que muestran asociacion entre las variaciones alélicas
de 5-HTTLPR vy la expresién de SERT y la implicacion en las alteraciones de la
conducta como la ansiedad, depresion y agresividad y en diversas enfermedades
psiquiatricas (Lesch, 2003). Asimismo, el polimorfismo de la region promotora de
SERT se ha demostrado que modula la influencia del estrés sobre la respuesta depresiva
(Caspi y cols. 2003).
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Figura 5. Secuencia del 5-HTTLPR. Representacion esquemaética del gen humano de SERT vy la
posicion de la region polimdrfica (arriba). A la izquierda se encuentra la secuencia de la variante larga
(insercion) que presenta 4 copias extra de la secuencia subrayada. Dado que el polimorfismo no se
compone de copias extra idénticas, se les ha dado designaciéon con letras griegas a las diferentes
secuencias repetidas. A la derecha se encuentra la secuencia de la variante corta (s) también conocida
como de deleccién. (Tomado de Haddley y cols. 2007).



Introduccioén 31

2.7. Patologias en las que existe alteracion de la actividad

serotoninérgica: Papel de SERT

La serotonina ha mostrado ser un neuromodulador implicado en la regulacién de
un gran numero de procesos en el organismo. Sin embargo, la implicacién de la
alteracion del sistema serotoninérgico en procesos patolégicos ha sido
fundamentalmente descrita, como ya se ha comentado anteriormente, para dos tipos de

patologias:
1.- Las asociadas a alteraciones de la conducta en el sistema nervioso central

2.- Las enfermedades inflamatorias cronicas del tracto gastrointestinal.

2.7.1. Alteraciones de la conducta e implicaciones serotoninérgicas

Diversos estudios neurobioldgicos y neuroanatomicos indican la importancia de
los cambios en el sistema noradrenérgico y serotoninérgico en las patologias asociadas a
trastornos de la conducta (Purselle y Nemeroff, 2003; Tiihonen y cols. 1997; Malison y
cols. 1998).

El papel del sistema serotoninérgico viene determinado por el nivel disponible
de 5-HT, lo cual esta en parte modulado por SERT, y la expresion de los receptores,
especialmente a nivel postsindptico. Se ha descrito que el numero de sitios de
recaptacion de 5-HT presinépticos (SERT) se encuentra disminuido y que la expresion
de receptores postsinapticos estd aumentada en pacientes con depresion, sin embargo en
otros estudios se han obtenido resultados contrarios (Nestler, 1998). Asimismo, se han
descrito niveles menores de 5-HT y una reduccion en la recaptacion de 5-HT y en los
niveles de SERT en plaquetas de pacientes con depresion (Quintana, 1992). La densidad
de SERT en corteza prefrontal de victimas de suicidio, y en corteza occipital e
hipocampo de pacientes con depresion fue menor que en individuos normales (Stanley y
cols. 1982; Perry y cols. 1983), aunque algunos resultados de otros estudios parecen ser

contradictorios (Gross-Isseroff y cols. 1989).

En lo que se refiere a la densidad de receptores, los 5-HT, presentan una
densidad més alta en la corteza prefrontal, hipocampo y plaquetas de pacientes con
depresion y victimas de suicidio, que en individuos normales (Arora y Meltzer, 1989).

Asimismo, la densidad de receptores 5-HT1a parece ser mas alta en corteza prefrontal
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de pacientes depresivos (Matsubara y cols. 1991). En ambos casos también se han

obtenido resultados contradictorios en otros estudios.

Las variaciones que presenta el sistema serotoninérgico en estas patologias
relacionadas con trastornos de la conducta han conducido a la teoria serotoninérgica que
defiende que en los pacientes con depresion hay una disminucion generalizada de la
actividad serotoninérgica (Feldman y cols. 1997). Ademas, el hecho de que el
tratamiento antidepresivo con inhibidores de la recaptacion de 5-HT sea efectivo, avala
esta teoria. No obstante, y a pesar de que estos farmacos inhiben inmediantamente la
recaptacion de 5-HT, el efecto no se observa a corto plazo, sino que requiere un

tratamiento repetitivo y largo en el tiempo.

El papel de la serotonina en las patologias asociadas a trastornos de la conducta
parece evidente pero no es el Unico factor que contribuye a ellas. De hecho se ha
descrito que la depresion no es exclusivamente de origen neuroquimico, sino que esta
asociada a dificultades en las vias de sefializacion que regulan la neuroplasticidad y la
supervivencia celular. En este sentido, se ha postulado que en situacién de estrés y de
depresion se encuentra disminuida la plasticidad celular neuronal, en parte debido a la
reduccion en los niveles de BDNF (brain derived neurotrophic factor) que promueven la
supervivencia celular. Asi, la administracion cronica de antidepresivos actuaria por esta

via aumentando la expresion de BDNF en el cerebro (Manji y cols. 2001).

2.7.2. Alteraciones de la actividad gastrointestinal e implicaciones serotoninérgicas

La serotonina es un neuromodulador sintetizado mayoritariamente en el tracto
gastrointestinal, que actia como via de transduccion de la informacion sensitiva desde
la luz intestinal hasta los plexos nerviosos, la musculatura y el epitelio intestinal. La 5-
HT liberada desde las células enterocromafines y actuando a través de diversos tipos y
subtipos de receptores localizados en la mucosa y en los plexos submucoso y entérico,

contribuye al normal funcionamiento del tracto gastrointestinal.

Las alteraciones del sistema serotoninérgico gastrointestinal producen afectacién
de un gran nimero de procesos en este tracto, sin embargo, el papel de la 5-HT en las
patologias infecciosas e inflamatorias cronicas gastrointestinales (IBD, Inflammatory
Bowel Disease; IBS, Irritable Bowel Syndrome) ha sido el méas estudiado y el que ha

adquirido mayor relevancia. Se desconoce el origen de estas patologias, sin embargo
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estd demostrado que la actividad serotoninérgica mediada por receptores en los plexos
nerviosos intestinales esta implicada en la sintomatologia de las mismas (diarrea y/o

estrefiimiento, dolor y malestar).

La secrecion de 5-HT en el tracto gastrointestinal es enorme y requiere el
sistema de recaptacion e inactivacion que proporciona el transportador de 5-HT. De este
modo, se evita la desensibilizacion de los receptores y la 5-HT puede ejercer sus efectos
moduladores. No obstante, y en ausencia de actividad de SERT se ha visto que otros
transportadores, como los de cationes organicos y el transportador de dopamina,
proporcionan transporte de 5-HT pero con baja afinidad y alta capacidad (Chen y cols.
2001). Estos transportadores compensan la falta de SERT, pero el grado de

compensacion no es suficiente para mantener una funcionalidad normal.

El estudio del papel del transportador SERT en las patologias gastrointestinales
tipo IBD e IBS, se ha llevado a cabo mediante el uso de ratones en los que se ha
suprimido la expresion génica de SERT (SERT-KO). Asi, se ha visto que estos ratones
muestran un aumento de la actividad célica y presentan un aumento del contenido de
agua en las heces, y ademas sufren un patrén alternante de diarrea y estrefiimiento
(Chen 'y cols. 2001).

En modelos experimentales de inflamacion intestinal se ha detectado una
reduccién de la transcripcion de SERT (Linden y cols. 2003) que también aparece
reducida en pacientes con IBD o IBS (Coates y cols. 2004). En estas condiciones la
respuesta del tracto gastrointestinal no fue distinta de la que mostraba el ratdbn SERT-
KO. La reduccion de la transcripcion de SERT inducida por la inflamacion lleva a
pensar que existe un defecto comdn en la expresién mucosal de SERT que conduciria a
los sintomas observados tanto en pacientes de IBD como de IBS. Esta idea es
compatible con la posibilidad de que una 0 més alteraciones de la sefializacion entérica
de 5-HT puedan contribuir a la patogénesis del IBS. (Gershon y Tack, 2007).

Ademas de las alteraciones de SERT detectadas en IBD e IBS, también hay
otros parametros relacionados con el procesamiento de la 5-HT que parecen estar
afectados. Asi, en la colitis ulcerosa, el nimero de células enterocromafines parece estar
disminuido y el nivel de ARNm de TpH-1 (enzima triptéfano hidroxilasa, factor
limitante de la sintesis de 5-HT) y la inmunoreactividad a SERT también fueron

menores (Coates y cols. 2004). Sin embargo en el plexo mientérico del ileon de
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pacientes con enfermedad de Crohn parece existir un aumento de inmunoreactividad a
la 5-HT (Belai y cols. 1997).

Asimismo, diversos estudios han mostrado que en pacientes con la modalidad de
IBS en la que predomina el estrefiimiento, existe una reduccion de la expresion de TpH-
1, SERT y de inmunoreactividad a SERT (Cotaes y cols. 2004) asi como una reduccion
del nivel de 5-HT sérico post-prandial (Atkinson y cols. 2006). Sin embargo, en el IBS
en el que predomina la diarrea (IBS-d) se ha descrito un aumento de los niveles
plasméticos de 5-HT (Atkinson y cols. 2006).

La hipdtesis de que la serotonina participa en la fisiopatologia del IBS requiere
un perfecto conocimiento del papel de la 5-HT en la fisiologia gastrointestinal. El
problema que se plantea es que el papel de la 5-HT sobre este tracto es tan extenso y
variado que es dificil determinar cuéles de las acciones de 5-HT estdn comprometidas

en las patologias.

La idea méas defendida respecto al papel de la 5-HT en las patologias
gastrointestinales, es la alteracion de la actividad motora mediada por 5-HT en las
mismas. Los estimulos detectados en la mucosa provocan la liberacion de 5-HT desde
las células enterocromafines. Asi, la 5-HT puede activar las neuronas aferentes
intrinsecas o extrinsecas en la mucosa, modulando la respuesta motora. Las neuronas
extrinsecas estan activadas por receptores 5-HT3 y transmiten la sensacion de malestar
al sistema nervioso central. Por ejemplo, los agentes quimioterapicos anticancerosos
liberan 5-HT desde las células enterocromafines que activa las neuronas aferentes

extrinsecas para inducir nauseas y vomito.

Otros subtipos de receptores implicados en la respuesta de 5-HT gastrointestinal
son los 5-HT3 y los 5-HT7 que estimulan las neuronas primarias aferentes intrinsecas,
que a su vez inician los reflejos peristalticos y secretores (Cooke y cols. 1997; Tonini y
cols. 2005). Los receptores 5-HT, también estan implicados en los procesos motores
gastrointestinales. Estimulan la motilidad y la secrecion, pero a través del aumento de la
liberacion de ACh de neuronas motoras excitatorias y de interneuronas (Prins y cols.
2000).
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2.8. Regulacién farmacoldgica del transportador de serotonina

A pesar de que el mecanismo de recaptacion de neurotransmisores (DA, NE, 5-
HT) se conoce desde hace varias décadas, la disponibilidad de farmacos selectivos que
actan sobre estos transportadores es bastante reciente. La mayor parte del
conocimiento sobre los sistemas de recaptacion de neurotransmisores se ha obtenido
mediante la medida de neurotransmisores marcados radiactivamente en cortes
histolégicos o en sinaptosomas de cerebro. Asimismo, la clonacion de los
transportadores y la posibilidad de expresarlos en celulas no neuronales esta
permitiendo un mayor conocimiento del mecanismo de accion de los diferentes
transportadores, asi como la posibilidad de encontrar nuevos farmacos selectivos que

afecten a su actividad.

El descubrimiento de la implicacion de la serotonina en patologias del sistema
nervioso central y del tracto gastrointestinal, asi como el hecho de que estas patologias
muestren una incidencia creciente en el mundo occidental, ha acentuado enormemente
el interés por el desarrollo de sistemas farmacoldgicos que actlen sobre el sistema de
recaptacion de 5-HT mediados por SERT. Este transportador se ha convertido en la
diana efectiva para distintos tratamientos farmacoldgicos, como es el caso de las
sustancias inhibidoras de la recaptacion de serotonina (SSRIs) (Crowell, 2001; Lesch,
2001; Gareri y cols. 2000; Pace y cols. 1995).

Diversos trabajos cientificos han demostrado que la alteracion de la actividad
serotoninérgica cerebral es una de las causas que conduce a trastornos del
comportamiento y que esta implicada en la neurobiologia de la depresion (Feldman y
cols. 1997), en la drogodependencia (Sora y cols. 1998), y en las patologias asociadas.
Por ello se plante6 el tratamiento de estos desordenes conductuales con farmacos

inhibidores de la recaptacion de la serotonina.

Actualmente, los inhibidores selectivos de la recaptacidn de serotonina (SSRIs)
son los antidepresivos mas utilizados en el mundo occidental. Una ventaja que
presentan estas sustancias es que, ademas de tener efectos antidepresivos, son eficaces
en otros trastornos centrales como en las crisis de panico, las alteraciones compulsivo-
obsesivas y la bulimia. Ademas los SSIRs han supuesto un gran avance y han
revolucionado el tratamiento de la depresién ya que, al igual que los inhibidores de la
MAO (monoamina oxidasa) incrementan la disponibilidad de 5-HT, pero a diferencia
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de éstos, los SSRIs son farmacos mas seguros y mejor tolerados, carecen de toxicidad

cardiaca y de efectos secundarios colinérgicos.

Asimismo, diversos estudios sugieren un potencial papel terapéutico de los
SSRIs en el tratamiento de patologias gastrointestinales cronicas inflamatorias como es
el IBS (Masand y cols. 2005)

Todos estos efectos se atribuyen al perfil farmacoldgico de estos compuestos
cuyo mecanismo de accion consiste en causar una potente desinhibicion de la
neurotransmision serotonérgica, presumiblemente en todas las vias serotonérgicas a

nivel central y periférico.

No obstante, los efectos de los SSRIs no se detectan de modo inmediato, Sino
que requieren un periodo de administracion prolongado para obtener resultados
antidepresivos. Ello ha hecho pensar que la accién terapéutica de estos farmacos no se
debe exclusivamente al efecto directo que conduce al aumento de la actividad
serotoninérgica, sino que pueden existir respuestas a mas largo plazo que se generan a

partir de este primer efecto (Lesch, 2001).

Por Gltimo es necesario indicar que los transportadores de dopamina (DAT),
noradrenalina (NET) y serotonina (SERT), no s6lo son dianas importantes para agentes
terapéuticos, incluyendo los antidepresivos, sino que también son susceptibles de

resultar afectados por psicoestimulantes y neurotoxinas.

En este sentido, la cocaina y las anfetaminas son dos sustancias
psicoestimulantes que interactian con dichos transportadores. La cocaina es un
inhibidor competitivo de los transportadores de monoaminas, en cambio, las
anfetaminas son sustratos de los propios transportadores de monoaminas (Figura 3), y
una vez dentro de la célula provocan una liberacion masiva de monoaminas al espacio
extracelular. Como resultado, tanto la cocaina como las anfetaminas aumentan los
niveles de monoaminas en el espacio extracelular. Ello conduce a la alteracion de la
conducta a corto plazo, a las alteraciones neuropsiquicas en la drogadiccion, al

sindrome de abstinencia y a la conducta adictiva.

En resumen, y en lo que a los efectos farmacoldgicos sobre SERT, este
transportador se expresa en numerosas células neuronales y no neuronales, incluyendo
las plaquetas (Rudnick, 1977), células epiteliales del intestino (Wade y cols. 1996) y
células cromafines adrenales (Schroeter y cols. 1997). SERT es una diana de alta
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afinidad para antidepresivos triciclicos como es la imipramina, para inhibidores
especificos de la recaptacion de serotonina (SSRIs) como es la fluoxetina, que bloquea
el transportador e intensifica la sefial serotoninérgica, y para estimulantes no selectivos
como la cocaina y las anfetaminas (Reith, 1997; Barker y Blakely, 1995). Estas
sustancias, actuan elevando la concentracion extracelular de 5-HT potenciando la accién
sinaptica de la 5-HT, provocando una desensibilizacién de los receptores de 5-HT, lo

gue en conjunto afecta a la actividad serotoninérgica general.






1. OBJETIVOS






La 5-HT en un neuromodulador que regula la fisiologia de diversos 6rganos en
el ser vivo. De especial relevancia es la implicacion de la 5-HT en el sistema nervioso
central, en el cual estd demostrada la importancia de la actividad serotoninérgica para
poder desarrollar y modular aspectos de la conducta, y en el tracto gastrointestinal,
donde la 5-HT modula diferentes aspectos de la fisiologia de dicho tracto, tanto en lo
que se refiere a la actividad motora, como a los procesos de absorcidn de nutrientes y
secrecién de agua y electrolitos.

Asimismo, se ha demostrado que la alteracion de la actividad serotoninérgica
parece estar implicada en el origen y/o persistencia de patologias cronicas relacionadas
tanto con la actividad del sistema nervioso central (alteraciones de la conducta,
depresion, ansiedad, etc.), como del tracto gastrointestinal (sindrome del colon irritable,
IBS, colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn). Todas estas patologias ademas, presentan

una incidencia creciente en el mundo occidental.

La actividad que desarrolla la 5-HT estd mediada por su unién a receptores
especificos localizados en la membrana de las células diana, de los cuales se han
descrito hasta 14 tipos distintos. Asimismo, la funcion de la serotonina mediada por sus
receptores se encuentra condicionada por la disponibilidad de dicho neuromodulador, de
tal modo que un exceso de 5-HT conduce a la regulacion a la baja (down-regulation) de

los receptores en la membrana.

La disponibilidad de 5-HT en el medio intersticial depende de la funcion de dos
sistemas: por un lado del sistema liberador de 5-HT desde la célula que la sintetiza
(sistema “ON”) y del sistema de recaptacion de la 5-HT, mediante el transportador de
serotonina (sistema “OFF”).
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El transportador de serotonina (SERT) es una proteina de membrana clonada en
1991, y que se expresa tanto en las neuronas del sistema nervioso central como en
sistemas celulares periféricos (plaquetas, enterocitos, sistema nervioso entérico, etc.). El
papel que desarrolla SERT en la regulacion de la disponibilidad de 5-HT ha convertido
a esta proteina en una muy importante diana farmacologica para el tratamiento de
patologias cronicas en las que se encuentra implicada la 5-HT, especialmente en el caso
de la depresion. Asi, el hecho de que moléculas inhibidoras especificas de la recaptacién
de 5-HT (SSRIs) hayan mostrado un efecto antidepresivo eficaz, ha incrementado
enormemente el interés del mundo cientifico en el conocimiento funcional y molecular

del transportador de serotonina, especialmente en la especie humana.

Desde la clonacién de SERT, y una vez demostrada la implicacion de esta
proteina en patologias crénicas humanas de incidencia creciente, una parte importante
de la actividad cientifica se ha centrado en el establecimiento de modelos animales y
celulares que permitieran realizar estudios extrapolables a la situacion humana,
especialmente en lo que se refiere al SERT humano (hSERT) en el sistema nervioso
central y el tracto gastrointestinal. Asi, existen modelos de ratas con sintomas de
depresion (Overstreet, 1993) y se han utilizado tratamientos quimicos (TNBS, DSS, etc)
para simular procesos patologicos inflamatorios cronicos intestinales en diversos

animales de experimentacion.

No obstante, han sido los modelos celulares los que en gran medida han
permitido desarrollar el conocimiento de hSERT en su aspecto molecular.
Especialmente frecuente ha sido el uso de lineas celulares transfectadas con el ADNc
que codifica hSERT para este fin. Sin embargo estos modelos celulares, ain siendo de
gran utilidad, presentan la dificultad de no expresar endégenamente hSERT, lo cual los
distancia de la situacion fisiologica real.

El hecho de que la mayor parte de 5-HT (95%) del organismo se sintetice en las
células enterocromafines del tracto intestinal (sistema “ON”) y de que se haya
demostrado la actividad moduladora de 5-HT sobre la fisiologia intestinal, ha conducido
a la idea de que dicho tracto deberia disponer de un sistema de aclaramiento de 5-HT
del medio intersticial (sistema “OFF”). Ello condujo a la clonacién y caracterizacion de
SERT en la mucosa de intestino delgado de cobaya realizada por Chen y cols. (1998).

Este resultado abrio la posibilidad de contar con un sistema de expresion enddgena de



Objetivos 43

SERT en sistemas periféricos que podria ser atil para profundizar en la caracterizacion

molecular de dicha proteina.

Con todo ello, y dado que nuestro grupo de investigacion ha desarrollado una
parte de su actividad investigadora en el estudio de la actividad serotoninérgica
intestinal, y aprovechando la disponibilidad de la linea celular humana de tipo
enterocitario Caco-2 y el establecimiento en nuestro laboratorio de la metodologia para
su uso con fines cientificos, se plantearon los siguientes objetivos cientificos relativos al

estudio de hSERT, que a continuacion pasamos a detallar:

1. Determinar la expresion endogena de hSERT en las células Caco-2.

2. Caracterizar molecular y funcionalmente hSERT en células Caco-2

estableciendo patrones de expresion con la diferenciacion celular.

3. Determinar los sistemas de regulacién intracelular que modulan la funcion
de hSERT.

4. Estudiar la regulacion fisiolégica de hSERT mediada por el propio
sustrato, 5-HT, asi como la implicacidén de receptores 5-HT en este efecto

en las células Caco-2.

5. Determinar la regulacion farmacoldgica de hSERT, mediada por el

tratamiento con fluoxetina (SSRI) en las células Caco-2.






I1l. MATERIAL Y METODOS






111.1. MODELO EXPERIMENTAL: LA LINEA CELULAR
CACO-2

Para realizar nuestro estudio de identificacidn y caracterizacion del transportador
de serotonina, hemos utilizado la linea celular humana Caco-2 como modelo
experimental “in vitro”. En concreto hemos usado el clon TC7 derivado de la linea
celular madre por dilucion limite (Chantret y cols. 1988), que nos ha sido cedido por la
Dra. Edith Brot-Laroche de la Unidad 505 del INSERM (Paris, Francia).

La linea celular Caco-2 fue establecida en 1974 a partir de un adenocarcinoma
de colon humano (Fogh y cols. 1975). Esta linea celular es la Gnica capaz de desarrollar,
de forma espontanea, una diferenciacion morfoldgica y funcional de tipo enterocitario
en las condiciones estandar de cultivo (Meunier y cols. 1995; Pinto y cols. 1983;
Rousset, 1986). Las células son indiferenciadas durante toda la fase de crecimiento
exponencial, y su diferenciacion sélo ocurre tras alcanzar la confluencia celular, durante
su fase estacionaria. Las células diferenciadas forman una mococapa de células
polarizadas, presentando microvillosidades en su parte apical y separandose del dominio
basolateral por fuertes uniones estrechas (Figura 6). Estas células expresan hidrolasas,
transportadores de hexosas y otras proteinas enterocitarias. Estas y otras observaciones
realizadas sobre esta linea celular resaltan su interés como modelo de estudio del

funcionamiento de la célula enterocitaria, a pesar de su origen colico (Zweibaum, 1991).

La heterogeneidad presente dentro de la linea celular Caco-2, como ocurre en
casi todas las lineas celulares establecidas, indujo a la obtencién de clones a partir de la
linea parental de diferentes pasajes mediante la técnica de dilucion limite (Chantret y
cols. 1988). Entre los clones obtenidos, el clon TC7 (Figura 6), presenta unas

caracteristicas morfologicas y funcionales enterocitarias similares a linea parental
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(Chantret y cols. 1988; Mahraoui y cols. 1994), con una mayor homogeneidad (Grés y

cols. 1998), por lo que fue elegido para este trabajo.

Figura 6. Imagenes microscopicas de células Caco-2/TC7 confluentes en contraste de fases (izda.) y en
seccion perpendicular al soporte plastico (dcha.) (Chantret y cols. 1988).

1.1. Material y equipo de cultivo celular

Para realizar estudios con cultivos celulares hay que disponer de los equipos y el

material de cultivo necesario correctamente preparados para su utilizacion.

En nuestro caso, hemos utilizado una cabina de flujo laminar recirculante
vertical de clase Il (TELSTAR AV-100). Este tipo de cabinas ofrecen proteccion al
operario y la esterilidad necesaria para la manipulacion de los cultivos celulares (Figura
7). Cada dia, y previo a la utilizacion de la campana, ésta era esterilizada con luz
ultravioleta, y posteriormente limpiada la superficie de trabajo con etanol al 70%.
Asimismo, el flujo de aire de la cabina era conectado y mantenido durante un tiempo
anterior a la manipulacién celular para permitir su estabilizacion y asegurar el trabajo en

condiciones de esterilidad.

Asimismo, se dispuso de un microscopio de luz invertida (Olympus CK2) para
visualizar y examinar, en contraste de fases, el tapiz celular de las cajas de cultivo, y
para realizar el recuento de las células en suspension antes de una nueva siembra
(Figura 7).

Las células son mantenidas en cultivo en una estufa de CO, (Haeraeus BB 16)
(Figura 8). En ella se mantiene la temperatura constante a 37°C, y una atmosfera

humidificada, con un 95% de aire y un 5% de CO..
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Figura 7. Fotografias de la cabina de flujo laminar (izda.) y del microscopio de luz invertida (dcha.)
utilizados para la manipulacion y el examen visual de las células respectivamente.

Figura 8. Estufa de incubacién a CO, (izda.). Caja de cultivo de 25 cm? (dcha. superior), y placa de 24
pocillos utilizada para estudios de transporte (dcha. inferior).
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1.2. Cultivo de la linea celular Caco-2/TC7

Las células fueron cultivadas en cajas de plastico de 25 6 75 cm? de superficie, 0
bien en placas de 24 pocillos de 2 cm? cada pocillo (Figura 8). Las cajas de 25 y 75 cm?
fueron utilizadas para el mantenimiento de la linea, para la preparacion de homogenados
celulares y vesiculas de membrana apical, y también para la extraccién de ARN. Las
placas de 24 pocillos fueron utilizadas para los experimentos de medida de transporte.
Siempre se utiliz6 material plastico estéril de uso Unico (Sarstedt).

El medio de cultivo utilizado fue el Medio Esencial Minimo de Eagle
modificado por Dulbecco (D-MEM) que contenia 25 mM de glucosa, suplementado con
un 20% de suero fetal bovino (SFB), previamente descomplementado durante 30
minutos a 56°C. Ademas, el medio de cultivo fue completado con: 1% de Penicilina
(10.000 Ul/ml) — Estreptomicina (10 mg/ml); 1% de aminoacidos no esenciales 10 mM;
y 2% de L-glutamina 200 mM. EI medio de cultivo y las soluciones utilizadas fueron

suministradas por Gibco-Invitrogen.

El medio de cultivo asi preparado se conserva en frigorifico a 4°C. Previamente
a su uso es precalentado a 37°C en un bafio termostatico, para evitar un choque térmico

sobre las células.

El volumen de medio de cultivo adicionado al cultivo celular fue de 0,2 ml/cm?
de superficie, correspondiendo por lo tanto a 5y 15 ml para las cajas de 25 y 75 cm?,
respectivamente. En las placas de 24 pocillos se afiadié un volumen de 1 ml para
contrarrestar la tension superficial de las paredes proximas del pocillo. El cultivo fue
mantenido en una estufa de CO, a una temperatura de 37°C, en una atmoésfera de 95%
de aire y 5% de CO, humidificada, siendo mantenidos y controlados todos estos
parametros por el propio incubador.

Para iniciar el cultivo de las células, se parte de un vial congelado que contiene
1-3x10° células, en un volumen de 1,5 ml de medio de cultivo con un 30% de SFB y un
10% de glicerol. Las células se descongelan lentamente introduciendo el vial en agua
caliente a 37°C. Una vez que el vial esta descongelado, las células son diluidas en 5 ml
de medio de cultivo y centrifugadas a 3.000 rpm (950 g). Una vez eliminado el
sobrenadante las células son resuspendidas en 5 ml de medio de cultivo y depositadas

en una caja de 25 cm?.
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Para que las células viables hayan tenido tiempo suficiente para adherirse a la
superficie de plastico de nuestra caja de cultivo, el medio se cambia 72 horas después de
la siembra, y posteriormente una vez cada dos dias debido al alto consumo de glucosa
de estas células. Tras una descongelacion, las células son previamente pasajeadas dos

veces antes de ser utilizadas para la realizacion de experimentos.

Es muy importante estandarizar las condiciones de diferenciacion celular a las
cuales se trabaja con las células en expresion funcional. En nuestro caso, la mayoria de
los experimentos han sido realizados con células en el estadio de diferenciacion
correspondiente al noveno dia post-confluencia (dia 14 desde la siembra) y entre los
pasajes 19 y 35. En aquellos experimentos en los que se utilizaron las células en otros

estadios de diferenciacion se ha indicado en el apartado de resultados correspondiente.

1.3. Mantenimiento de la linea celular Caco-2

Para el mantenimiento de la linea celular Caco-2 se han utilizado cajas de 25
cm?, que eran tripsinizadas semanalmente. Una vez que hayan llegado al 80-90% de
confluencia, las células adherentes se separan de la superficie de la caja de cultivo, y se
individualizan, utilizando una solucion de tripsina-EDTA en solucion PBS. La tripsina y
el EDTA (0,25% tripsina-1 mM EDTA) se utilizan conjuntamente, ya que las proteinas
de adherencia y union necesitan calcio y magnesio. Asi, la tripsina actta produciendo la
digestion de las proteinas de adherencia y el EDTA se encarga de secuestrar los cationes

divalentes libres inhibiendo la actividad de proteinas calcio/magnesio-dependientes.

La solucion tripsina-EDTA se prepara a partir de soluciones comerciales
estériles, o previamente esterilizadas con filtros de 0,2 um de poro. Las composiciones
del PBS (1X) y de la tripsina-EDTA se indican a continuacion:

PBS (1X) Componentes | (g/l) Tripsina— EDTA Composicion

pH=7,5 KCI 0,20 PBS 1X
HH,PO, 0,20 Tripsina 0,25%
NaCl 8,00 EDTA1mM

Na,HPO,4 1,15
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1.4. Método de tripsinizacion y siembra de las células

La individualizacién se realiza sobre células en multiplicacion, es decir, antes de
que las células hayan alcanzado la confluencia, cuando las células ocupan el 80-90% de

la superficie de su soporte de cultivo.

La tripsinizacion de las células se realizaba cada 5-6 dias. Las células fueron
sembradas a una densidad de 1,2x10* células/cm?, excepto en las placas de 24 pocillos
que lo fueron a 2x10* células/cm? para facilitar la correcta homogeneidad de toda la

superficie de cultivo dependiente de las paredes circulares del pocillo.
Para una caja de 25 cm?, el protocolo seguido es el siguiente:

1- Retirar el medio de cultivo y lavar las células 2 veces con 5 ml de PBS
(37°C).

2- Retirar los 5 ml de PBS y afadir 1 ml de una solucion de tripsina/EDTA
precalentada a 37°C. Se deja actuar la tripsina durante 5 minutos a 37°C en la

estufa de cultivo, con la caja de células completamente cerrada.

3- Para levantar las células del soporte plastico, se dan unos pequefios golpes
laterales a la caja, y con ayuda de una pipeta estéril y 5 ml de medio de
cultivo estandar (para inactivar la tripsina) se realiza la homogeneizacién e

individualizacion celular, para facilitar su recuento y posterior siembra.

4- Las células en suspension son recuperadas en un tubo cénico estéril, y

centrifugadas a 1.000 g durante 5 minutos.

5- Se elimina el sobrenadante mediante aspiracion, se resuspenden las células en

5 ml de medio de cultivo, y se toma una pequefia muestra para su recuento.

6- La densidad celular se determina con la ayuda de una cdmara o célula de
Malassez (o cdmara de Neubauer). Para ello, una muestra de la suspension
celular (50 pl) es diluida en 100 pl de Azul Trypan (dilucion 1/3). El azul de
Trypan permite diferenciar las células viables de las células no viables, que
son tefiidas de azul al estar alterada la permeabilidad de su membrana
plasmatica. Con la ayuda de un microscopio de luz invertida se cuentan las
células en una superficie de 1 mm?. Para hallar el nimero de células por ml

de suspension celular, se realiza el siguiente calculo:

- El nimero de células se multiplica por 3 (factor de dilucion).
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- El ndmero resultante se multiplica por 10.000, para extrapolar las
células contadas en el volumen de 0,1 mm®, hasta el volumen final de 1

ml (1 cm®).
- En resumen: n° células contadas x 30.000 = n° células/ml de suspension.

7- Conocida la densidad de la suspension celular, se procede al calculo del
volumen de la suspension celular necesario para la siembra de nuevas cajas

de cultivo.

La densidad celular de siembra fue de 1,2 x 10* células/cm?, es decir, entre
0,3x10° células en una caja de 25 cm? y 40.000 células por pocillo en las placas de 24
pocillos y en los soportes permeables biocompartimentados (transwell). De esta manera
se asegura una distribucion celular homogénea sobre todo en las placas multipocillos,
que suele estar condicionada por la forma circular del pocillo y la tension superficial del
medio de cultivo sobre las paredes del mismo. Las placas y las cajas con las células
fueron depositadas en la estufa de cultivo; las cajas con el tapdn en posicidn entreabierta
para permitir el flujo de gas y aire, y de esta manera facilitar la adhesion de las células a
la superficie del plastico y su posterior crecimiento. Se cambia el medio de cultivo al
tercer dia tras la siembra y posteriormente una vez cada dos dias.
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I11.2. ESTUDIOS DE TRANSPORTE DE 5-HT

2.1. Medios necesarios para los estudios de transporte en células Caco-2

Las soluciones y medios utilizados para los experimentos de transporte son los

siguientes:
Tampon | Tampon 11 Tampon 111
(medio de lavado) (medio de incubacién) (solucién stop)
(37°C) (37°C) (4°C)
NaCl 137,0 mM 137,0 mM 137,0 mM
KCI 47 mM 47 mM 47 mM
KH,PO, 1,2 mM 1,2 mM 1,2 mM
MgSO, 1,2 mM 1,2 mM 1,2 mM
CaCl, 2,5 mM 2,5 mM 2,5 mM
HEPES-Tris pH=7,2 10,0 mM 10,0 mM 10,0 mM
Glutamina 4,0 mM 4,0 mM
BSA 0,1 mg/ml 0,1 mg/ml
Acido Ascorbico 1 mM 1 mM
[5-HT] 2x107 M 2x10° M
[PH-5-HT] 1,5 puCi/ml

En aquellos experimentos en los que era necesario trabajar en un medio de
incubacion sin Na®, el NaCl fue sustituido isosmoticamente por cloruro de colina. Esta

sustitucion se realizo en los tampones I, 11y 111

La cantidad de radioactividad que se utilizd dependié de la capacidad del
transportador, y de su expresion en la célula. La cantidad deberd ser suficiente para
poder detectarla correctamente, y variara para cada concentracién de sustrato utilizada.
En nuestro caso hemos utilizado 1,5 pCi/ml de [*H-5-HT] (Perkin-Elmer) para una
concentracion de 5-HT de 2x107 M.
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2.2. Medida del transporte de 5-HT en células Caco-2 sobre soporte

pléastico

En la mayor parte de los estudios de transporte, las células Caco-2 fueron

cultivadas en placas de 24 pocillos, donde cada pocillo posee una superficie de 2 cm?.

Segun el tipo de experimento, se utilizaron distintos grados de confluencia celular,

aunque la mayoria de los estudios se realizaron al noveno dia post-confluencia (14 dias

después de la siembra).

La metodologia utilizada para estos experimentos es la siguiente:

(0]

Las células fueron cultivadas en placas de 24 pocillos segun el protocolo
descrito en el apartado anterior, y en las condiciones experimentales y tiempo

definidas para cada tipo de experimento.

Antes de realizar el experimento de medida de transporte, las células son
incubadas en la estufa a 37°C en medio de cultivo D-MEM sin SFB durante 6
0 48 horas, en funcién del experimento. El suero fetal bovino fue retirado

para evitar interferencias con nuestra sustancia en estudio, la serotonina.

Tras el tiempo de incubacion en ausencia de suero, las células se incuban con
el tampdn | (1 mi/pocillo, a 37°C en la estufa) durante 20 minutos, tiempo tras

el cual las células son lavadas de nuevo con 1 ml de tampoén I.

A continuacion, se afiaden 0,5 ml de tampon Il (medio de incubacion) a 37°C,
en el que son mantenidas las células durante el tiempo de medida de

transporte, que en nuestro caso fue de 6 minutos.

Transcurrido el tiempo de medida de transporte, las células fueron lavadas

dos veces con 1 ml/pocillo de tampdn 11 (solucién stop fria).

Tras el ultimo lavado, el tapiz celular es incubado con 0,5 ml de NaOH 0,1 N
durante 2 horas a temperatura ambiente o durante toda la noche a 4°C, para

romper la membrana celular.

Posteriormente, con ayuda de una micropipeta, se homogenizo el tapiz celular
con la solucién de NaOH, y se tomaron muestras para la medida de la
radiactividad incorporada a las células durante el tiempo de transporte, y para
calcular la concentracion proteica (Método de Bradford).
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Para medir los valores de radiactividad, comM (cpm del medio de incubacion) y
cpmC (cpm de las células), se cogen 5 pl del tampdn 11 (medio de incubacion), y 200 pl
del homogenado celular obtenido con el NaOH respectivamente. Sobre estas muestras
radiactivas, se afiadio 1,5 ml de liquido de centelleo (GE healthcare), y posteriormente

se procedio a la lectura de los cpm de [°H] en un contador beta (Beckman).

2.3. Medida del transporte de 5-HT en células Caco-2 cultivadas en

soportes permeables “Transwell”

Para los estudios de transporte en soportes permeables bicompartimentales
(transwell), las células fueron sembradas en placas de 12 pocillos que contienen un
compartimento superior, creado por un soporte con una membrana semipermeable de
poliéster (PET) de 0,4 um de poro y una superficie de 1,2 cm? (Corning) donde se
realiza la siembra celular (40.000 células/0,5 ml) que se encuentra introducido dentro de
otro compartimento inferior donde se adiciona el medio de cultivo (1,5 ml). Estos
soportes permeables, reproducen un ambiente epitelial muy similar al estado “in vivo”
de las células, permitiendo que las células polarizadas se alimenten basolateralmente y,

por lo tanto, realicen actividades metabolicas de una manera fisioldgica.
La metodologia utilizada en estos experimentos es la siguiente:

0 24 horas antes de la siembra las placas con los soportes semipermeables
son mantenidas con el medio de cultivo en la estufa de incubacion. Antes
de realizar la siembra, se procede a medir la resistencia transepitelial
entre los compartimentos mediante un sistema de medicion de resistencia
eléctrica (Millicell® ERS Millipore).

o Serealiza la siembra en las condiciones anteriormente indicadas.

0 Seis horas antes de realizar el experimento, las células fueron incubadas
en la estufa a 37°C en medio de cultivo D-MEM sin SFB.

0 Antes de iniciar el experimento se mide la resistencia transepitelial con el

fin de garantizar la total integridad del tapiz celular.

0 Se lavan las dos camaras dos veces con tampon | (1,5 ml compartimento

inferior y 0,5 ml compartimento superior).
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0 Se afiade el tampdn | y se dejan 30 minutos a 37°C en la estufa. Se
recogen 4 muestras de 5 ul de tampdn Il radiactivo como estandar del

medio de transporte.

o Para medir el flujo apical-basal, se afiade 0,5 ml de tampdn 1l radiactivo
en la camara superior y 1,5 ml de tampdn Il sin radiactividad en la
camara inferior. Para la medicion del flujo basal-apical, se afiade 0,5 ml
de tampon 11 sin radiactividad en la camara superior y 1,5 ml de tampén
Il radiactivo en la camara inferior. El tampdn Il en ambos casos contiene
5-HT 107 M.

0 Antes de iniciar el proceso de extraccion de muestras, se mantienen las
células con el medio de incubacion durante 10 minutos para permitir la

estabilizacion de los flujos.

0 A los 10 minutos, se extraen muestras seriadas de 0,2 ml de cada pocillo
donde no se ha afiadido radiactividad y se repone este volumen con 0,2
ml de tampon Il sin radiactividad. Se realizan como minimo 9

extracciones.

o Durante el tiempo que transcurre entre la extraccion del dltimo pocillo y

la extraccion siguiente en el primer pocillo, se mantiene la placa a 37°C.

0 Después de la ultima extraccion, se extrae también una muestra de 5 pl

del compartimento que tiene la radiactividad.

o0 Se realizan dos lavados con tampén 111 frio del compartimento superior e

inferior.

0 Se recorta la membrana que contiene las células y se introduce en 0,5 ml
NaOH 0,1 N, y se mantiene a 4°C.

o Al dia siguiente se extraen 0,2 ml de muestra del homogenado celular en
NaOH, y se realiza el contaje de las cpm, junto con las muestras tomadas

del tampdn 1l con radioactividad.

0 Se extraen, ademds, muestras del homogenado con NaOH para
cuantificacion de las proteinas (Método de Bradford).
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2.4. Calculo de la acumulacion de 5-HT en ceélulas Caco-2 y de sus
constantes cinéticas
El célculo de la cantidad de sustrato acumulado durante los 6 minutos de

incubacion con el medio de transporte en las placas de 24 pocillos, se realizd utilizando

la siguiente ecuacion:

cpmC x Vm X [5-HT]

pmol 5-HT/mg proteina =
cpmM x mg proteina

donde:
cpmC: cpm de los 200 pl del homogenado celular.
Vm: volumen del medio de incubacion radioactivo (5ul).

o]
o
0 [5-HT]: concentracion del sustrato en pM (0,2 pM).
o cpmM: cpm de los 5 pl del medio de incubacién.

o}

mg proteina: mg de proteina de los 200 pl de nuestro homogenado celular.

Los estudios cinéticos se realizaron mediante el calculo de las constantes Vmax,
Km y Kd, a través de la aplicacion de una regresion no lineal y la adecuacién de los
resultados a una ecuacion constituida por dos sumandos: el correspondiente a un

sistema de transporte mediado mas el correspondiente a un sistema de difusion simple:

Vmax X [S]
V= + Kd x [S]
Km + [S]

Todos los andlisis matematicos se realizaron mediante el programa informatico
GraphPad Prism version 4 (San Diego, USA).

2.5. Célculo del flujo y la acumulacion de 5-HT en soportes permeables

El calculo de la cantidad de sustrato acumulado en las células durante el periodo
de incubacion con el medio de transporte en las placas transwell, se realizé utilizando la

siguiente ecuacion:
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cpmC x Vm x [5-HT]
pmol 5-HT / mg proteina =

cpmM x mg proteina

donde:
cpmC: cpm de los 200 pl del homogenado celular.

Vm: volumen del medio de incubacion radioactivo (5ul).

o
o
0 [5-HT]: concentracion del sustrato en pM (0,1 pM).
o cpmM: cpm de los 5 pl del medio de incubacién.

o]

mg proteina: mg de proteina de los 200 pl de nuestro homogenado celular.

Para calcular el flujo apical-basal a través de las células durante los 10 minutos,

se realizo el siguiente calculo:

[cpmB x Vg / V] = [cpmA X Va/V] X [5-HT] x Vm

pmol 5-HT / 10 min =
cpmM

donde:
o0 cpmB: cpm de los 200 pl del pocillo donde no se ha afiadido la radioactividad
(basal).
o0 Vg: volumen del pocillo basal (1,5 ml).
0 V:volumen de la muestra extraida (200 pl).

@]

cpmA: cpm de los 200 pl del pocillo donde no se ha afiadido la radioactividad
(basal obtenido en la extraccién anterior).

Va: volumen del pocillo basal (1,5 ml).

[5-HT]: concentracion del sustrato en pM (0,1 pM).

Vm: volumen del medio de incubacion radioactivo (5ul).

o O O o

cpmM: cpm de los 5 pul del medio de incubacion.

Si el flujo fuera basal-apical, el valor del Va o, seria 0,5 pl y las cpmA o cpmB

procederian de la extraccion del compartimento apical.
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111.3. CUANTIFICACION DE PROTEINAS: METODO
BRADFORD

La determinacion de la concentracion proteica se realiz6 mediante el método de
Bradford. EI método de Bradford (1976) es un método colorimétrico de valoracion
cuantitativa de proteinas. A las muestras se afiade un reactivo que forma un complejo
coloreado con las proteinas, siendo la intensidad de color de la disolucién resultante

proporcional a su concentracion, segun la ley de Lambert-Beer.

Este ensayo esta basado en el cambio de color que se produce cuando el Azul
Brillante de Comassie G250 en solucion &cida se une a las proteinas. La forma
protonada del colorante Azul Comassie tiene un color rojo-naranja palido. El colorante
se une fuertemente a las proteinas, interacttia con los grupos hidrofébicos y los cargados
positivamente, de manera que en aquellas zonas de las proteinas donde se encuentran
los residuos cargados positivamente el colorante azul Coomassie se desprotoniza,

produciendo un color azul intenso.

La intensidad de color genera absorbancia a una longitud de onda de 595 nm, que
puede ser medida con la ayuda de un espectrofotdémetro. La medida de absorbancia
obtenida sera proporcional a la concentracion de proteinas en la muestra, mientras se

cumpla la ley de Lambert-Beer.

La relacion existente entre absorbancia y la concentracion de proteinas se
establece experimentalmente mediante el andlisis de distintas concentraciones
conocidas y crecientes de una proteina de referencia, en nuestro caso la albimina sérica
bovina (BSA), a las que se les aplica, de forma paralela a las muestras problema, el

mismo método analitico.

Tras la adicion del colorante, se mantienen en reposo los tubos durante 5 minutos,
a continuacion se lee la absorbancia de las mismas en un espectrofotdmetro a 595 nm de

longitud de onda.
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3.1. Técnica del método de Bradford

En primer lugar, se prepararon 5 tubos (por duplicado) para realizar una recta
patron con cantidades de proteinas conocidas de albumina sérica bovina (BSA) y

obtener la correspondiente ecuacion, con los siguientes volimenes:

Componentes Volimenes (en pl), para un volumen final de 20 pl
BSA (1mg/ml) 0 5 10 15 20
NaOH 0,1 N 20 15 10 S) 0

Para medir la proteina de nuestra suspension celular, se extraen 20 pl de cada
pocillo (correctamente homogeneizada con micropipeta). Se adiciona 1 ml del reactivo
de Bradford (BioRad) y se mezcla inmediatamente las soluciones con un agitador de
tubos. Se dejan reaccionar 5 minutos a temperatura ambiente, y se realiza la lectura en
un espectrofotometro a 595 nm. Mediante la aplicacion de la ecuacion de la recta,
obtenida a partir de nuestra recta patron, y sobre las absorbancias de las muestras se

obtiene la cantidad de proteina presente en el homogenado celular.
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111.4. PREPARACION DE VESICULAS DEL BORDE EN
CEPILLO DE LAS CELULAS CACO-2

4.1. Soluciones necesarias

CONCENTRACIONES

SOLUCIONES FINALES
Tampon Tris/Manitol: pH 7,1 Tris2 mM
Manitol 50 mM
Tampodn de fosfato potésico pH 6,8 10 mM
KH,PO, y K,HPO,
Cl,Ca 20 mM
Azida de Sodio 0,02 %
PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonil) 100 uM
Benzamidina 25 pg/mi

4.2. Técnica para preparar vesiculas de borde en cepillo de

Caco-2

células

Todas las manipulaciones se efectuaron a 4°C, trabajando sobre hielo, para evitar

la degradacion proteica.

Partimos de cultivos celulares realizados en cajas de 25 o 75 cm? que fueron

congeladas y conservadas a -80° C. Las cajas son descongeladas lentamente sobre hielo,

y posteriormente se procede segun el siguiente protocolo:

0 Se adicionan 2 ml de tampon Tris/Manitol con PMSF, benzamidina y un

coctel de inhibidores de proteasas (Roche) y azida de Na* sobre el tapiz

celular. Con la ayuda de una micropipeta, o de una pipeta Pasteur, se

resuspende el tapiz celular.

0 La resuspension celular se transfiere a un homogeneizador de vidrio conico,

previamente enfriado en hielo. La caja de plastico es lavada, de nuevo, con 1
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ml de tampdn Tris/Manitol (con inhibidores de proteasas), que luego también

es transferido al homogeneizador.

o0 Con la ayuda de la varilla de vidrio se homogeniza la resuspension celular

con unos 15 movimientos de homogeneizacion.

o EI homogenado obtenido se transfiere a un tubo de hemdlisis para su
posterior sonicacion. Para recoger toda la mezcla del homogeneizador, se
vuelve a adicionar 500 ul de tampon Tris/Manitol con antiproteasas al
homogeneizador, para posteriormente mezclarlo todo en el tubo de hemodlisis.
La sonicacién se realiza mediante 15 pulsaciones de 1 segundo, al 30% de

potencia.

o Del homogenado obtenido tras la sonicacién, se separa un volumen de 250 pl

gue es conservado a -80°C como muestra de homogenado celular.

o Al resto del homogenado se le adiciona un volumen de CaCl, 200 mM, para

obtener una concentracion final de CaCl, de 20 mM.

0 Se deja el tubo en hielo durante 10 minutos agitando suavemente cada 2-4

minutos y se somete a una centrifugacion a 950 g, a 4°C durante 10 minutos.

0 El sobrenadante obtenido se vuelve a centrifugar a 33.500 g durante 30

minutos.

o0 Del resultado de esta ultima centrifugacion eliminamos el sobrenadante y se
recoge el precipitado. El precipitado obtenido, que correspondera a la
membrana apical, se resuspende cuidadosamente con la ayuda de una
micropipeta con 100-300 pl de tampdn fosfato, dependiendo de la cantidad de

cultivo celular de partida.

0 Una vez finalizado todo el protocolo, se cuantifica la concentracion proteica
mediante el método de Bradford, tanto del primer homogenado celular
obtenido tras la sonicacion, como de la resuspension del precipitado obtenido
tras la segunda centrifugacion, que corresponde a la membrana celular

enriquecida de borde en cepillo.

o Tanto el homogenado celular como la membrana en borde en cepillo fueron

almacenadas a -80°C hasta su posterior analisis por western blot.
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111.5. BIOTINILACION DE PROTEINAS DE SUPERFICIE
CELULAR

La biotinilacién de proteinas se llevo a cabo mediante un kit de biotinilacion y
purificacién de proteinas de superficie celular (Pierce) (Figura 9). En esta técnica, las
proteinas de superficie celular son marcadas con biotina (EZ-Link-Sulfo-NHS-SS-
Biotin), que reconoce los grupos amino de las proteinas. Las proteinas marcadas se

aislan mediante la neutravidina, que se une a la biotina.

Partimos de cultivos celulares en cajas de 25 cm?® y se sigui6 el siguiente

protocolo:

0 Se lavan las células dos veces con PBS frio y se incuban con 7 ml de biotina
(Sulfo-NHS-SS-Biotin) durante 90 minutos a 4°C.

o0 Se adiciona 300 pl de la solucién “Quenching” y se deja incubar durante 20

minutos a 4°C.

o0 Se recogen las células en un tubo cénico y se centrifugan a 500 g durante 3

minutos.

o El precipitado obtenido se resuspende en 5 ml de TBS (tampdn de lavado) y

se vuelve a centrifugar a 4°C, a 500 g durante 3 minutos.

0 Se descarta el sobrenadante y el precipitado se resuspende en 300 pl de

tampon de lisis.

0 Se sonica mediante 5 pulsaciones de 1 segundo. Del homogenado obtenido
tras la sonicacion, se separa un volumen de 20 pl que es conservado a -80°C

como muestra de homogenado celular.

o EIl homogenado se centrifuga a 4°C a una velocidad de 15.000 g durante 10

minutos.

o El sobrenadante se lleva a una columna que contiene el gel de neutravidina

inmobilizado, y se deja en incubacion durante 1 hora.

0 La mezcla se centrifuga a 1.000 g durante 1 minuto, y se descarta el eluyente.
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0 Lacolumna se lava con 500 ul de TBS junto con los inhibidores de proteasas,

y se centrifuga a 1.000 g durante 1 minuto. Este paso se repite tres veces

consecutivas, eliminando el eluyente.

o0 Se adiciona el tampon SDS-PAGE, que contiene 50 mM de DTT, al gel que

estd en la columna y se incuba durante 1 hora.

0 La columna se centrifuga a 1.000 g durante dos minutos y el eluyente

obtenido correspondera a las proteinas de superficie celular.

o Tanto el homogenado celular como las proteinas biotiniladas fueron

almacenadas a -80°C hasta su posterior utilizacion para el analisis de

proteinas mediante western blot.
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Figura 9. Esquema de la técnica de biotinilacion.
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111.6. ANALISIS DE LAS PROTEINAS MEDIANTE
WESTERN BLOT

El western blot es una técnica que se basa en la separacion de las proteinas por
su tamafio molecular, mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida con SDS
(SDS-PAGE), y su posterior transferencia a una membrana (PVDF), mediante la
aplicacion de una corriente eléctrica. Las proteinas transferidas son entonces fijadas en
dicha membrana y se procede a la deteccidn de la proteina de interés mediante el uso de

un anticuerpo primario que especificamente la reconoce (inmunodeteccion).

Posteriormente, este primer anticuerpo es reconocido por un segundo anticuerpo
que lleva acoplado un sistema para su deteccion, por ejemplo y en nuestro caso, la
peroxidasa de rabano que es detectada mediante quimioluminiscencia. Finalmente, la
sefial producida es recogida mediante impresion en una pelicula fotografica sensible,

que luego es revelada para su visualizacion.

Para nuestro estudio hemos utilizado el sistema de western blot en minigeles
(BioRad), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las soluciones y sustancias

especificas también fueron adquiridas a través de esta casa comercial.

6.1. Preparacion de muestras

Las muestras que se han utilizado para esta determinacién han sido homogenado
celular, vesiculas de membrana del borde en cepillo de las células Caco-2 y proteinas
biotiniladas, obtenidas todas ellas tal como se ha explicado en el apartado anterior. La
proteina de estas muestras fue previamente cuantificada para conocer su concentracién

proteica.

El sistema de minigeles utilizado permite en cada pocillo de migracion un
volumen méximo de carga de 20 pl o 48 pl, en funcion que el espesor del gel utilizado
sea de 0,75 mm o 1,5 mm respectivamente. Se recomienda que la muestra contenga
entre 60-100 pg de proteina por lo que nuestras muestras deben tener una concentracion

aproximada de 2 pg/pl.
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Se calculan los g de proteina que queremos cargar en cada pocillo del gel junto
con el volumen de tampdn de carga necesario, y se lleva a un volumen final no superior
al de 20 pl o 48 pl. Deben mantenerse las muestras en hielo todo el tiempo para evitar la
accion de las proteasas. Como controles positivos, se han utilizado homogenados de

cerebro y de mucosa intestinal de rata.

La composicion del tampon de carga es la siguiente:

TAMPON DE CARGA
(6X SDS SAMPLE BUFFER)

0,5 M Tris-Cl 4% SDS pH 6,8 7ml
Glicerol 3ml
SDS 1g
Azul de bromofenol 1,20 mg

6.2. Preparacion de geles

Se van a preparar dos tipos de geles: gel de separacién (parte inferior) y gel
concentrador (parte superior). El porcentaje de acrilamida fue del 8% en el caso de
hSERT dado que presenta un tamafio aproximado entre 60-90 kDa. En la siguiente tabla
se muestran los volumenes y las disoluciones que hay que afiadir, asi como el orden de

adicion, para obtener los dos geles:

GEL DE ) GEL
COMPONENTES SEPARACION | CONCENTRADOR
(8%0)

H,O mili Q 4,68 ml 4,24 ml
1,5 M Tris, pH= 8.8 2,50 ml --
0,5 M Tris, pH=6.8 -- 1,90 ml
Acrilamida/Bis Stock (30%) 2,67 ml 1,25 ml
SDS 20% 0,05 ml 0,04 ml
Amonio persulfato APS 10% 0,10 ml 0,07 ml
TEMED 6 pl 8 ul
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En primer lugar se prepara en un vaso el gel de separacion, afiadiendo los
volimenes en el orden indicado anteriormente y se introduce, con la ayuda de una
pipeta Pasteur, entre los dos cristales que tenemos encajados en un soporte de geles.
Una vez alcanzada la altura deseada, se afiade un pequefio volumen de SDS 0,1% y se
espera a que polimerice el gel. Cuando el gel ha polimerizado, se extrae el SDS. Se
prepara entonces el gel concentrador, se adiciona sobre el primer gel y se colocan los

peines en la parte superior del gel, dejando polimerizar a temperatura ambiente.

Una vez polimerizado todo el gel se retira el peine con cuidado, quedando
visibles los diferentes pocillos de carga. Luego, se introducen en la cubeta de
electroforesis y se afiade el tampon de electroforesis, que es preparado cada dia y cuya

composicion se muestra a continuacion:

ELET (’:“T'\Q%OFNOEESI . COMPONENTES | CANTIDAD
Tris base (0,125 M final) 1,059
Glicina (0,96 M final) 4,97 g
SDS 20% (0,5 % final) 1,75 ml
Agua destilada, csp 350 ml

Una vez preparado todo el sistema, con la ayuda de una micropipeta se cargan
las muestras motivo de estudio en su pocillo correspondiente, asi como el marcador de

tamanos moleculares de proteinas (BioRad).

Se conecta la cubeta a una fuente eléctrica a un amperaje constante de 20 mA
(10 mA/gel). Una vez que las muestras han pasado el gel concentrador, y en
consecuencia estén compactadas y penetrando en el gel de separacién, se aumenta el
amperaje a 30 mA. Las muestras en el gel se dejan migrar en estas condiciones hasta

alcanzar la parte inferior del gel de separacion.

Transcurrido el tiempo suficiente para la separacion de proteinas, se detiene la
electroforesis. A continuacion y de forma inmediata, los minigeles son dispuestos en el
sistema de electrotransferencia en contacto con la membrana PVDF a la cual van a ser
transferidas las muestras proteicas del gel, adicionando a continuacion el tampon de

electrotransferencia a las cubetas, cuya composicion se detalla a continuacion:
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ELECTI;I_())A\'P/Il?F;\CI)\II\éEgRENCIA COMPONENTES | CANTIDAD
Glicina 144 g
Tris base 39
Metanol 200 ml
Agua destilada, csp 1000 ml

Para iniciar la transferencia el sistema se conecta a una fuente eléctrica con un
amperaje constante de 200 mA (100 mA/gel) durante 2 horas. Las proteinas migran
desde el polo negativo hacia el polo positivo, de manera que el gel y la membrana de

PVDF deben estar en paralelo y colocadas adecuadamente.

Transferidas las proteinas, se desmonta el sistema para recoger las membranas,

que se lavan durante 5 minutos en PBS-T (PBS + 0,1% Tween 20).

Si se desea visualizar las proteinas transferidas en la membrana, ésta puede ser
teflida con una disolucion de rojo Ponceau, realizando posteriormente 2 lavados con
PBS-T (15 ml/membrana) de 5 minutos.

SOLUCION COLORANTE ROJO
PONCEAU
Ponceau S 0549
Acido acético glacial 1ml
Agua miliQ, hasta 100 ml

El siguiente paso es el blogueo de las membranas con una solucion PBS-T + 4%
leche en polvo descremada y 1% de albumina sérica bovina (BSA) durante dos horas a
temperatura ambiente en agitacion, o bien durante toda la noche a 4°C. Las proteinas de
la leche y de la BSA ocupan los espacios vacios de la membrana, evitando asi la union

no especifica del anticuerpo primario en ella.

Una vez blogueadas las membranas, se lavan dos veces durante 5 minutos con

PBS-T y se ponen en contacto con el anticuerpo primario diluido en PBS-T + 1% leche
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en polvo desnatada durante 2 horas a temperatura ambiente en agitacion. En nuestro
caso se utilizaron dos anticuerpos primarios: un anticuerpo monoclonal anti-SERT
humano de ratdbn (MAb Technologies, Inc) a una concentracién de 1:500 y otro
anticuerpo policlonal anti-SERT de conejo (AB1594, Chemicon, Temecula, CA, USA)

a la concentracion de 1:5.000. Ambos anticuerpos reconocen la proteina SERT humana.

Tras la incubacion con el anticuerpo primario, las membranas son lavadas dos
veces con PBS-T de forma rapida, y después se realizan dos lavados de 15 minutos con
PBS-T a temperatura ambiente en agitacion. Finalmente, las membranas se vuelven a

lavar 3 veces, durante 5 minutos con el tampén de lavado PBS-T.

A continuacion, se afiade el anticuerpo secundario, diluido también en PBS-T +
1% de leche en polvo deshatada, y se incuba durante 1 hora y media a temperatura
ambiente. En nuestro caso fue un anticuerpo secundario anti-raton ligado a la HRP
(peroxidasa de rabano) o anti-conejo ligado también a la HRP, segln el anticuerpo
primario utilizado. Finalizada la incubacion, se realizan 2 lavados de 15 minutos,

seguidos de otros tres lavados de 5 minutos cada uno con PBS-T

Finalmente, se prepara la solucion de deteccién de quimioluminiscencia (ECL
Plus, GE Healthcare), en la que las membranas se incuban durante 5 minutos, segun el
protocolo de la casa comercial. Se sacan las membranas y una vez escurridas, se
envuelven en plastico transparente para posteriormente realizar la deteccion mediante
impresion sobre una pelicula fotosensible, que es revelada de forma clésica para su

estudio y analisis.

6.3. Deteccion de la p-actina mediante western blot

Para analizar y cuantificar los posibles cambios observados en la expresién de
nuestra proteina y verificar si eran debidos a los tratamientos a los que son sometidas las
células o por el contrario se debian a variaciones en la concentracion total de proteinas o
a fallos de pipeteo en la carga del gel, se determind en las mismas membranas la

expresion de B-actina (46 kDa) mediante la técnica de western blot.

Tras la determinacion de nuestra proteina hSERT, las membranas se sometian a
un decapado con una solucién que eliminaba de éstas el bloqueo de las membranas, el

anticuerpo primario y el anticuerpo secundario, y poder asi volverlas a incubar con un
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anticuerpo anti-pB-actina. Para ello se mantenian durante 30 minutos en una solucion 200
mM de glicina con 0,4% de SDS, a pH 2,5, y finalmente se lavaban 2 veces durante 15
minutos con PBS-T. A partir de este momento, las membranas son manipuladas para la
deteccion de la actina, y para ello se incubaban con la solucion PBS-T + 4% leche en
polvo descremada y 1% BSA durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras un lavado de
10 minutos con PBS-T las membranas eran incubadas toda la noche a 4°C o bien 2
horas a temperatura ambiente con el anticuerpo primario policlonal anti-B-actina
humana generado en cabra (Santa Cruz), diluido 1:10.000 en PBST + 1% de leche
desnatada en polvo. Pasado este tiempo, se lavaban con PBS-T, 2 veces durante 15
minutos y 3 veces durante 5 minutos y a continuacion se incubaban con un anticuerpo
secundario anti-lgGs de cabra ligado a la HRP (Santa Cruz) diluido 1:5.000 en el mismo
buffer que el anticuerpo primario, durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras dos
lavados de 15 minutos con PBS-T, las membranas se incubaban con el reactivo de

quimioluminiscencia y se revelan tal y como se ha indicado anteriormente.
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111.7. EXTRACCION DEL ARN TOTAL

Para la extraccion del ARN de las células Caco-2 se emplearon dos métodos. El
primero se realiz6 por medio del método de la extraccion fenodlica con Trizol (Reagent
Invitrogen™ Life Technologies) que se basa en separar las moléculas de ARN en un
sistema de fenol y precipitacion con alcohol. ElI segundo método fue mediante el kit
comercial RNeasy Mini Kit (Qiagen). En ambos métodos el material y las disoluciones

estaban libres de RNasas.

El método de Trizol se basa en el uso de una solucion monofasica de fenol e
isotiocianato de guanidina para la lisis de las células y la separacion de la muestra en
dos fases (acuosa y organica), seguida de la extraccion y precipitacion del ARN total

con cloroformo e isopropanol respectivamente a partir de la fase acuosa.

Para dicha extraccion, se utilizaron cajas de 25 cm? donde se adicioné 2,5 ml de
Trizol por caja. Las células se homogeneizaron manualmente mediante una ligera
agitacion. EI homogenado se distribuye en distintos tubos eppendorf y se incubaron
durante 5 minutos a temperatura ambiente. A continuacién, se adicionaron 0,5 ml de
cloroformo frio y se agitaron vigorosamente los distintos tubos durante 15 segundos. Al

cabo de este tiempo, se incubaron durante 3 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente, las muestras se centrifugaron durante 15 minutos a una
velocidad de 12.000 g a 4°C. En este paso se forman dos fases (separadas por un
interfase) por diferencia de densidad: la fase inferior organica, que contiene ADN y
restos de proteinas desnaturalizadas, y la fase superior acuosa, que contiene ARN en
cloroformo. Esta fase se transfirio a otro tubo eppendorf y se adiciono 1,25 ml de
alcohol isopropilico en el que precipitara el ARN. Seguidamente, se realizd una
incubacion a 15-30°C durante 10 minutos y se centrifug6 a 4°C durante 10 minutos a
una velocidad de 12.000 g. EI ARN precipitado se lavo con 2,5 ml de etanol al 75%, se
agitdé en un vortex y a continuacion se centrifugé a 4°C durante 5 minutos a una
velocidad de 7.500 g. Cuidadosamente, se eliminG el sobrenadante y el ARN se
resuspendio en 25 ul agua libre de RNasas (tratada con DEPC). Se tom6 una alicuota
para cuantificar y determinar la integridad de ARN total y el resto se almacené a —80°C

para los futuros analisis.
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Para la extraccion del ARN mediante el RNeasy Mini Kit de Qiagen, se siguio el
protocolo establecido por la casa comercial. Asi, inicialmente las células fueron lisadas
bajo condiciones desnaturalizantes. Posteriormente, la muestra se coloc6 en una
columna de afinidad a la cual se va a unir el ARN, mientras que los contaminantes son
eliminados mediante lavados. EI ARN puro es liberado de la columna con la adicion de
agua. Todos los pasos a seguir de este protocolo, se hicieron a temperatura ambiente.
Para llevar a cabo esta técnica, se utilizaron cajas de 25 cm? donde primeramente se
adiciond al tapiz celular 1 ml del tampdn RNeasy Lysis RTL. Manualmente se hacen
pequefios giros y cuidadosamente se homogeneiz6 la suspension con una micropipeta
hasta la pérdida de su viscosidad. EI homogenado inicial se depositdé en distintas
columnas de QUIAshredder que tienen aplicado un tubo colector de 2 ml de capacidad
y se centrifugd durante 2 minutos a 13.000 rpm para conseguir una perfecta
homogenizacién celular. Se comprobé que todo el lisado homogenizado permanece en
el tubo colector y se adicionaron 600 ul de etanol al 70% (por cada 600 pl de
homogenado) para que precipiten los acidos nucleicos. El precipitado se resuspendid
utilizando una micropipeta y la suspension se transfirié a las columnas RNeasy, que
fueron centrifugadas a 10.000 rpm durante 15 segundos. Se desecho el eluyente de la
parte inferior y se lavd la columna con 700 pl del tampdn RW1 por centrifugacion a
10.000 rpm durante 15 segundos. Se volvidé a descartar el liquido eluido del tubo
colector y se aplico un tubo colector nuevo a la columna RNeasy. Se adicionaron 500 pl
de tampo6n RPE y se volvio a centrifugar a 10.000 rpm durante 15 segundos. Se desecho
el sobrenadante y se adicionaron otros 500 ul de buffer RPE a la columna RNeasy y se
volvié a centrifugar a 10.000 rpm durante 2 minutos. Se descartd el eluyente y
nuevamente se centrifugd durante 1 minuto a 10.000 rpm. Por dltimo, se transfirio la
columna RNeasy a un tubo eppendorf y se adicionaron 30 pul de H,O libre de RNasas
(DEPC) y se centrifugé a 10.000 rpm durante 1 minuto. Se afiadieron de nuevo otros 30
ul de H,O libre de RNasas para centrifugar durante 1 minuto a la misma velocidad. De

esta manera, se obtuvo el ARN diluido en un volumen final de 60 ul de agua.



74 Material y Métodos

7.1. Determinacion de la concentracion, pureza e integridad del ARN

total

Para determinar la concentracion del ARN total, 2 ul de ARN fueron diluidos
hasta un volumen final de 70 pl con agua miliQ autoclavada. Se midio la absorbancia en
un espectofotometro (Uvikon Spectrophotometer) mediante cubetas de cuarzo a 260 nm
y 280 nm. Una vez que se han obtenido los valores de absorbancia y teniendo en cuenta
que 1 DOy = 40 pug/ml de ARN, se determin0 su concentracion a partir de la siguiente

ecuacion.

ug/ul ARN = DOsgo x 40 X FD/1000 | FD: factor de dilucién

Como criterio de calidad se uso la relacion de absorbancias (Azso/Azso), que para

una preparacion de alta calidad se encuentra entre 1,8 y 1,9.

Para determinar la integridad del ARN total extraido, se somete una muestra del
mismo a electroforesis en gel de agarosa al 1%, conteniendo bromuro de etidio para
poder visualizar los &cidos nucleicos migrados. EI bromuro de etidio se comporta como
un agente intercalante y, ademas de disminuir la densidad de la molécula, tiene la

capacidad de emitir luz cuando se le excita con luz ultravioleta.

La técnica de electroforesis se basa en el desplazamiento, en este caso del ARN,
a través de una matriz porosa formada por la agarosa polimerizada (Figura 10). Al
aplicarle una corriente eléctrica a través del gel, los acidos nucleicos que poseen una
carga negativa conferida por los grupos fosfatos, migraran hacia el polo positivo. Dado
que la fuerza impulsora es proporcional a la carga eléctrica, el pardmetro que rige el
avance es realmente la relacion carga/masa. Como resultado neto, la electroforesis
separa los fragmentos de acido nucleico segun su tamafio o longitud, expresado en

nucleoétidos.
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Figura 10. Esquema de la realizacién del gel de agarosa.

En nuestro caso se mezclaron 1 ul de la muestra de ARN con 8 pl de agua mili Q
y 1 ul de tampon de carga 10X (0,4% Azul Bromofenol, 50% glicerol). La
electroforesis se llevo a cabo a 50 V. Posteriormente, el ARN se observo en un
transiluminador con luz UV. La radiacién es absorbida por el ARN y emitida por el
bromuro de etidio que a su vez reemite la radiacién a 590 nm en la region rojo-naranja
del espectro visible. Se tomé una fotografia de las muestras del ARN, en la que se
visualizaban las dos bandas de ARN ribosomico (28S y 18S) con nitidez y sin estelas

detectables, lo cual era indicacion de la integridad del ARN.
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111.8. DETECCION Y DETERMINACION MEDIANTE
RT-PCR DE LA SECUENCIA CODIFICANTE

La RT-PCR (Reverse Transcription — Polymerase Chain Reaction) permite la
amplificacion de una cantidad pequefia de moléculas diana de ARNmM con gran
especificidad, mediante la transcripcion reversa de ARNm a ADNc (ADN
complementario), que posteriormente es amplificado mediante una reaccion en cadena

de la polimerasa.

8.1. Sintesis de la primera cadena de ADNc: transcripcion reversa (RT)

Para la realizacion de esta técnica, se utilizé el kit comercial Superscript Il

(Invitrogen, USA) y se siguio el protocolo marcado por la casa comercial.

Asi, a partir del ARN total obtenido se sintetiz6 la primera cadena de ADNCc,
donde las moléculas de ARNm funcionan como molde y los oligo(dT) actdan como
cebadores. Se requiere la presencia de dNTP’s que funcionan como sustrato para la
transcriptasa reversa, de lo que resultan cadenas de ADN complementario. La sintesis

de la primera cadena de ADNCc se realiza en dos pasos:

Paso 1: Desnaturalizacion.

10 mM dNTP mix 1ul
Oligo dT 1l
RNA 2 ug (en ul)
Agua DEPC, hasta 10 pl

En el primer paso, el ARN junto con los cebadores, se someten a un ciclo de
desnaturalizacion a 65°C durante cinco minutos en un termociclador (PTC-100™
Programmable Termal Controller. Peltier-Effect Cycling, MJ Research, Inc).
Transcurrido el tiempo, el tubo que contiene la reaccién se pone en hielo durante un
minuto para evitar su renaturalizacién y se agrega la mezcla de reaccion, para la

transcripcion reversa.
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Paso 2: Realizacion de la mezcla de reaccion.

10X RT buffer 2 ul
25 mM MgCl, 4 ul
0,LMDTT 2 ul
RNase OUT 1l

Se adicionan 9 ul de la mezcla de reaccion y se incuba a 42°C durante dos
minutos. Pasado este tiempo, se adiciona 1 pl de SuperScript Il (transcriptasa reversa,
Invitrogen) y se incuba la mezcla a 42°C, durante 50 minutos. A continuacion, se
somete un ciclo a 70°C durante 15 minutos y después se mantiene en hielo. La mezcla
se centrifuga suavemente y se le adiciona 1 pl de RNase H (con el fin de degradar el
ARN restante), y posteriormente se incuba a 37°C durante 20 minutos. Una vez que
termina todo el proceso, el ADNc se almacena a -20°C o se utiliza para llevar a cabo la

reaccion de PCR.

8.2. Amplificacion del ADNc: PCR

La técnica PCR consiste en la amplificacion exponencial de un segmento
definido de ADN mediante cebadores exclusivamente disefiados con este fin. Para
amplificar las regiones transcritas, los ensayos de PCR fueron realizados con los

siguientes reactivos:

Agua DEPC 17,9 ul
10X High Fidelity PCR buffer 2,5 ul
50 mM MgCl, 1,0 ul
10 mM dNTP mix 0,5 ul
10 uM cebador sentido 0,5ul
10 uM cebador antisentido 0,5 ul
ADNCc (10% de la reaccion con RT) 2 ul
ADN polimerasa (Eco- Taq) 0,1 ul
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Los cebadores especificos para el SERT humano (Genbank NM 001045) fueron

disefiados para la amplificacion de la secuencia codificante completa:
Cebador sentido (5’-3") AAATCCAAGCACCCAGAGAT
Cebador anti-sentido (5’-3’) AGACTGTGTCCCTGTGGAGA
El tamafio del producto obtenido tras la amplificacion por PCR es de 2105 bp.
La amplificacidon de SERT se realizd bajo las siguientes condiciones:
I. 94°C, 2 minutos
I.i. 30 ciclos de:
94°C, 30 segundos (desnaturalizacion)
56°C, 30 segundos (unién del cebador)
68°C, 2 minutos y 30 segundos (extensidn)
i.i.i. 68°C, 10 minutos (extension final)

La reaccion en cadena de la polimerasa consta de un primer paso de
calentamiento hasta 94-95°C durante 2-10 minutos, en el cual se activa la ADN

polimerasa. Posteriormente tiene tres pasos que se repiten entre 20 y 40 veces.

En primer lugar, se desnaturaliza el ADNc (se separan las dos hebras de las
cuales estd constituido). Este paso puede realizarse de diferentes modos, siendo el
calentamiento (94-95°C) de la muestra la forma mas habitual. A continuacion se
producira la hibridacion del cebador, es decir, el cebador se unird a su secuencia
complementaria en el ADN molde. Para esto es necesario que la temperatura descienda
(generalmente, a 55°C, aunque se puede variar segun sea la composicién de nucleétidos
de los cebadores entre 45°C y 65°C). Estos cebadores actuaran como limites de la regién
de la molécula que va a ser amplificada. Por Gltimo actta la ADN polimerasa, tomando
el ADNc molde para sintetizar la cadena complementaria y partiendo del cebador como
soporte inicial necesario para la sintesis del nuevo ADN. Se aumenta la temperatura
hasta 68°C, temperatura a la cual la ADN polimerasa presenta su maximo de actividad,

produciéndose una copia del fragmento que se desea amplificar.

Una vez completados todos los ciclos, se finaliza con dos pasos, uno de
extension de la cadena a la temperatura 6ptima de la ADN polimerasa, y un ultimo

donde se enfria la muestra a 4°C para su conservacion.
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Los productos de amplificacion de la PCR obtenidos se someten a electroforesis
en un gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio a 50V. De los 25 pl del volumen total
de la reaccion de la PCR se tomaron 22,5 ul y se mezclaron con 2,5 ul de tampon de
carga 10X (0,4% Azul Bromofenol, 50% glicerol). Asimismo, se deposité una muestra
de indicador de tamafio de DNA (DNA Ladder 1 Kb) para poder determinar el tamafio
de la muestra amplificada por PCR. El producto amplificado se observd en un

transiluminador con luz UV (Vilber Lourmat, Francia).

8.3. PCR semi-cuantitativa

En aquellos experimentos en los que era necesario estudiar efectos sobre el nivel
de expresion del ARNm mediante la comparacion entre las bandas amplificadas tras la

RT-PCR, se realiz6 una determinacion RT-PCR semi-cuantitativa.

Para ello tras la RT, se realizaron una serie de amplificaciones por PCR
sometiendo a las muestras a un nimero variable de ciclos, entre 20 y 30 ciclos, con el
fin de elegir las condiciones de amplificacion a las cuales el ARNm (ADNCc) analizado
no ha alcanzado la meseta maxima de amplificacion, ya que en estas condiciones de
méaxima amplificacidn no es posible discernir variaciones en el nivel de ARNm entre las

distintas condiciones a las que son sometidas las células.

Las condiciones Optimas de amplificacion seleccionadas fueron de 27 ciclos

para hSERT y de 25 ciclos para la B-actina, que fue utilizada como control.
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111.9. DETERMINACION DE LA AMINOPEPTIDASA N
(L-ALANINA) POR COLORIMETRIA

Esta técnica determina la actividad de la aminopeptidasa N mediante la
formacion de p-Nitroanilina (PNA) a partir del sustrato L-alanina-p-nitroanilina (Figura
11). En nuestro caso se ha realizado esta determinacion con el fin de controlar que las
celulas no sufren alteraciones funcionales tras ser sometidas a los tratamientos

experimentales.

Aminopeptidasa N

L-alanina-p-nitroanilina p-Nitroanilina (PNA) + C;H.NO,

Figura 11. Reaccion catalizada por la enzima aminopeptidasa N.

9.1. Reactivos necesarios

e Tampon fosfato de Na 0,05 M, pH = 7,30
e Sustrato: L-alanina-p-nitroanilina 3 mM (Sigma A 9325)

e Producto para la recta patron: 13,8 mg de p-Nitroanilina (PNA) en 100
ml de tampon (ImM).

En primer lugar, se prepararon 8 tubos (por duplicado) para realizar una recta

patrén con cantidades de PNA conocidas, con los siguientes volimenes:
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PNA (1 mM) (ul) o] 10| 20| 25| 50| 75| 100| 200

Zﬁ;‘”pé” fostatode Na | 1900 | 1090 | 1080 | 1075 | 1050 | 1025 | 1000 | 900

CH3;COOH (ul) 100| 100| 100| 100| 100| 100| 100| 100

Para medir la actividad de la aminopeptidasa, se prepararon en distintos tubos 1
ml de sustrato L-alanina-p-nitroanilina y se adicion6 a distintos tiempos (30, 60 y 90
minutos) la muestra proteica obtenida mediante la técnica descrita en apartados
anteriores. La reaccion se detuvo mediante la adicion de acido acético y se procedié a la

lectura en un espectrofotometro a 410 nm.

A continuacién, se calculd la actividad de la aminopeptidasa, mediante la

siguiente ecuacion:

Actividad especifica (mU/ml muestra) = DO muestra/tiempo(min.) X Vm X estandar

donde,
¢ Vm =volumen de la muestra.
e Estandar = factor de concentracidén que relaciona la DO/nanomolar

p-nitroanilina.
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111.10. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Todos resultados de medida de transporte han sido procesados segun las
ecuaciones descritas en el apartado Il1.2. El anélisis estadistico de los resultados
obtenidos se ha realizado aplicando la t de Student para valores pareados y comparando
las diferentes condiciones, considerando un 95% de grado de significacion, es decir
p<0,05.

Los resultados, salvo indicacién concreta, han sido expresados como la media +

el error estandar.

Todos los analisis, tanto los estadisticos como cinéticos se realizaron mediante el

programa GraphPad Prism version 4 (San Diego, USA).



V. RESULTADOS Y DISCUSION






Para la exposicion de los resultados del presente trabajo de investigacion, éstos
han sido agrupados en tres grandes apartados en funcion de los objetivos planteados y
de las conclusiones a que conducen los resultados obtenidos relativos a los mismos. Con
todo ello se pretende facilitar la comprension del desarrollo experimental del presente

trabajo de investigacion.
Estos tres apartados son:

1. Caracterizacion molecular y funcional del transportador de serotonina
humano (hSERT) en las células Caco-2 (Objetivos 1, 2 y 3).

2. Estudio de la regulacion fisiologica de hSERT en las células Caco-2
(Objetivo 4).

3. Estudio de la regulacion farmacologica de hSERT mediada por el

tratamiento a largo plazo de las células Caco-2 con fluoxetina (Objetivo 5).
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IV.1.CARACTERIZACION MOLECULAR Y FUNCIONAL
DEL TRANSPORTADOR DE SEROTONINA HUMANO
(hSERT) EN LAS CELULAS CACO-2

Tal como se ha indicado anteriormente, el origen de este apartado surgi6 de la
conveniencia y necesidad de establecer nuevos modelos celulares para el estudio de
hSERT que expresen enddgenamente esta proteina. Resultados previos de otros autores
que demostraban la expresion de SERT en la mucosa intestinal de animal de
experimentacion (Chen y cols. 1998) nos indujeron a explorar en lineas celulares

epiteliales enterocitarias.

Por ello, y con el fin de aproximar los estudios a la situacion experimental
serotoninérgica humana, se inicid el presente estudio partiendo de la hipétesis de que
los enterocitos humanos pueden constituir el sistema “OFF” de aclaramiento o
extraccion de 5-HT del medio intersticial, tras la liberacion de 5-HT desde las células
enterocromafines intestinales (sistema “ON”). La comprobacion de esta hipdtesis se
realiz6 utilizando la linea celular Caco-2, que corresponde a células humanas de tipo

enterocitario.
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1.1. Determinacion de la expresion del ARNm de hSERT:
Amplificacion por RT-PCR y secuenciacion

El presente trabajo se inicio con la determinacion de la existencia del ARNm de
hSERT en Caco-2. Este paso era fundamental para poder continuar con el estudio, y

validar la linea celular como modelo de expresion de hSERT.

El ARN total fue obtenido y purificado a partir del cultivo celular Caco-2 con un
grado de diferenciacion correspondiente al dia 9 post-confluencia (14 dias desde la
siembra) mediante un Kit de extraccion de ARN total y mediante la técnica de RT-PCR
se amplifico la secuencia codificante de hSERT. Para ello, se disefiaron los cebadores
especificos a partir de la secuencia conocida del transportador de serotonina aislada a
partir de cerebro humano (Genbank NM_001045). Los detalles de esta técnica han sido

descritos en el apartado de Materiales y Métodos.

Tal y como se muestra en la Figura 12, el resultado muestra la amplificacion de
una banda de 2105 bp, que corresponde al tamafio esperado del producto de
amplificacion para hSERT en funcién de los cebadores utilizados. Este producto de
PCR, fue secuenciado vy, tras la busqueda en la base de datos BLAST, la secuencia de
nucleodtidos resultd ser idéntica al SERT de cerebro humano. Esa secuencia, se

encuentra depositada en GeneBank con el nimero de acceso: AY902473.

DNA
Ladder 1Kb
hSERT
Figura 12. Expresion del ARNm de hSERT de 3000‘ ' 2105 bp

las células Caco-2. El analisis de RT-PCR fue

realizado a partir del ARN total de células Caco- 2035“

2 mediante el uso de cebadores especificos de
SERT humano, tal y como se describe en el
apartado de Material y Métodos. El producto de
PCR (2105 bp) fue sometido a electroforesis en S
un gel de agarosa, y visualizado con la adicién de
bromuro de etidio al gel y utilizando un
transiluminador UV.
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1.2. Deteccidon mediante western blot de la expresion proteica del

transportador hSERT en células Caco-2

El resultado anteriormente expuesto sugiere la posible expresion en las células
Caco-2 de la proteina transportadora hSERT. Sin embargo, resultaba necesario
confirmar este dato mediante la identificacion de la proteina transportadora en las
células Caco-2. Para ello se utilizo la técnica de SDS-PAGE, electrotransferencia e

inmunodeteccion (western blot).

La obtencidn de un resultado a este respecto nos permitird en primer lugar, como
acabamos de mencionar, corroborar la existencia de la proteina hSERT en las células
Caco-2, y en segundo lugar, disponer de una herramienta adicional para el estudio

experimental de este transportador.

Para la realizacion de estos experimentos, primeramente hubo que preparar las
muestras de material celular. Para ello las células Caco-2, en estadio de diferenciacion
correspondiente al dia 9 post-confluencia (14 dias tras la siembra), fueron sometidas a
homogeneizacién, sonicacion y centrifugacion diferencial con el fin de purificar el
material membranoso celular. Esta técnica, asi como los tampones utilizados, se

encuentran descritos en el apartado correspondiente de Material y Métodos.

Una vez cuantificada la concentracion proteica de las muestras, éstas fueron
preparadas para ser sometidas a electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS con
el fin de obtener su separacion segun el peso molecular, y posteriormente fueron
electrotransferidas a una membrana de PVDF mediante electroforesis humeda. La
membrana con las proteinas fue sometida a la accion de un anticuerpo primario anti-
SERT de rata que reacciona especificamente también con hSERT y un anticuerpo
secundario ligado a un sistema que permitiera la deteccion por quimioluminiscencia
(HRP) (ver apartado de Material y Métodos). Como control positivo de expresion de
proteina hSERT, se utilizaron homogenados de intestino delgado y sinaptosomas de

cerebro, ambos obtenidos de rata.

El sistema de deteccion permitié impresionar una pelicula sensible, cuya imagen
aparece reflejada en la Figura 13. En ella se observa que tanto en el homogenado de
celulas Caco-2 como en las vesiculas membranosas obtenidas de Caco-2 aparece una
banda especifica correspondiente al tamafio de la banda detectada en cerebro de rata e

intestino delgado de rata. Esta banda aparece en torno al valor de 70-80 kDa.



Resultados y Discusion 89

Estudios previos han descrito el tamafio molecular de la proteina transportadora
SERT en distintos 6rganos y especies animales mediante técnicas de inmunodeteccion.
Asi, en cerebro de rata se ha detectado un tamafio de 76 kDa (Quian y cols. 1995), 94
kDa en plaquetas de rata y 80 kDa en tejido pulmonar. En cerebro humano la proteina
SERT es inmunodetectada en una banda correspondiente al tamafio de 76 kDa
(Ramamoorthy y cols. 1998). Los diferentes tamafios descritos de esta proteina en los
distintos 6rganos podrian ser debidos a posibles modificaciones post-traduccionales,

como la glicosilacion.

Como se puede observar en la Figura 13, en cerebro e intestino de rata también
aparece otra banda con un valor de tamafio molecular de alrededor de 40 kDa.
Desconocemos el significado de dicha banda, ya que el tamafio de 80 kDa del transportador
SERT corresponde a un monoémero y no a un dimero de 40 kDa. No obstante, dicha banda

no aparece en la carga proteica correspondiente a las células Caco-2.

Estos resultados parecen confirmar el hecho de que las células Caco-2 expresan
el transportador hSERT, y que este transportador presenta un tamafio molecular
coincidente con el ya descrito en otros tejidos como intestino o cerebro de rata. Ademas
hay que tener en cuenta que, la proteina parece expresarse no sélo en el homogenado
celular, sino también en la membrana de las células. Por tratarse de un transportador de
membrana, este dato apunta que hSERT en Caco-2 puede ser una proteina funcional, lo

cual permiti6 seguir profundizando en el estudio de la misma.

Caco-2
Figura 13. Expresion del transportador hSERT f \

detectado por SDS-PAGE, electrotransferencia

e inmunodeteccion (western blot). A la
izquierda se indican los tamafios de masa 134 -
molecular obtenidos por la migracién en

paralelo de un marcador de pesos moleculares. a3 -
Linea 1: sinaptosomas de cerebro de rata (40

ug); Linea 2: homogenado de intestino delgado

de rata (40 pg); Linea 3: homogenado de células 41 = = S
Caco-2 (70 pg); Linea 4: vesiculas
membranosas de Caco-2 (60 pg). Las células
Caco-2 utilizadas se encontraban en estadio de
diferenciacion correspondiente al dia 9 post-
confluencia (14 dias tras la siembra).

kDa
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1.3. Estudio del transporte de 5-HT en células Caco-2 en funcion del

estadio de diferenciaciéon

Los resultados de los apartados anteriores muestran que las células Caco-2
expresan tanto el ARNm como la proteina correspondiente a hSERT. Sin embargo, nos
faltaba por demostrar que ademas dicha proteina es funcional, para lo cual nos

planteamos la medida del transporte de 5-HT en estas células.

Resultados obtenidos por Chantret y cols. (1988) han demostrado que las células
Caco-2 desarrollan una diferenciacion morfoldgica y funcional a lo largo del cultivo.
Los resultados de estos autores muestran que en estadio preconfluente (3* dia de
siembra) las células se agrupan en islotes celulares en los que las células presentan
polarizacion, pero el borde en cepillo estd poco desarrollado. Sin embargo, las células
Caco-2 post-confluentes forman una monocapa celular con una diferenciacion
enterocitaria tipica: son células polarizadas con el nicleo situado en la base de la célula;
presentan uniones estrechas intercelulares en la parte apical, y un borde en cepillo
diferenciado. Al mismo tiempo que se establece la diferenciacion morfolégica celular,
se pone en marcha una diferenciacion de su capacidad funcional que no es completada

hasta que han transcurrido varios dias tras la confluencia celular.

El hecho de que la proteina hSERT se exprese en la membrana de las células
Caco-2, ha conducido a plantear uno de los objetivos prioritarios del presente trabajo de
investigacion, que es la caracterizacion del transporte de 5-HT mediado por la proteina
transportadora hSERT en las células Caco-2, con el fin de establecer un modelo celular
humano para el estudio del transportador SERT. Por ello, y teniendo en cuenta las
caracteristicas descritas por Chantret y cols (1988) respecto a la diferenciacion celular y
funcional de las células Caco-2, como primer paso, se ha estudiado la funcionalidad del

transportador hSERT segun el grado de diferenciacion de dichas células.

Para realizar el presente grupo de experimentos, se utilizaron células Caco-2 que
fueron sembradas en placas multipocillos de cultivo. Cada experimento se realizé sobre
células del mismo pasaje, sembrando una placa para cada grado de diferenciacién
planteado en el estudio. El grado de diferenciacion ha sido expresado en funcién de los
dias transcurridos a partir de la confluencia, considerando como dia O el dia en que han
logrado confluir las células al 100%, y los dias sucesivos 2, 5, 10 0 12, son los dias de

diferenciacion post-confluencia. Debemos indicar, que el dia O corresponde al dia 5 de
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cultivo desde la siembra, y éste fue un valor homogéneo dado que las células eran

sembradas con una densidad celular constante en todos los experimentos realizados.

El experimento realizado para estudiar el transporte de 5-HT en funcién del
grado de diferenciacién, fue completado con el estudio del transporte de 5-HT en
presencia de los inhibidores: 5-HT (2x10®° M), Fluoxetina (10° M) e Imipramina (103
M). Estos inhibidores son especificos del transporte mediado por el transportador SERT
y permiten determinar la especificidad de la captacion de 5-HT en las células Caco-2,
asi como cuantificar el transporte de 5-HT mediado por SERT respecto a la captacion
de 5-HT total. Asimismo, los experimentos fueron realizados en presencia y en ausencia
de Na* (sustituido equimolecularmente por cloruro de colina) para estudiar el grado de

dependencia del transporte de 5-HT del i6n Na'.

El experimento pretende informar del efecto del estadio de diferenciacion de las
células Caco-2 sobre el transporte especifico de 5-HT mediado por hSERT. Asimismo,
determinar para cada estadio la posible contribucion de hSERT al transporte de 5-HT y
confirmar en estas células la dependencia de Na' y la especificidad de los inhibidores
del transporte de 5-HT, lo cual permitira confirmar la posibilidad de que el transporte de
5-HT medido se deba efectivamente a la actividad del transportador hSERT.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 14. Tal como se observa en
los resultados, incluso en estadio de preconfluencia, las células son capaces de
transportar especificamente 5-HT, y a medida que las células se van diferenciando,
adquieren mayor capacidad para el transporte. El incremento del transporte de 5-HT se
hace muy marcado en el momento en el que las células alcanzan la confluencia si se
compara con el valor del transporte en preconfluencia. Se observa también que a partir
del dia 5 post-confluencia el aumento del transporte celular de 5-HT se hace menos
marcado, alcanzando un valor maximo (plateau) el dia 12 post-confluencia (Figura 14A).

Este resultado indica que la diferenciacion celular conduce a un aumento de la
captacion de 5-HT. De este modo, hemos podido seleccionar el estadio de desarrollo

celular adecuado para futuros experimentos, eligiendo el periodo entre el dia 5y el 10.

El transporte observado en condiciones control muestra en todos los casos el
funcionamiento del transportador especifico hSERT, ya que un elevado porcentaje del
transporte total resultaba inhibido, tanto por la presencia de inhibidores especificos,

como en condiciones de ausencia de Na" (ver Figura 14B). Debemos sefialar que el
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porcentaje de inhibicién, y por tanto, el posible aporte de hSERT al transporte total,
aumenta drasticamente cuando las células inician su diferenciacion (dia 0 de
confluencia) y sigue aumentando hasta el dia 5 post-confluencia. Ello de nuevo
corrobora que la disponibilidad del transportador especifico en la membrana celular esta

directamente relacionada con el grado de diferenciacion.

Aunque la capacidad de transporte de 5-HT de las células Caco-2 es reducida
durante la preconfluencia, se detecta cierta posible actividad del transportador hSERT,
dado que en presencia de los inhibidores especificos o en ausencia de Na’, se obtiene
disminucion significativa de la captacion de 5-HT. Ello podria en parte indicar que
hSERT se expresa tempranamente en las células intestinales, con anterioridad a adquirir
la diferenciacidn enterocitaria tipica necesaria para ejercer sus funciones de transporte y
digestivas. Este fendmeno en parte vendria corroborado por los resultados obtenidos por
otros autores (Wade y cols. 1996) que han descrito la existencia del transportador SERT
en celulas de las criptas intestinales, en las cuales el grado de diferenciacion es menor,

dado que dichas células lo adquieren a medida que transitan hacia la vellosidad.

También la expresion temprana de hSERT en las células Caco-2 podria, en
parte, ser debida a la posibilidad de que la membrana total celular de las células Caco-2
presente cierta capacidad de transporte de serotonina. En este sentido, algunos autores
han obtenido resultados que muestran la localizacion basolateral de los transportadores
de aminas bidgenas (noradrenalina, dopamina y serotonina) en células MDCK
transfectadas con el ADNc que codifica dichos transportadores (Blakely y cols. 1998) lo

cual daria en parte explicacion a este resultado.

Otra conclusion, interesante a destacar, y extraible de estos primeros resultados,
es que las células Caco-2 mantienen la expresion del transportador hSERT después de la
confluencia durante al menos 7 dias. Ello hace que dichas células puedan constituir una
herramienta interesante a la hora de establecer estudios de efectos a largo plazo (dias)

sobre dicho transportador.

En consecuencia, estos resultados demuestran que las células Caco-2 transportan
serotonina a traves de hSERT, y que desarrollan una mayor capacidad de transporte de
5-HT a medida que incrementan su diferenciacion celular como célula epitelial
intestinal. Asimismo, para futuros experimentos, permiten seleccionar un periodo entre

los dias 5 y 10 post-confluencia para trabajar en niveles funcionales éptimos de hSERT.



Resultados y Discusion 93

A
1 Preconfluencia
Il 0 dias
- B 2 dias
S 44 . 0 5 dias
— B 10 dias
(@) ,
g 37 @ 12 dias
— i
I 2 %
LfI) Ve * * * * * *
E 1 - H r ’l‘\ r N\ N N N
5 o LU ol i il ol cannll] cni bl o
C 5-HT | F C 5-HT | F
— sin Nat ———»
Condiciones
B B Control Il Control (-Na*)
Bl 5-HT 20 pM I 5-HT 20 pM (-Na*)
Bl Imipraminal mM [ Imipramina 1l mM (-Na*)
[ Fluoxetina 1 pM [ 1 Fluoxetina 1 pM (-Na™*)
» .
(@]
| -
o
(@))
e
|_
I
Lo
°
=
o

PC 0 dias 2 dias 5 dias 10 dias 12 dias

Condicion de diferenciaciéon

Figura 14. Efecto de grados crecientes de diferenciacion de las células Caco-2 y diferentes inhibidores
sobre el transporte de 5-HT. El transporte de 5-HT se estudié en funcioén de la diferenciacién indicada
como dias post-confluencia. El tiempo de incubacion en el experimento de transporte fue 6 minutos. La
concentracion de 5-HT fue 2x10”7 M. A) Las condiciones experimentales son: C = control; 5-HT = 2x10°
M: | = imipramina 10 M; F = fluoxetina 10° M. B) En abcisas estan indicados los dias post-confluencia
como indicativo de distintas grados de diferenciacién celular: PC (preconfluencia); 0, 2, 5, 10 y 12 dias
post-confluencia. En las condiciones indicadas con o - Na®, se estudi el transporte en ausencia de Na* en
el medio de incubacién, que fue sustituido equimolecularmente con cloruro de colina. Los datos
mostrados son pmol 5-HT / mg proteina y corresponden a la media + el error estandar de 6 experimentos
independientes. *p<0,05 comparado con el valor control correspondiente.
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1.4. Estudio cinético del transporte de serotonina en células Caco-2

Los resultados anteriores indican la existencia de captacion de 5-HT en células
Caco-2 con una significativa participacién en la misma de un sistema de transporte
especifico que era inhibido por imipramina y fluoxetina, que presenta especificidad por
el sustrato 5-HT y que ademas es dependiente de Na*. En consecuencia, los resultados
apuntaban a la participacién del transportador hSERT en la captacion de 5-HT en las
células Caco-2. Sin embargo, nos parecio necesario profundizar en la caracterizacion
funcional de dicho sistema de transporte con el fin de aproximar la posibilidad de la
participacion del transportador hSERT a la realidad funcional de estas células. Para ello,
propusimos abordar la caracterizacion cinética del transporte especifico de 5-HT sobre
el estadio de diferenciacion idoneo.

Los experimentos han sido realizados en células Caco-2 en estadio de
diferenciacion correspondiente al dia 9 post-confluencia. Se ha realizado la
determinacion del transporte de 5-HT a distintas concentraciones de sustrato en un
rango entre 5x10® y 5x10° M, con el fin de trabajar en el entorno de valores préximos a
la Kt calculada por otros autores en otros modelos celulares y animales (Ramamoorthy
y cols. 1993; Chen y cols. 1998). El transporte ha sido medido en presencia y ausencia
del ién Na*, con el fin de poder calcular el componente del transporte correspondiente al
sistema Na'-dependiente y Na'-independiente, sustrayendo al transporte total el
transporte en ausencia de Na*. Tal como ya se ha indicado en el apartado de Material y
Métodos, los calculos de las constantes cinéticas Vmax, Kt y Kd se realizaron a partir
de los resultados obtenidos del transporte total mediante una regresion no lineal y la
adecuacion de los mismos a una ecuacion con dos términos, uno correspondiente a un
sistema de transporte saturable y el otro a una difusion simple. Los valores de captacion
de 5-HT obtenidos en ausencia de Na*, se adecuaron a una recta (componente de
difusion) y se calcul6 el valor de Kd. De este modo se comprobd la coincidencia del
valor de Kd, bien fuera calculado a partir del transporte total o a partir de la ausencia de
Na®. Los resultados obtenidos estan presentados en la Tabla 2 y la Figura 15.
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Tabla 2. Estudio cinético del transporte de 5-HT y valores de las constantes cinéticas obtenidas en células
Caco-2. Las constantes cinéticas Vmax y Kt han sido calculadas a partir de 5 experimentos.

CONSTANTES CINETICAS

Vmax (pmol / mg prot) 24,78 = 3,46
Kt (nM) 767 £ 179
Kd (ul/ mg prot) 1,71+ 0,09
- * NaCl -
g_ 30 CholCl .
? 20
|_
I 10
E % 7 4 5 8w
[B-HT]uM
o 120] } " NaCl
s 90. 4 CholCl
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Figura 15. Estudio cinético del transporte de 5-HT en células Caco-2. En la parte inferior se muestran los
resultados de las cinéticas de transporte en presencia (NaCl) y ausencia de Na® (CholCl). En las
condiciones de ausencia de Na', este ion fue sustituido con cloruro de colina (CholCl). En la parte
superior, detalle de la cinética obtenida al restar los valores en ausencia de Na®, a los valores totales,
obteniendo entonces los valores correspondientes al transporte dependiente de Na®. Los valores

presentados corresponden a pmol 5-HT / mg proteina y son el resultado de la media * el error estandar de
6 experimentos independientes.
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Diversos autores, han determinado valores cinéticos de Vmax (velocidad
maxima) y Kt (constante de transporte) de SERT en diversos modelos experimentales.
Asi, Blakely y cols. (1991) detectaron que el transporte de 5-HT en células HelLa
transfectadas con el ADNc de SERT de rata presentaba una Kt de 320x10° M; Hoffman
y cols. (1991) obtuvieron en células CV-1 transfectadas con el ADNc de SERT de
células basofilicas de rata con leucemia un valor de Kt de 529+07x10° M. También
Ramamoorthy y cols. (1993) obtuvieron los valores de transporte Kt = 463x10° M para
el transporte de 5-HT en células Hela transfectadas con el ADNc correspondiente al
transportador SERT humano. Finalmente, Chen y cols. (1998) en estudios realizados en
células HelLa transfectadas con el ADNc codificante del transportador SERT de mucosa
intestinal de cobaya, obtuvieron un valor de Kt = 618x10° M y Vmax = 2,4x10™*" mol
célula™ min™. De acuerdo a estos antecedentes, los valores cinéticos obtenidos en este
apartado son coincidentes con los obtenidos por otros autores, siendo el valor de la Kt
767+179x10° M. Este resultado parece corroborar el hecho de que el transportador que

actua en el transporte de 5-HT corresponde efectivamente a hNSERT.
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1.5. Estudio de la especificidad del transporte de 5-HT en células

Caco-2. Inhibicion con fluoxetina

Los resultados expuestos en el apartado 1.3. muestran la inhibicion del
transporte de 5-HT por fluoxetina en las distintas condiciones de diferenciacion celular
de las células Caco-2 estudiadas. Sin embargo, con el fin de caracterizar mas en
profundidad el transporte de 5-HT observado en estas células, nos propusimos realizar
un estudio de la inhibicion del transporte de 5-HT con fluoxetina, calculando una curva

de inhibicion y caracterizando su perfil inhibidor sobre el transportador de 5-HT.

Los experimentos de transporte fueron llevados a cabo en células Caco-2 con un
grado de diferenciacion correspondiente al dia 9 post-confluencia. La concentracion de
serotonina utilizada fue de 2x10” M. Se utiliz6 esta concentracion de 5-HT inferior al
valor de Km (7x10” M) con el fin de que el valor calculado de ICs se aproximara al
valor de Ki. Los resultados se encuentran representados en la Figura 16. A partir de los
datos obtenidos y mediante el programa GraphPad Prism se calculd el valor de 1Cs que

corresponde a 17,6x10™° M.

La fluoxetina ha sido descrita como un inhibidor especifico de la recaptacion de
serotonina (SSRI) mediada por el transportador SERT neuronal. El valor de 1Cs
obtenido en el presente trabajo muestra una gran similitud con los valores descritos por
otros autores en estudio de SERT en distintos modelos experimentales de rata, cobaya,
bovido, mono y humano (Blakely y cols. 1991; Inazu y cols. 2001; Mortensen y cols.
2001).

Figura 16. Estudio de la inhibicién especifica de 1007
fluoxetina sobre el transporte de 5-HT en células
Caco-2. La concentracion de serotonina
empleada fue 2x107 M. Tiempo de incubacién 6
minutos. El grado de diferenciacion de las
células fue el correspondiente al noveno dia post-
confluencia. Los valores vienen referenciados al
valor 100% de transporte de 5-HT
correspondiente al obtenido en condiciones
control (ausencia de inhibidor). Los valores
presentados son el resultado de 6 experimentos,

expresando la media *+ error estandar de los )
mismos. Ig [fluoxetina]

(% del control)
al ~
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Recapitulando los resultados hasta el momento obtenidos podemos resumir que,
en lo que se refiere a la caracterizacion molecular, éstos muestran que la secuencia
codificante de hSERT en Caco-2 es idéntica a la ya descrita para el transportador de
serotonina neuronal cerebral humano. Asimismo, mediante el uso de un anticuerpo
especifico se ha logrado detectar una proteina con un peso aproximado de 80 kDa, tanto
en la proteina total (homogenado celular) como en la membrana apical de las células
Caco-2. Este peso molecular obtenido resultd similar al descrito por otros autores en
otros modelos celulares y animales. Ademas, todos los resultados acerca de la expresion
funcional de hSERT y de su caracterizacion obtenidos hasta el momento, nos permiten
indicar que las células Caco-2 transportan 5-HT mediante un mecanismo de transporte
especifico dependiente de Na’, saturable, con constantes cinéticas similares a las
descritas para el transportador SERT correspondiente a cerebro humano, de mono y de
rata asi como al tracto gastrointestinal de cobaya. Este transportador ha resultado ser
inhibido de modo especifico por sustancias descritas como inhibidores de la recaptacion
de serotonina mediada por SERT, tales como la imipramina y la fluoxetina. Ademas,
esta Ultima sustancia, la fluoxetina, ha mostrado un valor de 1Cs, también similar al
obtenido en estudios realizados en el transportador SERT de origen humano, de mono,

rata o cobaya.

Todo ello nos permite concluir hasta el momento que las células Caco-2
expresan hSERT y que esta proteina es funcional. Asimismo, y con el fin de poder
establecer un modelo celular humano para el estudio del transportador hSERT, se ha
caracterizado la expresion funcional de SERT en funcién del grado de diferenciacion,
pudiendo concluir que hSERT se expresa tempranamente, antes de que las células hayan
alcanzado la confluencia, y que la actividad de SERT aumenta a medida que las células
Caco-2 se diferencian, existiendo un valor méximo de transporte en torno al grado de
diferenciacion adquirido en el dia 12 post-confluencia. Con todo esto se puede concluir,
que la linea celular Caco-2 constituye un excelente modelo “in vitro” para el estudio de
hSERT vy de su regulacion a corto y largo plazo, mediada bien por factores fisioldgicos
o farmacologicos.

Con estos antecedentes, y habiendo obtenido resultados concluyentes respecto al
uso de células Caco-2 para el estudio de hSERT, nos propusimos profundizar en el
conocimiento de la regulacion de la funcionalidad de esta proteina mediada por

segundos mensajeros intracelulares en las células Caco-2.
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1.6. Regulacion de la funcionalidad de hSERT mediada por segundos

mensajeros intracelulares

Multiples trabajos han demostrado que SERT, de forma nativa o expresada
heter6logamente en varios modelos celulares, puede ser rapidamente regulada por
mensajeros intracelulares. Asi, se ha detectado respuesta de la actividad de SERT
después de una elevacién/deplecién aguda de Ca®* intracelular, del tratamiento con
inhibidores de la calmodulina, con activadores de la proteina cinasa C (PKC) o por
modificacion de la via NOS/guanosina monofosfato (Bryan-Lluka y cols. 2004; Qian y
cols. 1997). Los répidos cambios en la actividad de SERT o en los niveles de expresion
observados tras la activacion de segundos mensajeros dependientes de proteinas cinasas,
hacen razonable pensar que la fosforilacion puede ser una via de regulacion de la
actividad de SERT o de la densidad en la superficie celular de este transportador, de un
modo similar a la regulacion que sufren los receptores acoplados a proteinas G. De
hecho, han sido descritos varios sitios susceptibles de fosforilacion en la proteina SERT
localizados en los dominios citoplasmaticos. Esta fosforilacion estaria mediada por
PKC, PKA, y PKG (Ramamoorthy y cols. 1998).

El interés cientifico que representa la regulacion de la actividad de hSERT es
enorme, no sélo por el hecho de aumentar el conocimiento sobre esta proteina, sino por
la posibilidad de determinar implicaciones de estas vias de regulacion en diversas
patologias, y también por el interés de una posible aplicacion terapéutica. Por ello nos
propusimos en este trabajo abordar la respuesta de la actividad de hSERT frente a la

accion de segundos mensajeros intracelulares.
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1.6.1. Anélisis del efecto de la estimulacion de la fosforilacion de hSERT mediada
por proteina cinasa C (PKC) sobre su funcionalidad

Con el fin de realizar este estudio se utilizd6 PMA (forbol miristato acetato), un
éster forbdlico que actta como estimulador de la actividad PKC. Ademas, en estos
experimentos se ensayaron la estaurosporina y la bisindolilmaleimida 11 (BIS II), como
inhibidores de la actividad PKC.

Con caréacter preliminar se realizaron un grupo de experimentos en los que las
células Caco-2 fueron sometidas al efecto de PMA a la concentracion 10° M durante 30
minutos previos a la medida del transporte de 5-HT. Se ensayaron estas condiciones de
tiempo de preincubacién y concentracion de PMA, ya que datos publicados en la
bibliografia cientifica indicaban que dicha concentracion habia mostrado efectos sobre
diversos transportadores (Ramamoorthy, 1998). Las células se encontraban en el estadio
de diferenciacion correspondiente al dia 9 post-confluencia. Como se puede observar en

la Figura 17, el PMA produjo una disminucién significativa del transporte de 5-HT.
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Figura 17. Efecto del PMA sobre el transporte de 5-HT en células Caco-2. Las células fueron tratadas
con PMA 30 minutos antes del experimento de transporte. Las concentraciones de 5-HT y PMA fueron
2x107 My 10° M respectivamente. En los experimentos de transporte se utilizé una concentracion de 5-
HT de 2x107 My el tiempo de incubacién fue de 6 minutos. Las células Caco-2 se encontraban en grado
de diferenciacién correspondiente a 9 dias post-confluencia. Los resultados corresponden a 6
determinaciones y son expresados como la media * error estandar. * p<0,05 respecto al valor control.

Una vez determinado el efecto inhibitorio de PMA sobre el transporte de 5-HT,
se realizaron una serie de experimentos en los que se ensayaron distintos periodos de
tratamiento de las células con PMA con el fin de determinar si el efecto inhibidor de

PMA era dependiente del periodo de tratamiento de las células. Se ensayaron tiempos
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de 30 minutos, 24 y 48 horas. Los resultados se muestran en la parte izquierda de la
Figura 18 en la cual se puede observar que el efecto inhibidor de PMA (10° M)
aumenta significativamente con el periodo de tratamiento, hasta llegar a un méximo de
inhibicion a las 24 horas. El tratamiento de 48 horas no mejord el efecto observado a las
24 horas. Sin embargo, si se compara la disminucion del transporte de 5-HT provocada
por el pretratamiento con PMA 10 M de 30 minutos (23%) frente a la observada con el
tratamiento con PMA 10° M de 24 horas (49%), se observa que dicha inhibicién

aumenta de forma significativa.

Por tanto, el efecto inhibidor de PMA sobre el transporte de 5-HT parece ser
dependiente del periodo de tratamiento, y el periodo de 24 horas mostraba el efecto

inhibidor méximo para la concentracién de PMA ensayada (10° M)
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Figura 18. Efecto del PMA sobre el transporte de 5-HT en células Caco-2. En la parte izquierda se
determina la relacién del efecto de PMA (10°° M) con el periodo de tratamiento (30 min, 24 h 0 48 h). En
la parte derecha se muestran los resultados obtenidos de la determinacidon de la relacion entre la
concentracién de PMA (2, 5y 10x107 M) y el efecto inhibitorio sobre el transporte de 5-HT. En los
experimentos de transporte se utilizé una concentracion de 5-HT de 2x10”7 My el tiempo de incubacion
fue de 6 minutos. En ambos experimentos el grado de diferenciacion de las células Caco-2 corresponde a
9 dias post-confluencia. Los resultados se expresan como la media + error estandar del % de la captacion
respecto al control y corresponden a 6 determinaciones. * p<0,05 respecto al valor control.

Una vez establecido el periodo de tiempo de efecto inhibitorio maximo de PMA,
se determino si dicho efecto, a ese periodo de tratamiento (24 horas) variaba con la
concentracion de PMA. Para ello se ensayaron 3 concentraciones de PMA: 2, 5y

10x10”" M. Los resultados se muestran en la parte derecha de la Figura 18. Como se



102 Resultados y Discusion

puede observar, el efecto inhibitorio de PMA aumenta significativamente con la
concentracion, obteniéndose el efecto maximo a la concentracién de 10° M. No
obstante la diferencia en el efecto inhibitorio entre el tratamiento con PMA 5x107 y 10°®
M no muestra significacion, lo cual podria indicar una saturacion del efecto. Debemos
sefialar que incluso cuando se alcanza el maximo efecto del tratamiento con PMA, éste
no llega a bloquear completamente todo el transporte mediado por SERT, lo cual indica

un efecto parcial de PMA sobre el transporte de 5-HT.

Para corroborar que, efectivamente, el efecto observado por el tratamiento con
PMA era mediado por la estimulacion de la via de la PKC, se realizaron una serie de
experimentos en los cuales se trataban las células durante 24 horas simultaneamente con
PMA vy un bloqueante de la actividad de la PKC. Se ensayaron dos inhibidores,
estaurosporina y BIS II. La concentracion de PMA ensayada fue 10° M, y el periodo de
tratamiento 24 horas, dado que como hemos visto, correspondian a las condiciones en
las que se producia el mayor efecto de PMA. Las concentraciones de estaurosporina y
de BIS Il ensayadas fueron 0,5 y 2x10° M respectivamente, basandonos en datos

extraidos de la bibliografia (Ramamoorthy y cols. 1998).

Los resultados obtenidos son mostrados en la Figura 19. Se observa en ellos, de
nuevo, que el PMA disminuye el transporte de 5-HT significativamente, sin llegar a
bloquearlo, tras un tratamiento de 24 horas. Como se puede observar, la estaurosporina
no revertio el efecto del PMA. La estaurosporina, ha sido descrito como un inhibidor no
especifico de la PKC, que ademas altera otros procesos celulares como la induccion de
la apoptosis. De hecho, las propias células Caco-2 tratadas durante 24 h con
estaurosporina mostraron una reduccion en el transporte de 5-HT, sugiriendo un efecto
propio de esta sustancia que interfiere con la actividad del transportador, al margen de
su accion inhibidora de PKC. Por ello, ensayamos el tratamiento con un inhibidor
especifico de la PKC, la BIS II. Los resultados muestran que el tratamiento durante 24 h
de las células Caco-2 simultdneamente con PMA y BIS Il produce una reversion
significativa, del efecto de PMA, recuperandose parcialmente el transporte de 5-HT.
Asimismo, el tratamiento de las células exclusivamente con BIS II, no produjo
alteracion significativa del transporte de 5-HT, lo cual confirmaba que la reversion del
efecto de PMA producido por BIS 11 era exclusivamente debido a su efecto inhibidor de
la PKC, y el efecto inhibidor del transporte de 5-HT que producia PMA, en

consecuencia, se debia a la estimulacién de la PKC.
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Figura 19. Implicacion de la via de la PKC en el efecto inhibitorio del transporte de 5-HT: Estudio del
efecto del tratamiento de las células Caco-2 con PMA, durante 24 horas de tratamiento y su reversibilidad
con inhibidores. Control (sin tratamiento); PMA = PMA 10°® M; ST = estaurosporina 5x10” M; BIS Il =
bisindolilmaleimida 11 2x10° M. Se utiliz6 una concentracién de 5-HT de 2x107 M vy el tiempo de
incubacion fue de 6 minutos. Los resultados estan expresados en pmoles de 5-HT / mg proteina y los valores
corresponden a la media + error estandar de 5 experimentos. * p<0,05 comparados con el valor control.

Estos resultados se corroboraron con el tratamiento de las células durante 48
horas con PMA y BIS Il. Como se puede observar en la Figura 20, el efecto inhibitorio
que produce PMA sobre la captacion de 5-HT, resulté parcialmente revertido con la
adicion de BIS Il, de manera similar a como habiamos observado con un periodo de
tratamiento de 24 h, confirmando de nuevo la participacion de PKC en el efecto
observado de PMA sobre el transporte de 5-HT.

48 horas de tratamiento
*#

pmol 5-HT / mg prot
N

Control PMA PMA+BIS

Figura 20. Implicacién de la via de la PKC en el efecto inhibidor de PMA sobre el transporte de 5-HT.
Las células Caco-2 fueron tratadas durante 48 h con PMA (10° M) y/o BIS 11 (2x10® M). Condiciones:
Control; PMA; PMA + BIS Il. En los experimentos de transporte se utilizd una concentracion de 5-HT de
2x107 M y el tiempo de incubacién fue de 6 minutos. Los resultados han sido expresados como pmol de
5-HT / mg proteina y corresponden a la media + error estandar de 4 experimentos. p <0,05 en
comparacion con el valor control. # p <0,05 comparado con el valor PMA.
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Una vez determinado el efecto inhibidor producido como consecuencia de la
activacion de la enzima PKC, se realizo el estudio cinético de la actividad de hSERT
tratando las células a distintas concentraciones de PMA (0,2, 0,5y 1x10°® M) durante 48
horas, obteniendo de esta manera las constantes cinéticas Vmax y Kt. Mediante este
estudio pretendiamos determinar si el efecto inhibitorio de la PKC afectaba a la
capacidad (Vmax), a la afinidad (Kt) del transporte 0 a ambos. Se escogid la duracién
de 48 horas con el fin de establecer un efecto de tratamiento méas a largo plazo, que

permitiera diferenciar del efecto a corto plazo, descrito ya por otros autores.

Tabla 3. Estudio cinético del efecto del tratamiento durante 48 horas de las células Caco-2 a distintas
concentraciones de PMA. Las constantes cinéticas Vmax y Kt han sido calculadas a partir de 5
experimentos. *p<0,05 comparado con el valor control.

CONDICIONES Vmax (pmol 5-HT / mg prot) Kt (uM)
Control 10,20 £ 0,75 0,151 + 0,030
PMA 2x107 M 6,63 + 0,50* 0,180 + 0,030
PMA 5x107 M 4,71 +0,23* 0,157 + 0,019
PMA 10° M 3,89 + 0,24* 0,166 + 0,028
= Control
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Figura 21. Estudio cinético del efecto del tratamiento durante 48 horas de las células Caco-2 con PMA.
Las células fueron tratadas durante 48 h con tres concentraciones de PMA: 2x107, 5x107 y 10 M. El
rango de la concentracién de serotonina fue de 0,05-5x10° M. Los resultados se han expresado en pmoles
5-HT / mg proteina y corresponden a la media + error estdndar de 5 determinaciones.
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Los resultados obtenidos del estudio cinético han sido representados en la Figura
21, y los valores de las constantes cinéticas calculados por adecuacion de los valores de
transporte a una ecuacion con un componente saturable y otro de difusion, se
encuentran indicados en la Tabla 3. Tal como se puede observar, la estimulacion de PKC
a largo plazo reduce significativamente la Vmax (capacidad) del transporte, en funcion de
la concentracion de PMA ensayada. Sin embargo, la Kt (afinidad) parece no resultar

afectada por la PKC.

Los resultados obtenidos en este apartado indican que el transporte de 5-HT es
inhibido por la activacion de la PKC tanto en tratamientos agudos (30 minutos), como
en cronicos (24 o 48 horas), produciéndose una reduccion del 40% del transporte de 5-
HT respecto al obtenido en control. Ademas, este efecto es dependiente de la dosis. Estos
datos coinciden con los obtenidos por Qian y cols. (1997) en experimentos realizados en
células HEK-293 transfectadas de modo estable con el ADNc de hSERT, y con los
obtenidos por otros autores en plaquetas humanas (Anderson y Horne, 1992), o en
células endoteliales de arteria pulmonar bovina (Myers y cols. 1989), si bien todos ellos

determinaron el efecto de la estimulacion aguda de PKC sobre la actividad de SERT.

Rammoorthy y cols. (1998), han estudiado el efecto de la activacion de PKC
sobre la funcién de SERT, y concluyen que la PKC fosforila la proteina transportadora
SERT, que provocaria una internalizacion de la misma. Ello conduce a una disminucion
de la disponibilidad de la proteina transportadora en la membrana y en consecuencia,
del transporte de 5-HT. Los resultados obtenidos en este apartado coinciden con la
explicacion dada por estos autores, dado que el estudio cinético indica que el efecto de
la PKC produce fundamentalmente una reduccién de la Vmax, es decir, de la capacidad
del transporte, que se encuentra directamente relacionada con la disponibilidad de

moléculas transportadoras en la membrana.

Sin embargo, un reciente estudio de Alrefai y cols. (2004) sobre el transporte de
butirato en células Caco-2 concluye que el tratamiento con PMA, durante 24 h, provoca
una regulacion a la baja (down-regulation) de la expresién y funcion de la PKC, que a
su vez produce una activacion del transporte de butirato en estas células. Estos resultados
discrepan, en lo que a respuesta a largo plazo de estimulacion de PKC se refiere, de los
obtenidos en el presente estudio. Ademas, estos autores no demuestran la alteracién
descrita para la PKC tras las 24 h de tratamiento con PMA, sino que apuntan esta

posibilidad debido a que a tiempos de 30 minutos de tratamiento no obtienen efecto.
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1.6.2. Analisis del efecto de la estimulacion de la fosforilacién de hSERT, mediada
por AMPc, sobre su funcionalidad

Dentro de las caracteristicas de la proteina hSERT, se ha descrito que posee
residuos serina capaces de ser fosforilados por la proteina cinasa A (PKA). De hecho,
diversos experimentos han mostrado que en células transfectadas de modo estable para
expresar SERT, este transportador resulta fosforilado al ser sometidas las células a la
accion de la toxina del colera (activador de la sintesis de AMPc) (Blakely y cols. 1998).
Sin embargo, el efecto de la fosforilacion de la PKA sobre la regulacion de la
funcionalidad de SERT ha mostrado resultados contradictorios. Por ello, algunos
autores han considerado que el efecto que parecia tener la PKA sobre SERT podria ser
un artefacto del sistema de estudio experimental que se produce en los sistemas de
expresion heterdlogos, ya que “in vivo” no parece tener significacion (Ramamoorthy y
cols. 1998).

No obstante, otros autores, en estudios en los que se realizaba la administracion
cronica de agentes que elevaban el AMPc, obtuvieron efectos significativos sobre el
transporte de 5-HT en células JAR (coriocarcinoma de placenta humana), de manera
que la estimulaciéon de la via del AMPc provocaba un aumento de dicho transporte
(Cool y cols. 1991). Otros autores posteriormente han mostrado alteracion en la
transcripcion génica de hSERT en células BeWo (células de coriocarcinoma de placenta
humana) por efecto del AMPc, demostrando que el tratamiento de estas células con
dibutiril-cAMP durante periodos de 3 a 24 horas aumenta el nivel de ARNm de SERT y

también el transporte de 5-HT en estas células (Morikawa y cols. 1998).

Dada la poca claridad de los efectos producidos por el AMPc sobre el transporte
de 5-HT mediado por SERT, nos pareci6 interesante estudiar si la via de sefializacion
intracelular del AMPc y de la PKA alteraba el transporte de 5-HT en las células Caco-2.
Para ello, realizamos una serie de experimentos en los que las células Caco-2 eran
sometidas a la accién de la forscolina (activador de la adenilato ciclasa) durante
periodos de tiempo de 4, 8 y 24 horas, con el fin de estudiar el efecto a corto y largo
plazo. La concentracion ensayada de forscolina fue de 10* M, ya que trabajos previos
realizados en células Caco-2 mostraban alteracion de los niveles de AMPc en estas
células a dichas concentraciones (Mahraoui y cols. 1994). Los resultados obtenidos se

han representado en la Figura 22.
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Figura 22. Efecto de la forscolina sobre el transporte de 5-HT en células Caco-2: Accion de la PKA. La
concentracion de 5-HT fue 2x107 M; la concentracion de forscolina (FKL) fue 10 M; la concentracion
de KT5720 (KT) fue 10° M. Tiempo de transporte = 6 minutos. Las células fueron tratadas distintos
tiempos: 4, 8 y 24 h con forscolina y/o KT 5720. Las células tratadas exclusivamente con KT, lo fueron
durante 8 horas. En los experimentos de transporte se utilizé una concentracion de 5-HT de 2x10" M y el
tiempo de incubacion fue de 6 minutos. Los resultados se expresan como pmol 5-HT / mg proteina y
corresponden a la media * error estandar calculada de 5 experimentos independientes. *p<0,05
comparado con el valor control.

Como se puede observar, la forscolina disminuye de modo significativo el
transporte de 5-HT a partir de las 4 h de tratamiento. Con el fin de corroborar la
participacion de la PKA en el efecto observado con la forscolina, se realizo el
tratamiento de las células simultaneamente con forscolina y KT5720, que ha sido
descrito como un inhibidor especifico de la PKA. Los resultados parecen indicar que el
KT 5720 no bloquea el efecto provocado por la forscolina, si bien el KT5720 no afecta

de modo significativo el transporte de 5-HT.

Con el fin de aclarar y profundizar més en el efecto del AMPc sobre la
funcionalidad de SERT, se estudio el efecto del dibutiril-AMPc, (d-AMPc), una
sustancia analoga permeable del AMPc y no metabolizable. Para ello se llevaron a cabo
una serie de experimentos a distintos tiempos de tratamiento tanto a corto (30 minutos),
medio (6 horas) y largo (24 y 48 horas) plazo, y se ensayaron dos concentraciones de d-
AMPc: 0,5 y 1x10° M. Los resultados se muestran en la Figura 23, donde se puede
observar que el d-AMPc inhibe el transporte de 5-HT. Dicho efecto aumenta con el

periodo de tratamiento y con la dosis.
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Figura 23. Efecto del d-AMPc sobre el transporte de 5-HT en las células Caco-2. Los experimentos se
llevaron a cabo a distintos tiempos de tratamiento y se utilizaron dos concentraciones de d-AMPc: 0,5 y
1x10°® M. C = condicion control, en el cual las células no han sido tratadas. En los experimentos de
transporte se utilizé una concentracion de 5-HT de 2x10” M y el tiempo de incubacién fue de 6 minutos.
Los resultados se expresan como porcentaje del valor control y corresponden a la media + error estandar
de 5 determinaciones independientes. *p<0,05 respecto al control correspondiente.

Con el fin de garantizar que el efecto producido por el d-AMPc implicaba la via
de PKA se realizaron una serie de experimentos en los cuales se probo el d-AMPc a la
dosis y periodo de mayor efecto observado (10° M y 48 horas respectivamente)
conjuntamente con KT5720 10° M. Tal como se observa en la Figura 24, el efecto
inhibitorio que el tratamiento de d-AMPc produce sobre la captacion de 5-HT
desaparece cuando el tratamiento incluia KT5720. Este efecto era debido al bloqueo que
KT5720 produce sobre la accion del d-AMPc, ya que KT5720 no muestra efecto alguno

sobre la captacion de 5-HT.
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Figura 24. Efecto del d-AMPc sobre la captacion de 5-HT. Las células fueron tratadas durante 48 h con
d-AMPc 10 M y/o KT5720 10°® M. La concentracién de 5-HT utilizada para medir el transporte fue
2x107 M. En los experimentos de transporte se utilizé una concentracién de 5-HT de 2x107 My el
tiempo de incubacion fue de 6 minutos. Los resultados han sido expresados como porcentaje de la
captacion en condiciones Control. Los resultados son la media + error estandar de 6 experimentos
independientes. *p<0,05 comparado con el valor control.

Con el fin de estudiar méas en profundidad el efecto producido por el d-AMPc, se
realizo el estudio cinético del transporte de 5-HT tras el tratamiento de las células con d-
AMPc. El periodo de tratamiento seleccionado fue de 48 horas, dado que es el periodo
que en el experimento previo mostraba mayor respuesta de d-AMPc, y ademas permitia
estudiar el efecto a largo plazo. Se ensayaron dos concentraciones de d-AMPc, 0,5y 1
x10° M (Figura 25). Mediante este estudio se determinaron las constantes cinéticas
Vmax y Kt cuyos valores se muestran en la Tabla 4. Tal como se puede observar el
tratamiento de las células con d-AMPc parece reducir de modo significativo y

dependiendo de la dosis, el valor de Vmax sin afectar el valor de Kt.
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Tabla 4. Estudio cinético del efecto del tratamiento durante 48 horas de las células Caco-2 con d-AMPc.
Las constantes cinéticas Vmax y Kt han sido calculadas a partir de 5 experimentos independientes.
p<0,05 comparado con el valor control.

CONDICIONES Vmax (pmol 5-HT / mg prot) Kt (UM)
Control 13,01 + 0,82 0,170 £ 0,040
d-AMPc 0,5x10°M 6,24 + 0,60* 0,160 + 0,060
d-AMPc 10°M 3,10 + 0,39* 0,160 + 0,070
ot = Control
-
o
o v d-cAMP 0,5x103 M
e
; ¢ d-cAMP 103 M
T
O
©
E
S
O 1 1 1 1
0,0 25 50 75 10,0

[5-HT] 106 M

Figura 25. Estudio cinético del efecto del tratamiento durante 48 horas de las células Caco-2 con d-
AMPc. Las células fueron tratadas durante 48 h con dos concentraciones de d-AMPc: 0,5 y 1x10° M. El
rango de la concentracion de serotonina fue entre 0,05-10° M. Los resultados se han expresado en pmoles
5-HT / mg proteina y corresponden a la media * error estandar de cinco determinaciones.

En la determinacion llevada a cabo en este apartado, correspondiente al estudio
del efecto de la activacion de la via intracelular de AMPc y de la PKA sobre el
transporte de 5-HT mediada por SERT, los experimentos se realizaron sobre células
diferenciadas que expresaban hSERT y se ensayaron dos condiciones: una de efecto a

corto plazo (4 y 8 h), y una condicién de efecto a largo plazo (24 y 48 h). En todas las
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condiciones estudiadas se detectd reduccion del transporte de 5-HT. Este efecto indica
que la respuesta intracelular producida por el aumento de AMPc conduce a la inhibicién
del transporte de 5-HT, siendo ademas el efecto creciente a medida que aumenta la
duracién y la concentracion del tratamiento, lo cual nos induce a pensar que no se
detecta regulacion a la baja (down-regulation) de la actividad de AMPc como
consecuencia del tratamiento a largo plazo. En cuanto al efecto observado con la
forscolina, éste podria ser debido en parte a la PKA, y en parte a cambios en el
metabolismo de la glucosa, inducidos por la forscolina (Rousset y cols. 1986), si bien la
forscolina ha mostrado afectar otros transportadores a través del aumento de AMPc en
las células Caco-2 (Mahraoui y cols. 1994). En nuestro caso, el hecho de que el KT5720
no revierta el efecto de forscolina, también podria ser debido a la baja concentracién de
KT utilizada (10° M) frente a 10* M de forscolina y no a la falta de efecto de PKA
mediada por un aumento de AMPc.

El estudio cinético de la actividad de SERT en las células Caco-2 durante el
tratamiento con d-AMPc a largo plazo (48h) ha demostrado una reduccién de la
capacidad de hSERT (Vmax).

Nuestros resultados discrepan de los obtenidos por Cool y cols. (1991) y
Morikawa y cols. (1998) en lineas celulares de coriocarcinoma de placenta humana
(células JAR o células BeWo), en los que se muestra que la exposicion del cultivo
celular a un aumento de AMPc provoca estimulacion del transporte de 5-HT mediado
por hSERT. En ambos casos las lineas celulares expresan constitutivamente hSERT, tal
como sucede en Caco-2. Sin embargo, en el caso de los autores antes citados, el
contacto con las sustancias modificadoras es continuo, mientras que en nuestro caso la
forscolina actuaba durante 24 horas y era extraida del medio de incubacién 6 horas
antes del experimento, con lo cual no existia tiempo suficiente para un efecto crénico
como el que obtienen Cool y cols. (1991) y Morikawa y cols. (1998). El efecto del
AMPc sobre la funcion de hSERT, no obstante, ha mostrado bastantes discrepancias. De
hecho, Blakely y cols. (1998) indican que la fosforilacion mediada por PKA
desencadena efectos pequefios 0 no afecta la funcionalidad de SERT en la regulacién

aguda del transportador.
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1.6.3. Analisis del efecto de la estimulacién de la fosforilacion de hSERT mediada
por inhibidores de las fosfatasas intracelulares

Los datos anteriormente obtenidos muestran el papel regulador de la actividad de
hSERT en funcion del grado de fosforilacion, bien sea via la PKC o el AMPc. Con el
fin de corroborar este dato se estudio el efecto que el tratamiento de las células durante
dos dias con acido ocadaico producia sobre la actividad de hSERT. El &cido ocadaico es
un inhibidor de fosfatasas intracelulares y, en consecuencia, incrementa el grado de

fosforilacion de las proteinas al disminuir los fendmenos de defosforilacion celular.
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Figura 26. Efecto del tratamiento con &cido ocadaico sobre la captacion de 5-HT. Las células fueron
tratadas dos dias con 4cido ocadaico 5x107 M. La concentracién de 5-HT para medir el transporte fue
2x107 My el tiempo de incubacion fue de 6 minutos. Los resultados se expresan como la media + error
estandar de 3 experimentos independientes. *p<0,05 comparado con el control.

Los resultados muestran, de nuevo, que el aumento del grado de fosforilacion de
hSERT produce una reduccién de la actividad transportadora del mismo (Figura 26). En
conclusion, todos estos datos confirmaron la importancia moduladora del grado de
fosforilacion de la proteina en la actividad de hSERT.
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1.7. Discusion general

Los resultados obtenidos en este apartado nos han permitido, en primer lugar,
establecer la expresion y funcionalidad del transportador de serotonina hSERT en las
células Caco-2. Esta linea celular, cuyo origen es un adenocarcinoma de colon humano,
ha mostrado ser un buen modelo de célula epitelial intestinal en condiciones de
diferenciacion en las cuales ya ha sido utilizada como modelo en numerosos estudios
relacionados con la fisiologia del epitelio intestinal. En nuestro caso, las células Caco-2
han mostrado transcribir el ARNm que codifica hSERT, y sintetizar la correspondiente
proteina que ha sido detectada mediante western blot. Esta proteina presenta un tamafio
molecular de aproximadamente 80 kDa, coincidente con el descrito por otros autores en
diferentes tejidos, salvo pequefias oscilaciones, posiblemente debidas a diferentes

grados de glicosilacion.

Asimismo, las células Caco-2 muestran capacidad de transportar 5-HT
especificamente, ya desde los primeros estadios de diferenciacion, si bien la medicién
de tasas elevadas de transporte especifico se obtuvo tras, al menos, 5 dias después de la
confluencia. El transporte especifico observado es bloqueado por los inhibidores
descritos del transportador de 5-HT, indicando que la captacion de 5-HT en células
Caco-2 es en gran parte debida a la funcionalidad de hSERT. El hecho de que se
produzca una expresion temprana del transportador SERT en las células Caco-2, brinda
la posibilidad de establecer experimentos de respuesta de hSERT ante condiciones de

tratamiento con diversas sustancias que dure diversos dias.

Uno de los objetivos principales del presente trabajo era poder establecer un
modelo celular humano de expresion de SERT con el fin de poder realizar estudios de
regulacion y maodificacion de este transportador en condiciones fisioldgicas Yy
fisiopatoldgicas. Por ello, el hecho de que las células Caco-2 sean capaces de transportar
5-HT mediante el transportador hSERT es un dato inicial, pero resulta de interés
fundamental determinar si las caracteristicas de este transporte son coincidentes con las
ya descritas por otros autores en diferentes tejidos y modelos celulares. Por ello,
realizamos una serie de experimentos encaminados por un lado a realizar la
caracterizacion cinética del transporte de 5-HT (calculo de Kt, Vmax y Kd) y la
determinacidn de la cinética de inhibicion del transporte mediante fluoxetina (calculo de
ICs0). Los resultados obtenidos en el presente trabajo corroboran el hecho de que el
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transporte observado en las células Caco-2 presenta unas caracteristicas cinéticas de
transporte de 5-HT y un valor de 1Cso para la fluoxetina coincidentes con los ya
descritos para el transportador SERT. Todos estos resultados, por tanto, han
caracterizado la linea celular Caco-2 como un modelo “in vitro” de expresion y funcion

del transportador SERT humano.

El siguiente paso que se decidié dar con el fin de estudiar el transportador SERT
en las células Caco-2, consisti6 en estudiar la regulacion de la actividad del
transportador mediada por segundos mensajeros intracelulares. Se analizaron dos tipos
de mecanismos intracelulares, el mediado por la PKC y el mediado por el AMPc.
Resultados previos obtenidos por otros autores han demostrado que la proteina SERT es
susceptible de sufrir fosforilaciones, y que estas fosforilaciones tienen consecuencias en
el transporte de 5-HT mediado por SERT. Especialmente, la PKC parece estar
implicada en la reduccién de la capacidad de transporte de 5-HT en los tejidos tratados
debido a la fosforilacion e internalizacion de la proteina. Los resultados obtenidos en el
presente trabajo muestran que la activacion de la PKC provoca una reduccion de la
captacion de 5-HT, sin llegar a bloquear el transporte, y este efecto es parcialmente
anulado cuando se someten las células al efecto de inhibidores de la PKC. El efecto se
detecto tanto a tiempos cortos de exposicion (30 minutos), como en tratamiento de 24 6
48 horas de las células con activadores de la PKC, y ademas ha mostrado ser
dependiente de la dosis de activador administrada. Estos datos corroboran los ya
obtenidos por otros autores en otros tejidos respecto al transportador SERT cuando la
activacion de la PKC se producia a tiempos cortos. Sin embargo, el tratamiento largo
(24 o 48 h) muestra una persistencia de la reduccion del transporte de 5-HT que de
nuevo parece ser dependiente en parte de la activacion de la PKC, lo cual discrepa de
resultados obtenidos por otros autores en células Caco-2, que han descrito una
regulacion a la baja (down-regulation) a tiempos largos de exposicion de las células a
activadores de PKC (Alrefai y cols. 2004).

La estimulacion de la PKC a largo plazo se ha visto que afecta a la capacidad
(Vmax) del transportador de SERT. Estos resultados corroboran los resultados
obtenidos por otros autores (Ramamorthy y Blakely, 1999; Qian y cols. 1997; Jayanthi
y cols. 2005), donde a tiempos cortos de tratamiento con activadores de PKC se produce
una fosforilacién y una posterior internalizacion, modificando de esta manera la

distribucién y densidad en la membrana de SERT y por lo tanto, una disminucion en
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capacidad de transporte. Estudios recientes han demostrado que modificaciones del
calcio intracelular mediados por hormonas, pueden ser las responsables de la inhibicidn
de la actividad de SERT (Koldzic y cols. 2004). En nuestro trabajo, hemos demostrado
que en las células Caco-2 el efecto de la PKC sobre SERT (disminucion de la Vmax),

continta después de un tratamiento a largo plazo.

También se realizo el estudio del efecto de la activacion de la via intracelular de
AMPc y de la PKA sobre el transporte de 5-HT mediada por hSERT. Los experimentos
se realizaron sobre células diferenciadas que expresaban hSERT y se ensayaron dos
condiciones una de efecto a corto plazo (4 y 8 h) y una tercera condicion de efecto a
largo plazo (24 y 48 h). En todas las condiciones estudiadas se detecto reduccion del
transporte de 5-HT. Este efecto indica que la respuesta intracelular producida por el
aumento de AMPc conduce a la inhibicién del transporte de 5-HT siendo el efecto
creciente a medida que aumenta la duracion del tratamiento, lo cual nos induce a pensar
que no se detecta regulacion a la baja (down-regulation) como consecuencia del
tratamiento a largo plazo. Al igual que se observo con la activacién de la PKC, el AMPc

afecta fundamentalmente la Vmax del transporte de 5-HT mediado por hSERT.

Nuestros resultados parecen estar de acuerdo con el hecho de que la
fosforilacion de hSERT, bien por PKC o PKA, produce una disminucion del transporte
de 5-HT mediada por SERT, si bien, tal como afirma Blakely y cols. (1998) el efecto
por activacién de PKA es menor. La importancia del grado de fosforilacion sobre la
actividad de hSERT ha quedado asimismo corroborada por el efecto inhibidor que el

tratamiento con &cido ocadaico presenta sobre la actividad de hSERT.
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IV.2.ESTUDIO DE LA REGULACION FISIOLOGICA DE
hSERT EN LAS CELULAS CACO-2

La proteina SERT es la encargada de realizar la recaptacion de la serotonina
hacia el interior celular, disminuye asi la disponibilidad de la misma en el espacio
extracelular, reduce la interacciéon de la 5-HT con sus receptores de membrana en la
célula diana, y, en consecuencia, impide o modula los efectos fisiologicos de la 5-HT.
La expresion y la actividad de hSERT han sido descritas en los sistemas nerviosos
central y entérico (Chen y cols. 2001; Rudnkic y Clark, 1993) y también en células no
neuronales, como son las plagquetas (Lesch y cols. 1993) y las células epiteliales de la
mucosa gastrointestinal (Chen y cols. 1998; Martel y cols. 2003; Wade y cols. 1996).

La 5-HT esta implicada en la etiologia de numerosas enfermedades del sistema
nervioso central como son la depresién, ansiedad y esquizofrenia (Purselle y Nemeroff,
2003) y también del tracto gastrointestinal, como es el sindrome de intestino irritable y
la colitis ulcerosa (Coates y cols. 2004; Gershon 2004). Por este motivo, el
transportador de serotonina (SERT) esta siendo una diana molecular interesante para
sustancias terapéuticas que modifican la disponibilidad de 5-HT inhibiendo la actividad
de SERT. Estas sustancias son efectivas en tratamientos repetitivos a largo plazo. La
inhibicion de la actividad de SERT aumenta la disponibilidad de la serotonina en el
medio extracelular, lo cual puede llegar a desensibilizar los receptores de serotonina,
alterando la actividad serotoninérgica, tal y como numerosos estudios han demostrado.
Asimismo, hipotéticamente también SERT puede ser afectado por el aumento de
disponibilidad de 5-HT en el medio extracelular, sin embargo este efecto no ha sido

estudiado.

El efecto a largo plazo de la 5-HT sobre SERT permanece sin ser esclarecido. Se
han realizado estudios del efecto de la 5-HT sobre SERT a corto plazo. Asi, se ha
demostrado que la 5-HT disminuye la fosforilacion dependiente de PKC y su posterior
internalizacion (Ramammoorthy y Blakely, 1999). También, estudios recientes han
propuesto un mecanismo alostérico en SERT por el cual diversos antidepresivos
modularian su actividad (Chen y cols, 2005, Neubauer y cols.2006; EI Mansary y cols.
2007). En cualquier caso, estos estudios no determinan como afecta a la actividad de

SERT el tratamiento a largo plazo con 5-HT. En este sentido, Unicamente se ha
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observado una disminucién en los niveles de ARNm de SERT cuando se reduce la
concentracion de 5-HT (Linnet y cols. 1995), por lo que el efecto a largo plazo de la 5-

HT sobre SERT permanece sin ser esclarecido.

Dada la ausencia de resultados concluyentes que expliquen el efecto del aumento
de la disponibilidad de 5-HT sobre hSERT, nos propusimos estudiar el efecto que ejerce
el tratamiento a largo plazo de 5-HT en la actividad y expresién del transportador de
serotonina humano, hSERT, utilizando el modelo celular Caco-2, que previamente
habiamos validado en el apartado anterior. Este apartado constituye, por tanto, el
estudio de la regulacion fisioldgica de hSERT en las células Caco-2 (Objetivo 4).
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2.1. Efecto del tratamiento con 5-HT sobre el transporte de serotonina

y sus constantes cinéticas

El hecho de que las células Caco-2 expresen de modo significativo el
transportador y sea funcional a lo largo de sucesivos dias posteriores a la confluencia,
tal como hemos demostrado anteriormente, nos ha permitido disefiar experimentos para
estudiar el efecto del tratamiento cronico de 5-HT sobre hSERT, mediante su adicion al
medio de incubacion y tras haber seleccionado el estadio de diferenciacion celular de

inicio y la duracion del tratamiento.

En primer lugar nos propusimos estudiar el efecto del tratamiento bajo diferentes
concentraciones de serotonina (rango entre 10° y 10™ M) sobre la captacion de 5-HT en
las células Caco-2. El tratamiento empezo el dia 5 post-confluencia (décimo dia de
siembra) y dur0 4 dias. Transcurridos los dias de tratamiento, las células se encontraban
en un nivel de diferenciacion correspondiente al dia 9 post-confluencia, y la medida del
transporte se llevd a cabo segin el método indicado en el apartado de Material y
Métodos. EI medio de cultivo sin suero fetal, se suministro a las células 48 horas antes
del experimento de transporte, para prevenir el efecto de la 5-HT presente en el suero
fetal bovino. Esta condicion no afectd ni a la diferenciacion ni a la actividad de hSERT
de las células Caco-2. Los resultados obtenidos son mostrados en la Figura 27.
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Figura 27. Estudio del efecto del tratamiento de las células Caco-2 bajo distintas concentraciones de
serotonina sobre el transporte de 5-HT. El rango de la concentracién de 5-HT fue entre 10°-10* M. El
tiempo de tratamiento fue de 4 dias. En los experimentos de transporte se utilizé una concentracion de
2x107 My el tiempo de incubacién fue de 6 minutos. Los resultados se expresan como porcentaje del
valor control y corresponden a la media * error estandar de cinco determinaciones independientes.
*p<0,05 respecto al control correspondiente.
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Los resultados obtenidos muestran que el tratamiento con 5-HT produce una
disminucion del transporte de serotonina, siendo significativo solo cuando las células
son tratadas con altas concentraciones de 5-HT (10° M a 10 M). Con el fin de
caracterizar este efecto, se estudio la relacion existente entre el tiempo de tratamiento de
las células y la inhibicion del transporte, para lo cual se midio la captacion de 5-HT en
células sometidas a distintos periodos de tratamiento. La concentracion de serotonina
que se utilizé fue de 10 M, dado que es la concentracion a la cual se obtuvo el mayor

efecto inhibidor. Los resultados han sido representados en la Figura 28.
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Figura 28. Efecto del tratamiento con 5-HT sobre la captacién de 5-HT en las células Caco-2. Los
experimentos se llevaron a cabo a distintos tiempos de tratamiento y se utilizé una Gnica concentracion de
5-HT: 10* M. C = condicién control, en el cual las células no han sido tratadas. Los periodos de
tratamiento fueron: 30 minutos (30 min.), 6 horasy 24 horas (6 hy 24 h),y 2 y 4 dias (2d y 4 d). En los
experimentos de transporte se utilizd una concentracion de 2x10” My el tiempo de incubacion fue de 6
minutos. Los resultados se expresan como porcentaje del valor control y corresponden a la media + error
estandar de cinco determinaciones independientes. *p<0,05 respecto al control correspondiente.

Los resultados obtenidos muestran que el tratamiento con 5-HT disminuye la
actividad de hSERT. Este efecto es dependiente del tiempo, alcanzando la respuesta
maxima después de un dia de tratamiento; el efecto se mantiene igual tras 4 dias de
tratamiento. En cuanto a la concentracion de 5-HT, una inhibicion significativa se
obtiene al tratar las células a una concentracion de 5-HT elevada: 10* M y con tan sélo
6 horas de tratamiento. Con estos resultados podemos concluir que el tratamiento de las
células Caco-2 con 5-HT es dosis y tiempo dependiente; a mayor concentracion de 5-
HT se obtiene una mayor inhibicion del transporte de 5-HT y lo mismo ocurre con el

tiempo de tratamiento.
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Con el fin de continuar con la caracterizacion del efecto producido por el
tratamiento con 5-HT sobre la actividad de hSERT, y poder determinar mas
concretamente cual es la afectacion del transporte de 5-HT, se llevd a cabo el estudio
cinético de dicho transporte en células tratadas con 5-HT.

El estudio cinético nos permite determinar las constantes cinéticas Vmax, Kty
Kd en cada condicion experimental. La Kt hace referencia a la afinidad por el sustrato, y
la Vmax hace referencia a la capacidad del transportador, como ya se ha mencionado
anteriormente. Los experimentos se realizaron en células Caco-2 tratadas con 5-HT
segun el protocolo del apartado anterior, es decir, desde el dia 5 post-confluencia hasta
el dia 9. Se ensayaron dos tratamientos con concentraciones de 5-HT, 10* My 10° M
respectivamente. Se midio el transporte de 5-HT en un rango de concentraciones entre
10 y 5x10° M tanto en condiciones normales, como en ausencia de Na*, (sustituido
equimolecularmente con colina), con el fin de determinar el componente saturable Na'-
dependiente y su afectacion por el tratamiento con 5-HT. El transporte Na*-dependiente
se calcul6 mediante la sustraccion al valor del transporte total (en condiciones
normales) del valor correspondiente en ausencia de Na'. A partir de esta regresion, se
calcularon los valores de Vmax y Kt para cada condicién: control y tratamiento con
serotonina 10> M y 10 M. Asimismo, los valores de transporte en ausencia de Na*
permitieron calcular el valor de la Kd, y poder determinar de este modo si existia alguna
alteracion de la permeabilidad al 5-HT mediada por el tratamiento con 5-HT. Para estos
calculos se utilizo el programa GraphPad Prism como en casos anteriores. Los valores

obtenidos estan indicados en la Tabla 5 y los datos se representan en la Figura 29.

Tabla 5. Efecto del tratamiento de 5-HT sobre las constantes cinéticas del transporte mediado por
hSERT. Las constantes cinéticas Vmax, Kt y Kd han sido calculadas a partir de 3 experimentos
independientes y los datos corresponden a la media + error estandar. *p<0,05 comparado con el valor
control.

CONDICIONES Vmax Kt Kd
(pmol 5-HT / mg prot) (uUM) (ul / mg prot)
Control 28,12 + 3,60 0,29 + 0,04 525+ 0,71
5-HT 10° M 16,91 + 2,90* 0,34 + 0,07 4,74 + 0,35

5-HT 10*M 12,80 + 1,90* 0,49 +0,11* 5,35+0,91




Resultados y Discusion 121

m Control
A 5-HT10°M
v 5-HT10% M

pmol 5-HT / mg prot

[5-HT] 1M

Figura 29. Estudio cinético del efecto del tratamiento con 5-HT sobre el transporte de 5-HT mediado por
hSERT. Condiciones experimentales: Control, células no tratadas; 5-HT 10°° M, las células eran tratadas
durante 4 dias con 5-HT 10° M; 5-HT 10 M, las células eran tratadas durante 4 dias con 5-HT 10 M.
Los resultados se expresan como pmoles de 5-HT captados / mg proteina y son la media + error estandar
de 3 experimentos independientes.

A partir de los resultados obtenidos en el estudio cinético se observa que la
inhibicion mediada por el tratamiento con serotonina parece afectar al valor de la Vmax,
que resulta reducida significativamente en los dos tratamientos ensayados, y el valor de
la Kt, que aumenta en ambos tratamientos, pero que resulta significativo solo tras el
tratamiento con 5-HT 10™ M.

Esta disminucion del valor de Vmax y aumento del valor de Kt indican que tanto
la capacidad como la afinidad del transportador resultan reducidas por efecto del
tratamiento con 5-HT. Ello sugiere que el tratamiento con 5-HT puede afectar a la
disponibilidad de moléculas transportadoras en la membrana y también a la afinidad del

transportador en la membrana, lo cual indicaria una inhibicién de tipo mixto.
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2.2. Efecto del tratamiento a largo plazo con 5-HT sobre la expresion
de mRNA de hSERT.

Los resultados obtenidos muestran un efecto funcional de 5-HT sobre el
transportador hSERT, que puede implicar alteraciones moleculares de la propia proteina
en su sintesis 0 en su propia estructura. El siguiente paso para poder clarificar la
afectacion de hSERT provocada por el tratamiento con 5-HT exigia de modo
indispensable realizar la determinacién el efecto molecular sobre hSERT debido al
tratamiento con 5-HT. Para ello inicialmente se determind el efecto sobre la expresién
de ARNm de hSERT, en células tratadas con 5-HT 10 M, durante 4 dfas (efecto

maximo).

El ARNm se determin6 mediante una RT-PCR semicuantitativa partiendo del
ARN total extraido de las células control y sometidas a tratamiento. El protocolo se

encuentra detallado en el apartado de Material y Métodos.
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Figura 30. Efecto del tratamiento con serotonina sobre la expresion de ARNm de hSERT. Las células
fueron tratadas durante 4 dfas (a partir del quinto dia post-confluencia) con serotonina 10 M. Imagen
izquierda: Producto de la RT-PCR semicuantitativa de hSERT vy de la actina en células control y células
tratadas con serotonina. Imagen derecha: Cuantificacion de la intensidad de las bandas obtenidas a partir
del producto de PCR en células control y células tratadas con 5-HT. Se expresan los resultados como
densidad de las bandas hSERT/actina en unidades arbitrarias establecidas por el sistema de analisis de
imagen. Los resultados corresponden a la media de 3 experimentos independientes.
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Tal y como se puede observar en los resultados obtenidos el tratamiento con 5-
HT parece no alterar el nivel de ARNm (Figura 30). Ello puede indicar que el
tratamiento de las células con 5-HT no afecta el proceso de transcripcion del gen
hSERT.

No existen estudios en los que se haya determinado la regulacion de la expresion
del ARNm mediado por aumento de su propio sustrato, la 5-HT. Los resultados
publicados relacionados con la modulacion de SERT por 5-HT (Linnet y cols. 1995)
muestran que los niveles de ARNm de hSERT de cerebro de rata se reducen tras
someter a los animales durante 10 dias a una reduccion de 5-HT mediante el tratamiento
subcrénico con un bloqueante de la sintesis de 5-HT, y consideran los autores que este
es un efecto adaptativo, sin conocer el mecanismo. No obstante, estos resultados se
contradicen con los resultados previos de otros autores (Dewar y cols. 1992) que, con el
mismo modelo, concluyen que la reduccion de 5-HT en cerebro de rata no afectaba ni la

capacidad maxima de unién ni la constante de disociacién de [*H]paroxetina a SERT.
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2.3. Efecto del tratamiento con 5-HT en la expresion de la proteina
hSERT.

Los resultados previos obtenidos con el tratamiento a largo plazo con serotonina
parecen apuntar a un posible efecto post-transcripcional de dicha sustancia sobre
hSERT. Dado que, ademas, el estudio cinético apunta a una alteracion de la Vmax,
parecid indispensable determinar la expresion de la proteina hSERT en las células

Caco-2 tras el tratamiento con serotonina.

Para medir la expresion de la proteina se llevé a cabo la técnica de SDS-PAGE,
electrotransferencia e inmunodeteccién (western blot). Para la realizacién de estos
experimentos, primeramente preparamos las muestras de material celular. Para ello las
células Caco-2, en estadio de diferenciacion correspondiente al dia 9 post-confluencia
(14 dias tras la siembra), fueron sometidas a homogeneizacion, sonicacion y
centrifugacion diferencial con el fin de purificar el material membranoso celular. Una
vez cuantificada la concentracion proteica de las muestras, se depositaron 60 pg de
proteina, tanto del homogenado celular, como de la membrana apical, para ser
sometidas a electroforesis en geles de poliacrilamida al 8% con el fin de obtener su
separacion segin el peso molecular, y posteriormente fueron transferidas a una
membrana de PVDF. La membrana con las proteinas transferidas fue sometida a la
accion de un anticuerpo monoclonal de ratén anti-hSERT humano (Mab Technologies,
USA) a una concentracion de 1:500 y posteriormente se incubd con un anticuerpo
secundario ligado a un sistema que permitiera la deteccion por quimioluminiscencia
(HRP). EIl desarrollo de estas técnicas se descubre en el apartado de Material y
Métodos. Asimismo, las membranas fueron rehibridadas tras su decapado con un
anticuerpo anti-p-actina para poder cuantificar la expresion de hSERT en relacion a la

[-actina, utilizada como control.
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Figura 31. Efecto del tratamiento con 5-HT sobre la expresion de la proteina hSERT. Las células Caco-2
fueron tratadas con serotonina 10 M durante 4 dias tras lo que se preparé un homogenado total celular y
una fraccion rica en membrana apical de las células. En la parte superior se representa la captura de la
imagen de la inmunodeteccion. Como control del depo6sito de proteina se determin6 la expresion de la B-
actina, sobre la que posteriormente se estimé la expresion de hSERT. Los resultados se han expresado
como valor de la densidad de la banda hSERT/actina, y corresponden a la media + error estandar de seis
determinaciones.

El resultado obtenido nos indica que el tratamiento con 5-HT no altera el nivel
de la proteina total (homogenado celular) ni de la proteina en el borde en cepillo de las
células (Figura 31). Estos resultados analizados conjuntamente con del apartado anterior
(nivel de ARNm) parecen indicar que el tratamiento con 5-HT no alteraria la sintesis de
hSERT. Asimismo, el hecho de que el contenido en hSERT en la membrana no se vea
alterado por el tratamiento con 5-HT sugiere que la inhibicion producida por este
tratamiento podria estar localizado en la propia proteina transportadora cuando se

encuentra en la membrana celular.
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2.4. Reversibilidad del tratamiento con 5-HT sobre la funcionalidad de
SERT

El hecho de que los resultados anteriores apunten a un efecto con repercusién en
la propia molécula proteica hSERT en la membrana, sin afectar su disponibilidad, abre
un amplio abanico de posibilidades en los mecanismos implicados, que pasamos a

desgranar experimentalmente.

Antes de proseguir, y con el fin de caracterizar el efecto del tratamiento con 5-
HT sobre hSERT, parecié interesante clarificar si el efecto a largo plazo de 5-HT sobre
el transporte de 5-HT era o no reversible. Con este fin, se llevaron a cabo una serie de
experimentos en los cuales se establecieron tres grupos: un grupo control, donde las
células no fueron tratadas; células tratadas con serotonina 10 M durante 4 dias y
células tratadas con serotonina durante 4 dias a las que se les retird el tratamiento a
diferentes periodos de tiempo (recuperacion): 30 minutos, 6 horas, 1 dia y 2 dias. En
todos estos tipos celulares se midi6 la captacion de 5-HT tras el tratamiento
correspondiente. La recuperacion se llevo a cabo adicionando a las células medio de

cultivo sin serotonina. Los resultados se muestran en la Figura 32.

Tal como muestran los resultados obtenidos, y que aparecen en la Figura 32, la
inhibicion del transporte de 5-HT producido por el tratamiento con 5-HT va
reduciéndose a medida que aumenta el tiempo de recuperacion de las células, hasta
alcanzar una recuperacion casi total del transporte tras 2 dias sin tratamiento. Por tanto,
el tratamiento con serotonina no produce un dafo irreversible celular que afecte el

transportador hSERT vy su actividad.
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Figura 32. Estudio de la reversibilidad del tratamiento con serotonina en el transporte de 5-HT. El tiempo
de tratamiento fue de 4 dias a partir del quinto dia después de la confluencia. Se ensayaron distintos
tiempos de recuperacion: 30 minutos (30 min.), 6 horas (6h), 1 dia (1d) y 2 dias (2d). La concentracion de
5-HT que se utilizé fue 10 M. En los experimentos de transporte se utilizé una concentracion de 5-HT
de 2x10” M y el tiempo de incubacion fue de 6 minutos. Los resultados de la figura estan indicados en %
de transporte de 5-HT respecto al control. Los resultados se expresan como la media + error estandar
calculada de cinco experimentos independientes. *p<0.05 respecto al control correspondiente. #<0,05
respecto al valor de su correspondiente tratamiento con 5-HT (4d).
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2.5. Papel de los segundos mensajeros intracelulares en el tratamiento
con 5-HT

Uno de los mecanismos de regulacién mas descritos en proteinas de membrana
celular es la fosforilacion mediada por cinasas intracelulares. Resultados previos
presentados en el presente trabajo han mostrado que los sistemas activadores del nivel
de fosforilacion intracelular tales como la estimulacion de la PKC, el aumento de la
disponibilidad de AMPc y la inhibicion de las fosfatasas intracelulares producen una
disminucion de la actividad del transportador hSERT. Asimismo, diversos estudios,
(Qian y cols. 1997; Ramamoorthy y Blakely, 1999) y los resultados previos de este
trabajo, han mostrado que la activacion de la PKC y del AMPc producen una
disminucion de la capacidad (Vmax) de SERT Con el fin de poder clarificar el
mecanismo intracelular por el cual el tratamiento con 5-HT afecta a la funcionalidad de
hSERT, se disefiaron una serie de experimentos en los que se traté de determinar si la
PKC y/o el AMPc eran mediadores de los efectos observados.

Para llevar a cabo este estudio las células Caco-2 se sometieron a un tratamiento
simultaneo, durante 4 dias, con serotonina (10 M) y durante 2 dias con PMA (10 M),
un activador de la PKC y d-AMPc (10 M), un analogo no metabolizable del AMPc, y
durante 2 o 4 dias con BIS Il (2x10° M) y KT 5720 (KT) (10° M), inhibidores
respectivamente de la PKC y PKA. Los resultados se han muestran en las Figuras 33 y
34.

Los resultados obtenidos muestran que tanto el tratamiento de las células con
PMA (activacién de PKC), como con d-AMPc disminuyen la captacion de 5-HT, y este
efecto es aditivo a la reduccion obtenida por el tratamiento con serotonina. Ademas, el
efecto de la serotonina no se bloquea ni con BIS, inhibidor de la PKC, ni con KT,
inhibidor de la PKA. Sin embargo, estos agentes inhibidores revierten el efecto del
PMA 'y del d-AMPc en el transporte de 5-HT significativamente. De estos resultados se
puede deducir que el tratamiento con serotonina utiliza mecanismos intracelulares
independientes de la actividad de la PKC o el AMPc.
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Figura 33. Papel de la PKC sobre el efecto del tratamiento con 5-HT en el transporte de 5-HT. Las
condiciones de tratamiento fueron: 5-HT 10 M (4 dias); PMA 10° M (2 dias); 5-HT 10* M (4 dias) +
PMA 10° M (2 dias); PMA 10° M (2 dias) + BIS 2x10° M (2 dias); 5-HT 10 M (4 dias) + BIS Il 2x10°
M (4 dias); BIS I 2x10® M (4 dias). En los experimentos de transporte se utilizo una concentracion de 5-
HT de 2x107 My el tiempo de incubacién fue de 6 minutos. Los resultados se expresan como porcentaje
del valor control y corresponden a la media + error estdndar de seis determinaciones. *p<0,05 respecto al
control. #<0,05 respecto al valor de tratamiento con 5-HT.
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Figura 34. Papel del AMPc sobre el efecto del tratamiento con 5-HT en el transporte de 5-HT. Las
condiciones de tratamiento fueron: 5-HT 10 M (4 difas); d-AMPc 107 M (2 dias); 5-HT 10 M (4 dias)
+ d-AMPc 10 M (2 dias); d-AMPc 10 M (2 dias) + KT 5720 10°® M (2 dias); 5-HT 10 M (4 dias) +
KT 5720 10° M (4 dias); KT 5720 10° M (4 dias). En los experimentos de transporte se utilizé una
concentracion de 5-HT de 2x107 M y el tiempo de incubacién fue de 6 minutos. Los resultados se
expresan como porcentaje del valor control y corresponden a la media + error estandar de seis
determinaciones. *p<0,05 respecto al control correspondiente. #<0,05 respecto al valor del tratamiento
con 5-HT.
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2.6. Papel de los receptores serotoninérgicos 5-HT,, 5-HT; y 5-HT, en

el efecto producido por el tratamiento con serotonina sobre hSERT

Los resultados obtenidos hasta el momento indican que el tratamiento con
serotonina reduce la actividad de hSERT vy dicho efecto parece deberse a una alteracién
de la proteina de la membrana que se produce por mecanismos independientes de la via
fosforilativa de la PKC y del AMPc.

La actividad serotoninérgica se debe a la interaccién de la 5-HT con sus
receptores especificos. Han sido descritas en la bibliografia la expresion y funcion de
los receptores 5-HT,, 5-HT3; y 5-HT4 en el epitelio intestinal (Salvador y cols. 1997;
Alcalde y cols. 2000). Dado que las células Caco-2 son de tipo enterocitario, cabia la
posibilidad de que estos receptores pudieran estar mediando los efectos observados del

tratamiento con 5-HT.

Con el fin de esclarecer esta posibilidad se realizaron una serie de experimentos
en los que se determing el efecto del tratamiento de 5-HT en presencia de ritanserina,
zacoprida 0 GR 113808 (antagonistas de 5-HT,, 5-HT3 y 5-HT, respectivamente). Para
ello las células fueron tratadas durante 4 dias con 5-HT vy ritanserina, zacoprida o GR

113808, y posteriormente se midié la captacion de 5-HT.

Los resultados representados en la Figura 35 muestran que la inhibicion
producida por el tratamiento con 5-HT no se revierte por el tratamiento simultaneo con
ninguno de los antagonistas ensayados. Asimismo, ninguno de los tratamientos
realizados con los tres antagonistas afectd significativamente la captacion de 5-HT en
las células. Por lo tanto, podemos decir que el efecto producido por el tratamiento con

serotonina no parece estar mediado a través de los receptores 5-HT,, 5-HT3 y 5-HT,.
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Figura 35. Estudio de la implicacion de los receptores 5-HT,, 5-HT3 y 5-HT, en el efecto producido por
el tratamiento con 5-HT. Las células fueron tratadas 4 dias con 5-HT 10 M (5-HT) y/o ritanserina (Rit),
zacoprida (Zac) o GR 11808 (GR) 10 M. En los experimentos de transporte se utilizé una concentracion
de 5-HT de 2x107 M y el tiempo de incubacién fue de 6 minutos. Los resultados se expresan como % del
valor control y corresponden a la media + error estandar de 5 determinaciones independientes. *p<0,05

comparado con el valor control.
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2.7. Efecto del tratamiento con fluoxetina y citalopram sobre la
actividad de hSERT en células tratadas con 5-HT

Los resultados obtenidos hasta el momento indican que el tratamiento con 5-HT
produce inhibicién de la actividad de hSERT, que es reversible y parece deberse a una
alteracion que afecta al transportador sin producirse modificacion ni en la sintesis de la
proteina ni en su disponibilidad en la membrana. Asimismo, la alteracion de la proteina
en la membrana parece ser independiente de la actividad fosforilativa de la PKC o la
mediada por AMPc.

Diversos estudios llevados a cabo en tejido neuronal cerebral y en membranas de
plaquetas has demostrado la existencia de al menos dos sitios de union en la proteina
SERT: un sitio primario de alta afinidad, que permite el transporte de 5-HT, y un sitio
alostérico de baja afinidad, que modula la union de ligandos en el sitio de alta afinidad
Yy, que en consecuencia, controla el transporte de 5-HT (Plenge y Mellerup, 1985;
Plenge y cols. 1991; Wennogle y Meyerson, 1985). La 5-HT puede unirse a ambos
sitios (Neubauer y cols. 2006), actuando como un modulador alostérico para la union de
numerosos ligandos de alta afinidad de SERT (Chen y cols. 2005). Dentro de los SSRIs,
se ha descrito que la fluoxetina no interacciona con el sitio alostérico, sin embargo el
citalopram si lo hace con ambos sitios de union (Chen y cols. 2005), el de alta afinidad

y el alostérico, de baja afinidad.

Por lo tanto, y teniendo en cuenta los resultados del presente trabajo y los datos
aportados por otros autores, se puede plantear la posibilidad de que la 5-HT actle como
un auto-regulador alostérico en hSERT, que module el transporte de si mismo. Un dato
interesante que hay que considerar es el hecho de que el tratamiento con 5-HT solo
produce efecto a elevada concentracion de 5-HT, 10 M, valor alejado de la Kt obtenida

para el transporte de 5-HT mediado por hSERT (rango entre 2-6x10"" M).

Con el fin de clarificar esta posibilidad se han llevado a cabo una serie de
experimentos en los que se ha medido la captacion de 5-HT en células sometidas
durante dos dias, bien al tratamiento con 5-HT 10* M y/o simultineamente con
fluoxetina 10®y 10”7 M, o bien al tratamiento con 5-HT 10™ M y/o con citalopram 107°-
107 M o 10°-10" M. En el primer caso se pretende estudiar si el efecto de 5-HT
implica el sitio de alta afinidad, y en el segundo si implica a ambos sitios de unién, de

alta y baja afinidad. Los resultados se muestran en las Figuras 36 y 37.
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Figura 36. Efecto del tratamiento con fluoxetina en la captacién de 5-HT en células tratadas con 5-HT.
En condiciones control, las células no son tratadas. En las condiciones de tratamiento, las células fueron
tratadas con 5-HT 10™* M durante dos dias y/o fluoxetina (107 0 10® M) durante 2 dias. La concentracion
de 5-HT en la medida de transporte fue de 2x10”7 M vy el tiempo de incubacién fue de 6 minutos. Los
resultados corresponden al % de captacion de 5-HT respecto al control y se expresan como la media +
error estandar calculada de 5 experimentos independientes. *p<0,05 respecto al valor 5-HT. #<0,05
respecto al valor de fluoxetina correspondiente.
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Figura 37. Efecto del tratamiento con citalopram en el transporte de 5-HT en células tratadas con 5-HT.
En condiciones control, las células no son tratadas y el tratamiento con 5-HT fue de 10* M durante dos
dias. Las células fueron tratadas con citalopram (CIT) 10°, 108 107, 10° 0 10* M durante dos dias. En
los experimentos de transporte se utilizd una concentracion de 5-HT de 2x107 M vy el tiempo de
incubacién fue de 6 minutos. Los resultados estan indicados en % de transporte de 5-HT respecto al
control, y se expresan como la media + error estandar calculada de 5 experimentos independientes.
*p<0.05 respecto al valor de 5-HT. #<0,05 respecto al valor de citalopram correspondiente.
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Los resultados nos indican que tanto el tratamiento con fluoxetina como el
tratamiento con 5-HT reducen significativamente la captacion de 5-HT y ademas ambos
efectos se sumaron al simultanear las dos sustancias en el tratamiento. El efecto aditivo
parece indicar que ambos tratamientos actGan por distintos mecanismos. Como la
fluoxetina actla sobre hSERT Unicamente en el sitio de alta afinidad, cabe pensar que la
5-HT, a alta concentracion podria estar actuando sobre el sitio alostérico de hSERT.
Ademas, si la 5-HT actla desde este sitio alostérico, podria haber afectado la union de
fluoxetina en el sitio de alta afinidad, pero este tipo de experimento no permite discernir
ni la cinética ni el momento de unién. Lo cierto es que el efecto del tratamiento con 5-
HT se ve incrementado por el efecto de fluoxetina, y ello indica que la fluoxetina ejerce

su efecto también y por distinto mecanismo que la 5-HT.

Para corroborar la posibilidad de que 5-HT actle desde el sitio alostérico, se
realizaron los experimentos con citalopram. Los resultados muestran que cuando la
concentracion de citalopram es baja (10°-107 M), situacién en la cual sélo presenta
afinidad por el sitio primario de alta afinidad de hSERT, el efecto del tratamiento con 5-
HT era aditivo, indicando de nuevo la posibilidad de que la 5-HT actle desde el sitio
alostérico, sumando su efecto al del citalopram. Sin embargo, cuando la concentracién
de citalopram era alta 10 y 10 M, situacion en la cual existe afinidad también por el
sitio alostérico, el efecto no se adicionada al del tratamiento con 5-HT. Con estos
resultados y los obtenidos con fluoxetina podria plantearse el hecho de que el
tratamiento con 5-HT esté afectando al sitio alostérico para alterar el transporte de 5-HT

en el sitio de alta afinidad.

Ademas de la informacidn obtenida acerca de la posible implicacién del sitio
alostérico en el efecto inhibidor del tratamiento con 5-HT, el estudio del efecto
simultaneo con los SSRIs, fluoxetina y citalopram, permite conocer el efecto global
sobre hSERT que se produce al aplicar un tratamiento con estos farmacos, donde
coexisten la presencia del farmaco y el aumento de la disponibilidad de 5-HT, como
consecuencia del efecto de los SSRIs. Por tanto, y a este respecto, estos resultados
también informan de que la inhibicion real de hSERT es mayor como suma de ambos
efectos, lo cual incide en aumentar ain mas la disponibilidad de 5-HT en el medio

extracelular.
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2.8. Discusion general

El objetivo de este apartado del trabajo ha sido el estudio del tratamiento a largo
plazo con 5-HT sobre la actividad y expresion de hSERT. De este modo observaremos
la afectacion serotoninérgica mediada por el aumento de la disponibilidad extracelular
de 5-HT.

Este estudio se ha llevado a cabo en las células Caco-2, en las que, tras como se
muestra en el primer apartado, se ha caracterizado el transporte de 5-HT mediado por

hSERT y se ha determinado su expresion.

Los resultados obtenidos muestran que el tratamiento con 5-HT disminuye la
actividad de hSERT. Este efecto es dependiente del tiempo del tratamiento, alcanzando
una respuesta maxima al cabo de un dia, y de la concentracion de 5-HT, siendo
significativa a altas concentraciones (10°-10™ M), y obteniendo el efecto mayor a una
concentracion de 5-HT de 10 M. Esta concentracion se encuentra alejada del valor de
la Kt de hSERT (del orden de 10”7 M), sin embargo, se encuentra en el rango de la 5-HT
fisiologica. Asi, en un estudio previo realizado en cerebro de rata (Bunin y Wightman,
1998) se realizo el calculo de la concentracion de 5-HT cuando alcanzaba el receptor, y
se estimd que llegaba a ser 6 mM. Sin embargo, inmediatamente tras la liberacion en el
espacio extracelular alcanza un valor maximo de 5,5x10® M. De modo similar, en
nuestro cultivo celular la administracion del tratamiento se realizaba una vez al dia, lo
cual supone la disponibilidad de alta concentracion de 5-HT en el momento de adicionar
el tratamiento. Sin embargo posteriormente la 5-HT penetra en las células y va
desapareciendo progresivamente del medio de cultivo. Por lo tanto, el modelo de
tratamiento con 5-HT no se alejaria de una situacion fisioldgica.

Para profundizar més en las caracteristicas funcionales de este efecto inhibitorio,
realizamos un estudio cinético para poder determinar las constantes cinéticas, Vmax,
Kty Kd. Los resultados muestran que el tratamiento con 5-HT durante 4 dias disminuye
la Vmax, y produce aumento de la Kt. Por lo tanto, parece que el tratamiento con 5-HT
reduciria tanto a la capacidad como a la afinidad de hSERT.

Estos resultados abren muchas posibilidades respecto a los procesos que pueden
estar implicados en el efecto inhibitorio observado. Por ello, el primer aspecto que se ha
abordado es la alteracién del proceso de sintesis y de la disponibilidad de hSERT en las
celulas después del tratamiento. Los resultados han mostrado que ni la sintesis ni la
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expresion de la proteina hSERT en la célula, en general, ni en la membrana, en
particular, parecen estar afectados por el tratamiento con 5-HT, lo cual apunta a un
efecto sobre la propia molécula ubicada en la membrana. El hecho de que la alteracién
de la Vmax no vaya acompafiada de una afectacion de la disponibilidad de
transportadores en la membrana ha sido descrito también por otros investigadores en el
caso de SERT (Ramamoorthy y cols. 2007).

La modulacién de la expresion génica de SERT mediada por la propia 5-HT ha
sido previamente estudiada por otros autores (Linnet y cols. 1995) que concluyen que la
expresion de SERT en cerebro de rata disminuye en situaciones de reduccion
subcrénica de 5-HT. Sin embargo, estos resultados se contradicen con los de otros
autores (Dewar y cols. 1992) que, con el mismo modelo, concluyen gue la reduccion de
5-HT en cerebro de rata no afecta ni la capacidad maxima de union ni la constante de
disociacion de [*H]paroxetina a SERT. En el presente trabajo se trata de un aumento de

5-HT y tampoco se ha obtenido alteracion de la expresion molecular de hSERT.

A pesar de que las condiciones de tratamiento de las células, tal como hemos
mencionado anteriormente, pueden ser consideradas fisioldgicas, y dado que el efecto
parece estar situado sobre la propia molécula de hSERT, pareci6 importante determinar
que el tratamiento con 5-HT no producia efecto irreversible sobre la funcion de hSERT.
Los resultados han mostrado que las células recuperan la actividad de hSERT tras varios

dias sin tratamiento, lo cual parece descartar esta posibilidad.

Siguiendo con la busqueda de mecanismos intracelulares que pudieran estar
implicados en la inhibicion de la actividad de hSERT, se plante0 la posibilidad de que
determinados procesos de fosforilacion mediados por cinasas intracelulares, participaran
en dichos mecanismos. Por ello se estudiaron dos posibles candidatos: la PKC y la via
fosforilativa del AMPc. Estudios previos han demostrado que hSERT es una proteina
con grupos serina/treonina que se pueden fosforilar por PKC y PKA vy, de hecho, la
fosforilacion por medio de estas cinasas ha mostrado ser un mecanismo de regulacién
de la actividad de hSERT (Ramamoorthy y Blakely, 1999; Qian y cols. 1997). Sin
embargo, los resultados obtenidos en el presente trabajo parecen excluir la actividad de
estas cinasas como mediadoras del efecto producido por el tratamiento de 5-HT sobre
hSERT.
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Otra posibilidad dentro de la mediacion del efecto de 5-HT podria ser la
participacion de receptores serotoninérgicos, que tras la union de la 5-HT durante el
tratamiento, desencadenarian mecanismos intracelulares que pudieran ser responsables
de los efectos observados. Tres son los tipos de receptores que fundamentalmente se
han descrito en el epitelio intestinal: 5-HT,, 5-HT3 y 5-HT,4 (Salvador y cols. 1997;
Alcalde y cols. 2000). Se intent6 determinar su posible papel mediante antagonistas
especificos a los mismos. Los resultados, de nuevo, parecen indicar que ninguno de
estos receptores estaria implicado en el efecto inhibitorio de hSERT producido por el
tratamiento de 5-HT.

Los resultados hasta el momento obtenidos indican que el efecto del tratamiento
con 5-HT afecta a la propia molécula hSERT, alterando su funcionalidad. Sin embargo,
este efecto no parece estar mediado por la fosforilacion de la proteina hSERT mediada
por PKC y AMPc, ni por la mediacion de receptores serotoninérgicos. Sin embargo, el
efecto es reversible, lo cual apuntaria a un efecto modulador fisiolégico. Todo ello llevo
a plantear la posibilidad de un efecto directo sobre la molécula hSERT en sitios

especificos reconocidos por ligandos, como la 5-HT.

En este sentido, diversos estudios realizados en cerebro y plaquetas, han
demostrado que existen al menos dos sitios de union en la proteina SERT: el primero,
de alta afinidad, que media el transporte de 5-HT y el segundo, un sitio alostérico de
baja afinidad, que regula la unién de los ligandos al primer sitio de union (Plenge y
Mellerup, 1985; Plenge y cols. 1991; Wennogle y Meyerson, 1985). Se ha demostrado
que la 5-HT tiene afinidad por los dos sitios de union (Neubauer y cols. 2006) y que
acta como un efector alostérico ante numerosos ligandos de alta afinidad de SERT
(Chen y cols. 2005). Cabria la posibilidad de que la 5-HT pudiera unirse a estos sitios y
actuar como un efector autorregulador alostérico modificando el transporte. En nuestro
estudio la 5-HT reduce su propio transporte después del tratamiento a alta concentracién
(10™* M), lejos del valor descrito para la Kt (del orden de 10”7 M). Este hecho sugiere
que el efecto de la 5-HT puede que esté mediado por la accion del sitio de baja afinidad
de hSERT.

Esta posibilidad fue estudiada mediante experimentos en los que se realizo
tratamiento simultaneo con 5-HT y/o fluoxetina o citalopram, y los resultados han sido

bastante clarificadores. El citalopram presenta afinidad por los dos sitios mencionados
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anteriormente, el sitio alostérico y el sitio donde se media el transporte, mientras que la

fluoxetina no presenta ningun efecto alostérico (Chen y cols. 2005).

Nuestros resultados muestran que el efecto del tratamiento con 5-HT es aditivo
al efecto inhibitorio ejercido por la fluoxetina a cualquier concentracién. Sin embargo,
en el caso del citalopram, sélo a baja concentracion de citalopram (10”7 M) es aditivo el
efecto de la 5-HT. Con estos resultados podemos concluir que la actividad de hSERT es
inhibida mediante el tratamiento con 5-HT, el cual podria actuar directamente en la
proteina hSERT alterando su funcionalidad, y cabria plantear la posible implicacion del
sitio de union de baja afinidad de hSERT en el efecto del tratamiento con 5-HT,

obteniendo de este modo un efecto alostérico.

En resumen, el tratamiento con 5-HT produce una inhibicion de la actividad de
SERT mediante un mecanismo independiente al de la transcripcion, sintesis de
proteinas o procesos post-traduccionales. Este efecto podria ser consecuencia de la

accion sobre la propia molécula transportadora SERT.

Ademas de la aportacién en el conocimiento de la regulacion de hSERT, estos
resultados tienen relevancia fisioldgica y terapéutica en cuanto a la regulacién de la
actividad de hSERT, y pueden ayudar a aclarar la respuesta del sistema serotoninérgico
después de un tratamiento a largo plazo con drogas que aumentan la disponibilidad de

5-HT en el medio extracelular, lo que es conocido como el sindrome serotoninérgico.
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IV.3.ESTUDIO DE LA REGULACION FARMACOLOGICA
DE hSERT MEDIADA POR EL TRATAMIENTO A
LARGO PLAZO DE LAS CELULAS CACO-2 CON
FLUOXETINA.

La serotonina y las alteraciones de la actividad serotoninérgica del sistema
nervioso central (Mann, 2003) han sido consideradas como uno de los factores
responsables de las patologias asociadas a trastornos de la conducta en el hombre.
Asimismo, ha sido ampliamente descrito que trastornos crénicos inflamatorios e
infecciosos del tracto gastrointestinal, como el IBD (Inflammatory bowel disease,
enfermedad inflamatoria intestinal) y el IBS (Irritable Bowel Syndrome, sindrome del
colon irritable), presentan una muy significativa afectacion del sistema serotoninérgico
gastrointestinal (Linden y cols. 2003). Por esta causa, gran parte de la terapia
farmacoldgica utilizada en estas patologias es dirigida sobre este sistema
serotoninergico. El transportador de serotonina, es una de las dianas mas importantes
para diversas moléculas farmacoldgicas en tratamientos de alteracion de la conducta
(Blier y Szabo, 2005) y para enfermedades gastrointestinales (Baker, 2005). Dentro del
grupo de las moléculas con efecto farmacoldgico serotoninérgico se encuentran los

inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (SSRIs) (Frazer, 1997).

Los SSRIs inhiben rapidamente la captacion de 5-HT, lo cual proporciona un
aumento inmediato de la disponibilidad de 5-HT en el medio extracelular. Sin embargo,
el efecto maximo terapéutico se obtiene después de semanas o incluso meses de
tratamiento repetido, lo cual sugiere que ademas de la inhibicion de la recaptacion de
serotonina, se producen otros cambios adaptativos a largo plazo que contribuyen a los

efectos terapéuticos.

Diversos grupos de investigacion han intentado determinar el efecto agudo de
los inhibidores especificos de la recaptacion de serotonina (SSRIs) sobre SERT. Asi,
Ramamoorthy y Blakely (1999), por ejemplo, demostraron que la paroxetina y el

citalopram modificaban el nivel de la fosforilacion de SERT mediado por la PKC.
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En lo que se refiere a los efectos cronicos de los antidepresivos, la mayor parte
de los estudios han ido encaminados a estudiar el efecto sobre las autorreceptores o los
receptores post-sinapticos serotoninérgicos, y las respuestas que ellos generan (Pifieyro
y cols. 1994; Blier y Bouchard, 1994; Auerbach y Hjorth, 1995). El efecto a largo plazo
de los SSRIs sobre la funcionalidad de SERT no ha sido estudiado con profundidad
(Martel y cols. 2004; Pifieyro y cols. 1994 y Scholss y Henn, 2004), aunque estudios
recientes apuntan la importancia que puede tener el tratamiento a largo plazo con SSRIs

sobre la recaptacion de 5-HT mediada por SERT (Frazer y cols. 1999).

Los resultados obtenidos en diversos estudios realizados “in vivo”, con
tratamientos a largo plazo con SSRIs, parecen ser bastante confusos. Asi, se han
realizado diversos estudios para determinar el efecto de los antidepresivos sobre la
disponibilidad de SERT vy sobre sus niveles de mRNA. Muchos resultados muestran un
aumento de los pardmetros (Hrdina y Vu, 1993; Lopez y cols. 1994), otros una
disminucion (Lesch y cols. 1993; Watanabe y cols. 1993; Kuroda y cols. 1994; Pifieyro
y cols. 1994; Neumaier y cols. 1996) y otros en cambio, no detectan alteracion alguna
(Cheetham y cols. 1993; Burnet y cols. 1994; Spurlock y cols.1994; Gobbi y cols.
1997).

La fluoxetina es una de las moléculas mas utilizadas como inhibidor de la
recaptacion de serotonina para tratar enfermedades psiquiatricas. Asimismo, se ha visto
que en aquellas patologias producidas fuera del sistema nervioso central, en las cuales
se encuentra involucrada la funcionalidad de la serotonina, el tratamiento con SSRIs
también mejora la sintomatologia. Tal es el caso del IBS en el cual el tratamiento con
antidepresivos ha presentado un beneficio inequivoco para algunos pacientes (Pace y
cols. 1995) y no por su efecto antidepresivo, sino por efectos directos sobre el sistema
nervioso entérico y la fisiologia gastrointestinal, debidos a su condicién de inhibidores

de la recaptacion de serotonina (Gorard y cols. 1995).

Dado que los efectos del tratamiento a largo plazo con SSIRs sobre la funcion y
expresion de hSERT no ha sido estudiada en profundidad, y los datos que existen al
respecto parecen ser contradictorios, nos planteamos estudiar el efecto que, el
tratamiento a largo plazo con fluoxetina, produce sobre el transportador hSERT en las
células Caco-2, para lo cual se han desarrollado los apartados experimentales que a
continuacion se describen y que se enmarcan dentro del objetivo 5 planteado en el
presente trabajo.
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3.1. Efecto del tratamiento a largo plazo con fluoxetina sobre la
actividad de hSERT

El hecho de que las células Caco-2 expresen de modo significativo el
transportador hSERT y sea funcional a lo largo de sucesivos dias posteriores a la
confluencia, tal como hemos demostrado anteriormente, nos ha permitido disefiar
experimentos en los cuales se puede estudiar el efecto del tratamiento crénico de
fluoxetina sobre el transportador hSERT, mediante su adicion al medio de incubacion y
tras haber seleccionado el estadio de diferenciacion celular de partida y la duracion del
tratamiento. La fluoxetina es un inhibidor especifico del transporte de 5-HT mediado
por SERT (SSRI) que, como ya hemos mostrado en experimentos anteriores, inhibe el

transporte de 5-HT al ser adicionada al medio de transporte.

En primer lugar nos propusimos estudiar el efecto del tratamiento sobre la
captacion de 5-HT en las células Caco-2 con diferentes concentraciones de fluoxetina
(rango comprendido entre 10® y 10° M). El tratamiento empez6 el dia 5 post-
confluencia (décimo dia de cultivo) y durd 4 dias. Transcurridos los dias de tratamiento,
las células se encontraban en un nivel de diferenciacion correspondiente al dia 9 post-
confluencia, y el experimento de transporte se llevo a cabo segun el método indicado en
el apartado de Material y Métodos. Debemos hacer mencion especial al hecho de que ni
el medio de cultivo sin suero fetal, que se suministraba a las células 6 horas antes del
experimento de transporte, ni el tampon | con el que se incuban las células 30 minutos a
37°C, contenian fluoxetina. Asimismo, y en el momento de realizar la medida de
transporte, el medio de incubacién estaba también libre de fluoxetina. Los resultados

obtenidos son mostrados en la Figura 38 correspondiente.

Los resultados obtenidos muestran que el tratamiento con fluoxetina disminuye
significativamente el transporte de 5-HT a todas las concentraciones de fluoxetina
ensayadas. Estos resultados indican, por un lado, que aunque la fluoxetina de un modo
directo es un inhibidor del transporte de 5-HT mediado por hSERT, también es capaz de
ejercer alteraciones en la célula capaces de inhibir dicho transporte, pero en este caso no
se trataria de un efecto por contacto directo de la fluoxetina con el transportador en el
momento de realizar el transporte de 5-HT, sino que se podria tratar de un efecto
diferido previo, dado que la fluoxetina no estaba presente en el medio de transporte ni

en el medio de cultivo desde 6 horas antes.
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Figura 38. Estudio del efecto del tratamiento de las células Caco-2 con diferentes concentraciones de
fluoxetina sobre el transporte de 5-HT. Las células fueron tratadas desde el dia 5 hasta el dia 9 post-
confluencia. Las concentraciones de fluoxetina se encontraban en un rango entre 10% y 10° M. La
concentracion de 5-HT fue 2x10”" M. Tiempo de incubacién = 6 minutos. Los resultados corresponden a
4 experimentos y se han expresado como la media * error estandar del porcentaje del transporte en
condiciones control. *p<0,05 comparado con el valor control.

Asimismo se detecta una gradacion en la inhibicion, que es mayor a medida que la
concentracion de fluoxetina con la que se trataron las células es mayor, llegando a una
inhibicion del 80% para una concentracion de fluoxetina 10° M. Se calculé el valor de
ICs0, que se muestra en la Figura 38.

Con el fin de caracterizar en mayor profundidad el efecto del tratamiento con
fluoxetina sobre hSERT, se realizaron experimentos de medida del flujo apical-basal de
5-HT en células Caco-2 tratadas 4 dias con fluoxetina 10”7 M, adicionando la fluoxetina
en el lado apical o en el lado basal. Con estos experimentos se pretendia, ademas de
medir el efecto sobre el flujo transepitelial de 5-HT, determinar si la fluoxetina requiere
estar en contacto con el borde membranoso apical para ejercer su inhibicidn sobre el

transporte de 5-HT.

Los resultados se representan en la Figura 39, y muestran que el tratamiento con
fluoxetina tanto administrada desde lado apical como desde el lado basal, produce una
reduccién significativa del flujo de 5-HT apical-basal. Estos resultados sugieren que la
fluoxetina no ejerce un efecto directo sobre hSERT aunque no podemos descartar que

las moléculas atraviesen la barrera epitelial. Ademas, esta inhibicion tiene repercusion en
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la acumulacion celular de 5-HT, representada en la Figura 40, resultando
significativamente disminuida tanto cuando es afiadido en el lado apical, como en el

basal, sugiriendo que el efecto de la fluoxetina se localiza sobre hSERT del borde apical.
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Figura 39. Efecto del tratamiento con fluoxetina sobre el flujo apical-basal de 5-HT, en placas
bicompartimentales. Las células fueron tratadas 4 dias con fluoxetina 10 M, bien en el compartimento
apical o en el basal. Se utiliz6 una concentracién de 5-HT de 1x107 My los flujos se midieron cada 10
minutos. Los resultados se expresan en pmol de 5-HT / 10 minutos y corresponden a la media + error
estandar de 3 experimentos independientes. *p<0,05 comparado con el valor control.
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Figura 40. Efecto del tratamiento con fluoxetina sobre la acumulacion de 5-HT medida en placas
bicompartimentales. Las células fueron tratadas 4 dias con fluoxetina 10 M, bien en el compartimento
apical 0 en el basal. Se utilizé una concentracion de 5-HT de 1x107 My los flujos se midieron cada 10
minutos. Se midio la acumulacion de 5-HT desde el lado apical al interior celular. Los resultados se
expresan como pmol de 5-HT / mg proteina y corresponden a la media + error estdndar de 3 experimentos
independientes. *p<0,05 comparado con el valor control.
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Con el fin de descartar posibles alteraciones de la resistencia eléctrica
transepitelial producida por el tratamiento con fluoxetina, se determind este parametro
mediante un sistema de medida de resistencia eléctrica (Millicell-ERS) tal como se ha
indicado en el apartado de Material y Métodos. Los resultados obtenidos mostrados en

la Tabla 6 indican que el tratamiento con fluoxetina 10”7 M durante 4 dias no afecta la

resistencia eléctrica transepitelial.

Tabla 6. Medida de la resistencia transepitelial en células Caco-2. Efecto del tratamiento con fluoxetina

107 M durante 4 dias.

Q/cm?
Control 208,745
Fluoxetina apical 206,7 +5,8

Fluoxetina basal

202,7+1,9
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3.2. Estudio del efecto del tratamiento con fluoxetina sobre la

funcionalidad e integridad de las células Caco-2.

El epitelio intestinal, y mas concretamente los enterocitos, es el encargado de
finalizar la digestion de moléculas proteicas ingeridas y parcialmente digeridas por
proteasas gastricas (pepsina) o pancreaticas. En la membrana del borde en cepillo de los
enterocitos se ubican entre otros, peptidasas encargadas de romper los enlaces
peptidicos y liberar aminoacidos, dipéptidos o tripéptidos, aptos para ser transportados
por el borde en cepillo mediante sistemas especificos de transporte. Una de estas

peptidasas es la aminopeptidasa N.

Los resultados mostrados en el apartado anterior muestran que el tratamiento con
fluoxetina durante 4 dias reduce la captacion de 5-HT en las células Caco-2 mediada
por hSERT, siendo este efecto muy significativo a la concentracion de 10° M,

eligiéndose esta concentracion para valorar los efectos maximos de la fluoxetina.

Dado que la fluoxetina es una sustancia de tipo farmacoldgico que en el presente
trabajo se adiciona durante varios dias con el fin de determinar efectos a largo plazo,
nos parecio indispensable, determinar si dicho tratamiento farmacologico al que se ha
sometido a las células produce algin tipo de alteracion en la propia fisiologia de las
células Caco-2 que pudiera interferir o desvirtuar el efecto observado sobre hSERT.

Con este fin se plantearon una serie de experimentos en los que se determind la
actividad de la enzima aminopeptidasa N, segln se describe en el apartado de Material y
Métodos. Se midi6 la actividad aminopeptidasa N de las células Caco-2 sometidas al
tratamiento durante 4 dias con dos concentraciones de fluoxetina, 10® y 10° M, y

también se comparé con el efecto agudo (30 minutos) de la fluoxetina 10° M.

Los resultados obtenidos se representan en la Figura 41 y muestran que ninguna
de las condiciones de tratamiento con fluoxetina altera la actividad de la aminopeptidasa
N. Especialmente interesante es el hecho de que la concentracién de fluoxetina (10° M)
y la duracion de tratamiento (4 dias) a las cuales se obtuvo el efecto mas significativo

sobre hSERT, no muestra alteracion de la actividad de la aminopeptidasa N.
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Figura 41. Efecto de la fluoxetina sobre la actividad de la aminopeptidasa N. Se han ensayado dos
concentraciones de fluoxetina (FLX) 10® y 10° M; se han seleccionado dos periodos de tratamiento,
agudo (30 minutos) y a largo plazo (4 dias). Los resultados se expresan como actividad especifica en
mU / mg proteina y son la media + error estandar de 4 experimentos independientes.
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3.3. Estudio del efecto de la fluoxetina a diferentes tiempos de
tratamiento y determinacion de la reversibilidad del efecto del

tratamiento de fluoxetina sobre SERT

Tal como hemos mencionado en apartados anteriores la fluoxetina es un
inhibidor de la recaptacion de serotonina y del transportador SERT, que para ejercer su

efecto terapéutico requiere una accion continuada y repetida durante dias y semanas.

Con el fin de caracterizar mas el efecto inhibidor de la captacién de 5-HT
mediada por el tratamiento con fluoxetina, se realizd el estudio de la influencia de la
duracion del tratamiento sobre la inhibicion de hSERT. Para ello, se trataron las células
con fluoxetina 107 M durante 4, 5, 6, 8 y 10 dias, y se compar el transporte de 5-HT
con el de las células no tratadas (control) a idénticas condiciones de diferenciacién. El
resultado obtenido muestra, que el efecto de la fluoxetina fue maximo ya a los 4 dias de
tratamiento y la inhibicion de la captacion de 5-HT no se ve modificada
significativamente con tratamientos de mayor duracién (Figura 42). Este dato nos
permite establecer la duracion del tratamiento en 4 dias como tiempo Optimo de

experimentacién para posteriores estudios.
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Figura 42. Efecto de la duracidn del tratamiento con fluoxetina sobre la captacién de 5-HT. El transporte
de 5-HT se midié a distintos tiempos de tratamiento (4, 5, 6, 8, y 10 dias). La concentracién de la
fluoxetina fue de 107 M. En los experimentos de transporte de 5-HT, la concentracion de 5-HT fue 2x10”"
My el tiempo de incubacién de 6 minutos. Los resultados son expresados en % de transporte de 5-HT
respecto al control y se expresan como la media + error estandar calculada de 5 experimentos
independientes. *p<0,05 respecto al control correspondiente.
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La fluoxetina ha sido descrita como un inhibidor de la recaptacion de 5-HT que
se une al sitio de transporte de 5-HT en SERT, pero que no resulta ser transportada por
dicho transportador (Chen y cols. 2005). En toda la experimentacion realizada en el
presente estudio, la fluoxetina se extrae del medio que estd en contacto con las células 6
horas antes del experimento de medida de transporte, lo cual hace pensar en un efecto
indirecto de la fluoxetina, aunque el hecho de que la fluoxetina tras un tratamiento
duradero pueda producir efectos irreversibles sobre hSERT no puede ser descartado.
Por ello, y con el fin de caracterizar el efecto de dicho tratamiento sobre hSERT,
parecié interesante clarificar si el efecto a largo plazo de la fluoxetina, sobre el

transporte de 5-HT era o no reversible.
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Figura 43. Esquema de la pauta de tratamiento y recuperacién al que han sido sometidas las células para
determinar la reversibilidad del efecto del tratamiento con fluoxetina sobre la captacion de 5-HT. En
ordenadas se expresa la duracién del tratamiento en dias. Los histogramas muestran la duracion y las
condiciones de tratamiento de las células.

Con este fin se llevaron a cabo una serie de experimentos en los que se
establecieron tres grupos de células: un grupo control, donde las células no han sido
tratadas y son mantenidas durante diferentes dias en cultivo; células tratadas con

fluoxetina 10”7 M durante 4 dias y células tratadas con fluoxetina durante 4 dias a las
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que se les retird el tratamiento y se midio la captacion de 5-HT tras 1, 2, 4 o 6 dias de
recuperacion. El tratamiento de las células Caco-2 comenzo el dia 5 después de la
confluencia (décimo dia de siembra). La recuperacion se llevé a cabo adicionando a las
celulas medio de cultivo carente de fluoxetina. En la Figura 43 se ha disefiado un

esquema explicativo de la pauta de tratamiento en estos experimentos.

Tal como muestran los resultados obtenidos, y que aparecen ilustrados en la
Figura 44, la inhibicion del transporte de 5-HT producido por la fluoxetina va
reduciéndose a medida que aumenta el tiempo de recuperacion de las células. Esta
recuperacion ya es significativa con 1 dia sin tratamiento, pero son necesarios al menos
4 dias para que el efecto de la fluoxetina deje de ser significante. Por lo tanto, podemos
concluir que el tratamiento con fluoxetina no produce un dafio celular irreversible que

afecte el transportador hSERT vy su actividad, de manera permanente.
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Figura 44. Reversibilidad del efecto del tratamiento con fluoxetina sobre el transporte de 5-HT. El
tiempo de tratamiento fue de 4 dias a partir del quinto dia después de la confluencia. Se ensayaron
distintos tiempos de recuperacion (1, 2, 4 y 6 dias). La concentracion de fluoxetina que se utilizé fue 107
M. En los experimentos de transporte, se utilizé una concentracién de 5-HT de 2x107 My el tiempo de
incubacion fue de 6 minutos. Los resultados de la figura se han indicado en % de transporte de 5-HT
respecto al control y los resultados se expresan como la media + error estandar calculada de 4
experimentos independientes. *p<0,05 respecto al control correspondiente; #p<0,05 respecto al transporte
de 5-HT después de 4 dias de tratamiento sin recuperacion (4d).
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3.4. Estudio cinético del efecto del tratamiento con fluoxetina sobre
SERT

Los resultados obtenidos muestran que el transporte de 5-HT mediado por
hSERT es disminuido por efecto del tratamiento de las células Caco-2 con fluoxetina, y
dicha alteracién del transportador parece ser previa a un efecto inmediato de interaccion
directa entre SERT y la fluoxetina en el instante de la medida del transporte. Con el fin
de continuar con la caracterizacion del efecto producido por el tratamiento con
fluoxetina sobre la actividad de hSERT, y poder determinar mas concretamente cual es
la afectacion del transporte de 5-HT, se llevd a cabo un estudio cinético del transporte
de 5-HT en células tratadas con fluoxetina.

El estudio cinético nos permite determinar las constantes cinéticas Vmax y Kt en
cada condicion experimental. Los experimentos se realizaron en células Caco-2 tratadas
con fluoxetina segun el protocolo del apartado anterior, es decir, desde el dia 5 post
confluencia hasta el dia 9. Se ensayaron dos concentraciones de fluoxetina, 5x10° My
107 M, que producen efecto inhibidor de la actividad de hSERT sin llegar a bloquear
completamente el transporte de 5-HT, y que por lo tanto permitiran poder detectar
posibles alteraciones en las constantes cinéticas Kt o0 Vmax. Se midié el transporte de 5-
HT en un rango de concentraciones entre 5x10° y 5x10° M tanto en condiciones
estandar de cultivo como en ausencia de Na®, (sustituido equimolecularmente con
colina), con el fin de determinar el componente saturable Na‘-dependiente y su
afectacion por el tratamiento con fluoxetina. El transporte Na'-dependiente se calcul6
mediante la sustraccion al valor del transporte total (en condiciones normales) del valor
correspondiente en ausencia de Na'. Estos valores fueron adecuados mediante una
regresion no lineal a la ecuacion correspondiente al componente saturable del
transporte. A partir de esta regresion no lineal, se calcularon los valores de Vmax y Kt
para cada condicion. Asimismo, los valores de transporte en ausencia de Na
permitieron calcular el valor de la Kd, y poder determinar de este modo si existia alguna
alteracion de la permeabilidad al 5-HT mediada por el tratamiento con fluoxetina. Para
estos calculos se utilizd el programa GraphPad Prism. Los valores obtenidos estan
indicados en la Tabla 7 y las cinéticas han sido representadas en las Figuras 45A y 45B

correspondiente
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Figura 45. Estudio cinético del transporte de 5-HT en células Caco 2 tratadas con fluoxetina.
Condiciones: Control = Sin tratamiento; Fluoxetina 5x10® y 107 M = Células tratadas con fluoxetina
desde le dia 5 hasta el dia 9 post-confluencia. A) Cinética del transporte Na*-dependiente; B) Cinética de
la captacion de 5-HT en ausencia de Na*. Los resultados corresponden a 4 experimentos independientes y
se expresan como la media + error estandar.
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Tabla 7. Valores de las constantes cinéticas de la captacién de 5-HT en células Caco-2. Efecto de
tratamiento con fluoxetina (FLX). *p<0,05 comparado con el valor control.

Condicion Vmax Kt Kd
(pmol 5-HT / mg prot) (UM) (ul /mg prot)
Control 34,04 £1.85 1,45+0.32 2,61+0.02
FLX 5x10° M 21,71 + 1.50* 2,53 +0.67 2,51+0.03
FLX 107 M 10,65 + 3.77* 1,20 £ 0.35 2,55+0.04

A partir de los resultados obtenidos en el estudio cinético se observa que el
tratamiento con fluoxetina parece no afectar la captacion de 5-HT independiente de Na®,
es decir, no parece haber alteracion de la permeabilidad de la membrana que pudiera
interferir con los resultados obtenidos sobre el transporte mediado por hSERT (Figura
45B). Sin embargo el transporte Na’-dependiente resulta disminuido en las células
tratadas con fluoxetina (Figura 45A). Asimismo, se puede observar que la inhibicién
mediada por el tratamiento con fluoxetina afecta significativamente a la Vmax. Esta
reduccién es mayor a medida que la concentracion de fluoxetina utilizada en el
tratamiento aumenta. Sin embargo, la Kt no parece estar afectada por el tratamiento,
dado que, si bien la Kt resulta aumentada en las células tratadas con fluoxetina 5x10° M
este aumento no fue significativo, y ademas no se observa alteracién cuando el

tratamiento se realizd con fluoxetina 107 M.

La disminucién del valor de Vmax parece indicar que la capacidad del
transportador resulta reducida por efecto del tratamiento con fluoxetina. Ello podria
apuntar a que el tratamiento con fluoxetina pudiera afectar la disponibilidad de
moléculas transportadoras en la membrana, no obstante otros tipos de afectacion del

transportador hSERT no pueden ser descartados.
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3.5. Efecto del tratamiento con fluoxetina sobre la expresion del
MRNA de hSERT

Los resultados obtenidos hasta el momento muestran que el tratamiento con
fluoxetina altera la funcionalidad de hSERT, y parecen indicar una cierta alteracion del
transportador que pudiera comprometer la disponibilidad de transportador hSERT en la
membrana celular. Para poder profundizar mas en los mecanismos implicados en el
efecto que el tratamiento con fluoxetina ejerce sobre hSERT, se considerd importante
abordar estudios que informaran sobre la disponibilidad de la molécula transportadora

en la célula tras el tratamiento con fluoxetina.

Con este fin, se iniciaron una serie de experimentos dirigidos a determinar la
expresion génica y su posible alteracion por el tratamiento con fluoxetina. Se determino
la expresion del ARNm de hSERT en células tratadas, mediante la técnica RT-PCR
semicuantitativa, tal como se ha explicado en el apartado de Material y Métodos. Para
ello se obtuvo el ARN total de las células Caco-2 control y tratadas con fluoxetina
durante 4 dias a una concentracién de 10° M. Se seleccioné esta concentracién de
fluoxetina para garantizar el maximo efecto. Se determiné igualmente la expresion de p-
actina para utilizarla como control y poder realizar una cuantificacion relativa de la

expresion de hSERT. El resultado obtenido se muestra en la Figura 46
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Figura 46. Efecto del tratamiento con fluoxetina sobre los niveles de ARNm de hSERT. Las células
fueron tratadas durante 4 dias (a partir del quinto dia post-confluencia) con fluoxetina 10° M. A) RT-PCR
semicuantitativa de hSERT y de actina en células control y células tratadas con fluoxetina (FLX). B)
Cuantificacion de la densidad de las bandas correspondientes a la PCR expresada como unidades
arbitrarias de hSERT/actina. Estos resultados corresponden a 4 experimentos independientes.
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Los resultados muestran que el tratamiento con fluoxetina durante 4 dias no
altera los niveles de ARNm de hSERT. Este resultado parece indicar que el tratamiento
no afecta a la transcripcion del gen de hSERT. Se han obtenido resultados parecidos en
estudios “in vivo”, en ratas sometidas a un tratamiento con paroxetina y sertralina,
utilizando la técnica de hibridacion “in situ” (Benmansour y cols. 1999) y también en el
cerebro de ratas, tratadas con un tratamiento con fluoxetina, mediante Northern Blot
(Koed y Linnet, 1997). Otros autores han obtenido disminucion en los niveles de
ARNmM después del tratamiento con imipramina y fluoxetina (Lesch y cols. 1993 y
Neumaier y cols. 1996), o un aumento con el tratamiento de imipramina (Lopez y cols.
1994). Los resultados “in vivo” se han llevado a cabo en cerebros de ratas tratadas con
distintos antidepresivos, y el protocolo de administracion del antidepresivo variaba en
cada caso, asi como la zona del cerebro estudiada. Estos hechos podrian ser en parte la
causa de los resultados contradictorios que se han obtenido en la expresion de SERT por

efecto del tratamiento con antidepresivos.
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3.6. Efecto del tratamiento con fluoxetina sobre la expresién proteica
de hSERT

Los resultados previos obtenidos con el tratamiento a largo plazo con fluoxetina
parecen apuntar a un posible efecto post-transcripcional de dicha sustancia sobre
hSERT. Dado que la fluoxetina disminuye la actividad del transportador, y que el
estudio cinético apunta a una alteracion de la Vmax, parecio indispensable determinar la
expresion de la proteina hSERT en las células Caco-2 tras el tratamiento con fluoxetina.
Para ello, se utiliz6 la técnica SDS-PAGE vy electrotransferencia (western blot) tanto a
partir del homogenado celular, para medir la proteina hSERT celular total, como de
vesiculas de membrana apical, para medir la proteina en la superficie celular. Para esta
determinacion se realizd la biotinizacion de las células con el fin de purificar las
proteinas de membrana. La inmunodeteccion se realizd con un anticuerpo primario
policlonal de conejo (AB 1594) a una concentracion de 1:5.000. El anticuerpo primario
fue detectado mediante un anticuerpo secundario anti-conejo unido a la peroxidasa de
rabano y la deteccion se hizo por quimioluminiscencia. El desarrollo de estas técnicas

ha sido realizado en el apartado de Material y Métodos.

El estudio se realizé en células Caco-2 tratadas con fluoxetina 10°® M durante 4
dias, desde el dia 10 hasta el dia 14 después de la siembra, como en el apartado anterior.
Para validar la biotinizacion, realizamos la deteccion de la calnexina, una proteina de
reticulo endoplasmatico, la cual no debe aparecer en membrana celular ni resultar

biotinizada. Se utiliz6 como control de carga la actina (Figura 47).

Los resultados ilustrados en la Figura 47, muestran que la disponibilidad de la
proteina hSERT en la membrana celular se reduce drasticamente en las células tratadas
con fluoxetina, mientras que en estas mismas células la proteina total no muestra
variacion respecto al control. Efectos parecidos se han observado en cerebro de rata
tratada con paroxetina y sertralina, donde se ha observado una disminucion en la
densidad de SERT después de un tratamiento crénico (Benmansour y cols. 1999). En
cambio, otros autores no han obtenido ningln cambio en la expresién proteica de SERT
de cerebro de rata después de un tratamiento crénico con fluoxetina y citalopram (Gobbi
y cols. 1997). En un estudio llevado a cabo con plaquetas humanas, el tratamiento con
fluoxetina ha mostrado reducir el transporte de 5-HT sin alterar la densidad de hSERT

medida mediante el marcaje con [°H] paroxetina (Bakish y cols.1997).
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Figura 47. Efecto del tratamiento con fluoxetina sobre la expresion de hSERT. Las células fueron
tratadas con fluoxetina (FLX) 10° M durante 4 dias. A) Imagen representativa de la expresion proteica de
hSERT por western blot en membrana apical y homogenado total de células Caco-2 tratadas 0 no con
fluoxetina. Comparacion con la expresion de calnexina y actina. B) Cuantificacion de la densidad de las
bandas correspondientes a la proteina hSERT en relaciéon a la actina (hSERT/actina) expresado en
unidades arbitrarias. Los resultados corresponden a 5 experimentos independientes. *p<0,05 comparado
con el valor control correspondiente.

El hecho de que el tratamiento con fluoxetina no altere el contenido de la
proteina hSERT en el homogenado celular corrobora el resultado del apartado anterior
en el cual no parecia estar alterada la expresion del ARNm por el tratamiento con
fluoxetina. Sin embargo, la disminucién drastica que se observa en la membrana apical
de proteina hSERT parece indicar un posible proceso de internalizacion de dicha
proteina como posible mecanismo que mediaria el efecto producido por el tratamiento

con fluoxetina.
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3.7. Papel de los sistemas intracelulares reguladores del nivel de
fosforilacion en el efecto producido por el tratamiento con
fluoxetina sobre hSERT

Resultados previos presentados en el presente trabajo han mostrado que los
sistemas activadores del nivel de fosforilacion intracelular, tales como la estimulacion
de la PKC, el aumento de la disponibilidad de AMPc y la inhibicion de las fosfatasas
intracelulares producen una disminucion de la actividad del transportador hSERT.
Ademas, también se ha observado en los resultados antes expuestos, que el efecto de la
fluoxetina sobre hSERT parece estar mediado fundamentalmente por la reduccion de la

disponibilidad de hSERT en la membrana celular, sin alteracion de la transcripcion.

Uno de los mecanismos de internalizacion mas descritos para proteinas de
membrana es la fosforilacion mediada por cinasas intracelulares. En el caso del
transportador SERT, diversos estudios han mostrado que la activacion de la PKC
produce una disminucion de la capacidad (Vmax) de SERT debida a una disminucién
de la expresion de la proteina en la membrana celular (Qian y cols. 1997; Ramamoorthy
y Blakely, 1999). Ademas, recientes resultados obtenidos en cerebro de rata han
mostrado que el tratamiento crénico con fluoxetina altera el grado de fosforilacion

intracelular (Fugamalli y cols. 2005; Thome y cols. 2000).

Con estos antecedentes, y con el fin de determinar el mecanismo intracelular que
explicaria el efecto del tratamiento de fluoxetina sobre hSERT, se ha estudiado si los
sistemas de fosforilacion mediados por la PKC, el AMPc y/o la inhibicion de fosfatasas
intracelulares, actian como mediadores en la produccion del efecto de la fluoxetina
sobre hSERT.

Para llevar a cabo este estudio se sometieron las células Caco-2 a un tratamiento
simultaneo con fluoxetina (10® M) y/o PMA (10° M), un activador de la PKC, y d-
AMPc (10 M), un analogo no permeable del cAMP, y/o bisindolilmaleimida 11 (BIS)
(2x10°® M) y/o KT 5720 (KT) (10° M), inhibidores de la PKC y PKA respectivamente.
La duracion del tratamiento fue de 4 dias. La concentracion de fluoxetina que se utilizd
fue de 10® M, para obtener una inhibicion parcial de hSERT, y asi permitir la deteccion

de los posibles efectos aditivos.
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Los resultados se han representado en la Figura 48 y muestran que tanto el
tratamiento de las células con PMA, como con d-AMPc, disminuyen la captacion de 5-
HT, tal como se habia mostrado en resultados previos. Ademas, este efecto es aditivo a
la reduccion obtenida por el tratamiento con fluoxetina. El efecto de la fluoxetina no se
bloquea ni con BIS, inhibidor de la PKC, ni con KT, inhibidor de la PKA. Sin embargo,
estos agentes inhibidores revierten significativamente el efecto del PMA y del d-AMPc
en el transporte de 5-HT. De estos resultados se puede deducir que el tratamiento con
fluoxetina utiliza mecanismos intracelulares independientes de la actividad de la PKC y
del AMPc.
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Figura 48. Papel de la fosforilacion mediada por PKC o AMPc en el efecto del tratamiento de fluoxetina
sobre la captacién de 5-HT mediada por hSERT. Las condiciones de tratamiento fueron: C, células
control (no tratadas); FLX, tratamiento con fluoxetina (10® M); PMA, tratamiento con PMA (10° M);
FLX+PMA, tratamiento simultaneo con fluoxetina y PMA; FLX+BIS, tratamiento simultaneo con
fluoxetina y BIS (2x10° M); d-AMPc, tratamiento con d-cCAMP (10 M); FLX+d-AMPc, tratamiento
simultaneo con fluoxetina y d-AMPc; FLX+KT, tratamiento simultaneo con fluoxetina y KT (10° M);
PMA+BIS, tratamiento simultaneo con PMA y BIS; d-AMPc+KT, tratamiento simultaneo con d-AMPc y
KT; BIS, tratamiento con BIS; KT, tratamiento con KT. En los experimentos de transporte se utiliz6 una
concentracion de 2x10” My el tiempo de incubacion fue de 6 minutos. Los resultados se han expresado
como % de la captacién en condiciones control y son la media + error estandar de 5 experimentos
independientes. *p<0,05 comparado con el valor control; #p<0,05 comparado con el valor PMA (en caso
de los valores de FLX+PMA) o el valor de d-AMPc (en el caso de los valores FLX+d-AMPCc).

A pesar de que la fluoxetina no parece utilizar el mecanismo fosforilativo
mediado por la PKC o el AMPc, el papel de la fosforilacion de hSERT no puede ser

descartado en el efecto ejercido por el tratamiento de fluoxetina. Con el fin de clarificar
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esta posibilidad se realizaron una serie de experimentos en los que se trataron las células
con fluoxetina y se compar6 con el efecto producido por el tratamiento con acido
ocadaico, un inhibidor de las proteinas fosfatasas intracelulares. En este caso la
concentracion de fluoxetina utilizada en el tratamiento fue 107 M y se probaron dos
concentraciones de acido ocadaico, 5x107 y 10° M. Asimismo, se ensayaron tratamientos

de fluoxetina de 2 y 4 dias, siendo el tratamiento con &cido ocadaico de 2 dias.

Los resultados se representan en la Figura 49, y muestran que el tratamiento con
acido ocadaico produce efecto aditivo al del tratamiento con fluoxetina, es decir, parece
que el efecto producido por el tratamiento con fluoxetina podria ser independiente del
grado de fosforilacion de hSERT o bien diferentes cinasas estarian implicadas en
procesos de fosforilacidn, y algunas de ellas podrian ser activadas por el tratamiento con
fluoxetina, aunque nosotros no hemos podido identificarlas. Habria que inhibir toda
fosforilacion celular para poder afirmar que el grado de fosforilacion no es un
mecanismo implicado en el efecto de la fluoxetina. Otra posibilidad es que la fluoxetina
activa, quizas mediante union a otras proteinas, a las proteinas de la familia SNARE que
median el fendmeno de la internalizacion, como ocurre con otras proteinas

transportadoras de membrana (Grusorin y Macanlay, 2003).

pmol 5-HT / mg prot

Figura 49. Efecto del tratamiento con el acido ocadaico sobre el transporte de 5-HT. Las células fueron
tratadas durante 2 y 4 dias con fluoxetina 107 My con é4cido ocadaico durante 2 dias. Se utilizaron dos
concentraciones de 4cido ocadaico: 0,5x10° My 1x10® M. Los resultados se han expresado como pmol
de 5-HT / mg proteina y se expresan como la media + error estandar calculada de 5 experimentos
independientes. *p<0,05 respecto al control. #p<0,05 respecto al valor FLX correspondiente (de 2 o 4
dias de tratamiento).
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3.8. Papel de los receptores serotoninérgicos 5-HT,, 5-HT; y 5-HT, en

el efecto producido por el tratamiento con fluoxetina sobre hSERT

Los resultados hasta el momento obtenidos indican que el tratamiento con
fluoxetina reduce la actividad de hSERT de modo reversible por desencadenamiento de
mecanismos intracelulares independientes de PKC, AMPc y del grado de fosforilacion
intracelular que, en dltima instancia, producen una internalizacion del transportador sin

afectar la expresion genica del mismo.

Diversos estudios realizados para determinar el efecto antidepresivo del
tratamiento cronico con fluoxetina han demostrado que dicho farmaco actua alterando la
actividad de receptores serotoninérgicos en el sistema nervioso central (Pejchal y cols.
2002; Ni y Miledi, 1997). Recientes estudios han demostrado que el epitelio intestinal
expresa receptores serotoninérgicos 5-HT,, 5-HT3; y 5-HT4 (Alcalde y cols. 2000;
Salvador y cols.1997).

Con el fin de intentar clarificar los mediadores que contribuyen al efecto
observado del tratamiento con fluoxetina sobre hSERT se realizaron una serie de
experimentos en los que se determind el efecto del tratamiento de fluoxetina en
presencia de ritanserina, zacoprida o GR 113808 (antagonistas 5-HT,, 5-HT3; y 5-HT,
respectivamente). Para ello las células fueron tratadas durante 4 dias con fluoxetina 10”
M vy ritanserina, zacoprida o0 GR 113808 10° M y se midi6 la captacién de 5-HT en las

condiciones descritas en el apartado de Materiales y Métodos.

Los resultados representados en la Figura 50 muestran que la inhibicion producida
por el tratamiento con fluoxetina no result6 revertida por el tratamiento simultaneo con
ninguno de los antagonistas ensayados. Asimismo, ninguno de los tratamientos con los
tres antagonistas afectd significativamente la captacion de 5-HT en las células. En
consecuencia, parece evidenciarse que el efecto producido por el tratamiento con
fluoxetina no estd mediado por el efecto de la fluoxetina sobre los recetores 5-HT», 5-
HT3;y 5-HT,.

Asimismo, no cabe plantearse que el efecto de la fluoxetina pudiera provocar un
aumento de la disponibilidad de 5-HT que desensibilizara estos receptores en las células
Caco-2, lo cual explicaria la falta de efecto mediado por ellos, dado que estas células

expresan hSERT pero no sintetizan 5-HT, y en consecuencia el nivel de 5-HT no
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interfiere en el presente trabajo, si no es adicionado al medio de cultivo (que no es el
caso).
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Figura 50. Papel de los receptores serotoninérgicos 5-HT,, 5-HT3z y 5-HT, en el efecto producido por el
tratamiento con fluoxetina sobre hSERT. La concentracion de fluoxetina fue 107 M. La concentracion de
ritanserina (RIT), zacoprida (ZAC) y GR 113808 (GR) fue 10”° M. El tratamiento tuvo una duracién de 4
dias. En los experimentos de transporte se utilizd una concentracién de 2x107 M y el tiempo de
incubacion fue de 6 minutos. Los resultados se expresan como pmol de 5-HT / mg proteina y son la
media + error estdndar de 3 experimentos independientes. *p<0,05 comparado con el control.
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3.9. Discusion general

Los inhibidores especificos de la recaptacién de serotonina (SSRIs) son los
antidepresivos mas utilizados en alteraciones de la conducta y también son
administradas en algunas patologias crénicas gastrointestinales. Los antidepresivos,
tanto los triciclicos como los inhibidores especificos de la recaptacion de serotonina
(SSRIs), aumentan la neurotransmision serotoninérgica mediante el bloqueo del
transportador de serotonina (SERT), que media la captacion de 5-HT del medio

extracelular y disminuye la disponibilidad del neurotransmisor.

Aunque los SSRIs inhiben el transporte de serotonina inmediatamente, los
efectos terapéuticos se obtienen al cabo de un largo periodo de tratamiento. Por ello, es
de gran interés estudiar como los SSRIs regulan la expresion y funcién de SERT bajo

estos tratamientos de larga duracion.

Estudios recientes han determinado, en diversos modelos celulares la asociacion
de mutaciones de SERT con la respuesta aguda de SSRIs (Roman y cols. 2003; Zhang y
Rudnick, 2005; Henry y cols. 2006). Sin embargo, sus resultados no resuelven el efecto
a largo plazo que ejerce la fluoxetina. Por otro lado, resultados obtenidos “in vivo” para
determinar el efecto a largo plazo de algunos antidepresivos sobre la regulacion de
SERT muestran resultados contradictorios (L6pez y cols. 1994; Lesch y cols. 1993;
Neumaier y cols. 1996).

Para aclarar el efecto a largo plazo que ejerce la fluoxetina sobre hSERT hemos
utilizado la linea celular Caco-2, y hemos tratado las células durante varios dias con
fluoxetina para determinar el efecto a largo plazo, y asi medir diferentes aspectos de la
funcionalidad de hSERT junto con su expresion molecular. Los resultados muestran que
el tratamiento con la fluoxetina disminuye el transporte de 5-HT y ademas, la inhibicidn
es dependiente de la dosis utilizada. La fluoxetina es una molécula que actda uniéndose
al transportador de serotonina, por lo que el efecto dosis-dependiente descrito podria
deberse a un aumento del nimero de moléculas de hSERT a las que se les una de una
forma irreversible la fluoxetina. Esta posibilidad quedaria rechazada ya que la
inhibicién del transporte de 5-HT se revierte cuando se elimina la fluoxetina del medio
y ademas, en todos los experimentos, el transporte de 5-HT se mide al cabo de una
incubacion durante 6 horas en un medio sin fluoxetina. Asimismo, el flujo transepitelial

apical-basal de 5-HT se reduce por el tratamiento con fluoxetina tanto si se administraba
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desde el compartimento apical o desde el basal, resultando la acumulacion celular de 5-
HT también reducida, lo cual parece indicar un efecto indirecto de la fluoxetina. Por lo
tanto, los resultados obtenidos muestran que el efecto inhibidor del tratamiento con
fluoxetina no se debe a un bloqueo directo del transportador, y por lo tanto, podrian
estar implicados otros mecanismos. Para demostrar que no ha habido ningun proceso de
desdiferenciacion, ni alteracion de la funcionalidad celular, se midi6 la actividad de la
aminopeptidasa N, actividad enzimatica especifica de los enterocitos y dependiente de
la diferenciacion celular. Los resultados mostraron que no se alteraba por efecto del

tratamiento, ni a corto ni a largo plazo, con fluoxetina.

Para profundizar mas acerca del tratamiento a largo plazo de la fluoxetina, se
midieron los parametros cinéticos de hSERT (Kt, Vmax). El estudio cinético demostrd
que el valor de la Vmax disminuye en células tratadas con fluoxetina, indicando que la
fluoxetina podria estar alterando la disponibilidad de hSERT en la membrana celular.
Para conocer los mecanismos intracelulares responsables del efecto de la fluoxetina, se
midieron los niveles de ARNm de hSERT mediante PCR semicuantitativa. Los
resultados muestran que no hay alteracion alguna en el ARNm de hSERT en las células
tratadas con fluoxetina si las comparamos con las células no tratadas. Resultados
parecidos se han obtenido en estudios “in vivo” en cerebro de rata mediante hibridacion
in situ después de administrar un tratamiento con paroxetina y sertralina (Benmansour y
cols.1999) o mediante northern blot al aplicar un tratamiento con fluoxetina (Koed y
Linnet, 1997). Otros autores han obtenido una disminucion del ARNm mediante el
tratamiento con imipramina o fluoxetina (Lesch y cols. 1993; Neumaier y cols. 1996) y
en cambio, otros obtienen un aumento del ARNm al aplicarles un tratamiento con
imipramina (Lopez y cols. 1994). Estos resultados contradictorios podrian deberse al
uso de distintos antidepresivos, al protocolo de administracion del antidepresivo, y la

zona de cerebro analizada.

Nuestros resultados no muestran cambios en el ARNm tras el tratamiento con
fluoxetina, dando a entender que la fluoxetina no altera la transcripcién de hSERT. Sin
embargo, la fluoxetina inhibe la actividad de hSERT y por lo tanto, no podemos
descartar una posible alteracion en la expresion de la proteina. De hecho, resultados
recientes han demostrado que el tratamiento a largo plazo con fluoxetina produce una
regulacién especifica de los factores de traduccion en cerebro de rata (Dagestad y cols.
2006). Los resultados que hemos obtenido mediante western blot, tanto de la proteina
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total como de la proteina de superficie celular, muestran que el tratamiento con
fluoxetina afecta a la cantidad de proteina presente en la superficie de la membrana
celular, y sin embargo no modificd el contenido de hSERT en el homogenado celular.
Resultados parecidos han sido obtenidos (Benmansour y cols. 1999) en cerebro de rata
tratado con paroxetina y sertralina, donde han detectado una reduccion en la densidad
proteica de SERT después de un tratamiento crénico. Por otro lado, otros autores no han
obtenido ningin cambio proteico significativo de SERT en cerebro de rata (Gobbi y
cols. 1997).

Los resultados que hemos obtenido en el presente trabajo, muestran que el nivel
de proteina total de hSERT no se ve modificado por el tratamiento con fluoxetina, lo
cual parece indicar que la fluoxetina no altera la sintesis de la proteina hSERT,

resultado que se ve corroborado por la ausencia de efecto en el ARNm de hSERT.

El mecanismo por el cual la fluoxetina disminuye la cantidad de proteina hRSERT
en la membrana todavia no se conoce, pero de los resultados obtenidos se puede decir
que el tratamiento con fluoxetina induce cambios a nivel post-traduccional. Estudios
recientes en ratas tratadas con fluoxetina muestran que dicho tratamiento produce un
cambio en el proceso de fosforilacion en el cerebro (Fumagalli y cols. 2005). De hecho,
resultados ya discutidos en apartados anteriores del presente trabajo muestran que el
tratamiento de las células a largo plazo con activadores de PKC o PKA reduce la
funcionalidad de hSERT. Se ha demostrado, que la proteina SERT esta regulada por
cinasas, que fosforilan la proteina y la internalizan (Ramamoorthy y Blakely, 1999). Se
podria pensar que la reduccion tanto del transporte de 5-HT, como de la disponibilidad
de la proteina hSERT en la membrana producido por la fluoxetina podria estar mediado
por PKC o APMc. Los resultados que hemos obtenido nos indican que el efecto
inhibidor de la PKC y del AMPc es aditivo al efecto de la fluoxetina, y ademas el efecto
de la fluoxetina no se revierte con los inhibidores especificos de la PKC y la PKA.
Asimismo, el efecto inhibidor sobre la funcion de hSERT producido por la inhibicion de
fosfatasas se adiciona al obtenido con el tratamiento con fluoxetina cuando ambas
condiciones se dan a la vez. Por lo tanto, el efecto del tratamiento con fluoxetina parece

que no estd mediado por PKC, AMPc ni parece deberse al grado de fosforilacion.

Por altimo y, dado que estudios previos han demostrado que la fluoxetina altera
la actividad de receptores serotoninérgicos en el sistema nervioso central (Pejchal y
cols. 2002; Ni y Miledi, 1997) y ademas se ha demostrado la expresion de receptores
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serotoninergicos 5-HT,, 5-HT3 y 5-HT, en el epitelio intestinal (Alcalde y cols. 2000;
Salvador y cols. 1997), se estudi6 la posibilidad de la participacion de estos receptores
en el efecto observado con fluoxetina. Los resultados muestran que los receptores 5-
HT,, 5-HT3y 5-HT, no se encuentran implicados en el efecto de la fluoxetina.

En resumen el tratamiento con fluoxetina disminuye la disponibilidad de hSERT
en la membrana celular por un efecto post-traduccional que parece ser independiente de
la actividad fosforilativa mediada por la PKC y el AMPc y que no presenta la
participacion de receptores serotoninérgicos. El efecto de la fluoxetina es reversible y
no altera la diferenciacion ni la actividad fisioldgica de las células.






V. CONCLUSIONES






Los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacién nos permiten

establecer las siguientes conclusiones:

1.-

Las células Caco-2 expresan el transportador de serotonina humano
(hSERT), que ha mostrado ser idéntico al SERT de cerebro humano. El
transportador de serotonina es funcional, presentando unas caracteristicas de

transporte similares a las descritas en SERT de cerebro humano.

El transportador hSERT expresado en las células Caco-2 es regulado por
segundos mensajeros intracelulares (PKC y AMPc) a corto y a largo plazo.
Estos afectan fundamentalmente a la capacidad de Vmax lo cual indicaria

una posible disminucion de disponibilidad de SERT en la membrana.

Dado que hSERT se expresa enddgenamente en las células Caco-2 y que
presenta caracteristicas moleculares y funcionales similares a hSERT del
sistema nervioso central, la linea celular Caco-2 aparece como un excelente
modelo experimental para realizar estudios sobre la funcionalidad y
regulacion de hSERT.

El tratamiento de las células Caco-2 con 5-HT produce una inhibicién de la
actividad de hSERT reduciendo tanto la capacidad como la afinidad de la
proteina. Ni la sintesis ni la expresion de hSERT parecen estar afectados por
el tratamiento con 5-HT, lo cual apunta a un efecto sobre la propia molécula
ubicada en la membrana, méas concretamente el efecto podria estar

localizado en el sitio alostérico de baja afinidad de hSERT.
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5.- El tratamiento de las células Caco-2 con fluoxetina disminuye el transporte
de 5-HT y la constante cinética Vmax. La fluoxetina afecta la disponibilidad
molecular de hSERT en la membrana sin producir alteracion sobre el nivel
de ARNm de hSERT. Todo ello parece indicar que el tratamiento con
fluoxetina afecta el trafico intracelular de hSERT. Asimismo este efecto no
parece estar mediado por PKC ni AMPc ni parece depender del grado de
fosforilacion de hSERT.
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The serotonin transporter (SERT) has shown itself to be an effective pharmacological
target in the treatment of mood disorders and some kinds of gastrointestinal
syndromes. Most of the molecular studies of SERT in humans have been carried out
using heterologous models. In this work, we have investigated the human enterocyte-
like Caco-2 cell line as a potential "in vitro" model to study the human SERT. The
results show that these cells express a SERT mRNA identical to the human brain
SERT, and a 70 kDa protein immunodetected using a specific antibody. The SERT
activity levels in Caco-2 cells increased in correlation with the onset and
maintenance of the morphological and functional differentiation of the cells. Caco-2
SERT was also shown to be a high affinity (Kt=0.216 pM) saturable, Na*-dependent
transporter that was inhibited by fluoxetine (IC5=17.6 nM). In addition, SERT
activity was inhibited by the intracellular modulators protein kinase C and cAMP,
either after short or long-term treatment. In short, the expression and molecular
characteristics of the human SERT in Caco-2 cells indicate that this cell line may be
an ideal tool to study in vitro the physiology and pharmacology of human SERT.

Key words: Caco-2 cells, serotonin, transporter, regulation, protein kinase C, cAMP

INTRODUCTION

Serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT) is a neurotransmitter with diverse
central and peripheral actions mediated by a large family of plasma membrane
receptors. The serotonin transporter (SERT) is a specific transporter protein that
terminates the serotoninergic activity by rapid re-uptake of 5-HT into the cells.


usuario
Cuadro de texto
Artículo 1                                                                                                                                                    199


200 Articulo 1

120

The expression and the activity of SERT have been described in the central and
enteric nervous system (1, 2) and in specialised non-neuronal cells including
platelets (3), placental syncytiotrophoblasts (4) and epithelial cells of the
gastrointestinal mucosa (5, 6, 7). The alteration of the serotoninergic activity has
been shown to be involved in many pathological processes, especially in
neuropsychiatric disorders, such as depression and mood disorders (8, 9), the
intestinal pathogenesis of irritable bowel syndrome (IBS) (10, 11) and intestinal
inflammation (12, 13). Consequently, SERT has become an interesting molecular
target for multiple therapeutic compounds that modulate the 5-HT availability by
inhibiting the SERT activity.

The interest in the determination of both the molecular characteristics and the
regulation of human SERT (hSERT) has been enormous over the course of the last
decade, but the difficulty in obtaining human tissues and the ethical limitations in
human experiments have obliged researchers to look for alternative models. Most
of the hSERT molecular studies have been carried out using hSERT
heterologously expressed in human cell lines (14-17) and, to a lesser extent, in
cells that express the SERT such as JAR, human placental cells, (18, 19) or
platelets (3, 20).

5-HT is mainly produced by the enterochromaftin cells of the gastrointestinal
tract, so the enterocytes of the intestinal epithelium may play an important role in
the modulation of 5-HT availability and, consequently, in its intestinal effects. In
culture, and after confluence, the human enterocyte-like Caco-2 cell line expresses
similar morphological characteristics, as well as most of the functional properties of
differentiated small intestine enterocytes (21), and this cell line has been used as an
"in vitro" model to study several intestinal epithelial processes. Furthermore, recent
results have demonstrated 5-HT transport in Caco-2 cells (22, 23), although the
molecular characteristics and the regulation of this transport are not known.

In this work we have studied the hSERT expression in Caco-2 cells, the
molecular characteristics (nNRNA and protein) and the hSERT regulation mediated
by short and long-term action of either protein kinase C (PKC) or cAMP. The results
obtained have demonstrated the native expression of hSERT in the human
enterocyte-like Caco-2 cell line. This fact, together with the special characteristics of
the culture of Caco-2 cells (e.g. a long time culture, conserving the same
morphological, molecular and functional properties), indicate that Caco-2 cells may
be an excellent "in vitro" model to study the hSERT function and regulation.

MATERIALS AND METHODS

Cell culture. Caco-2/TC7 cells were kindly provided by Dr. Edith Brot-Laroche (U-505
INSERM). The cells were cultured at 37°C in an atmosphere of 5% CO, and were kept in high
glucose DMEM supplemented with 2 mM glutamine, 50 U/ml penicillin, 50 pg/ml streptomycin,
1% non-essential amino acids and 20% foetal bovine serum (Invitrogen, USA). The cells were
passaged enzymatically (0.25% trypsin- ImM EDTA) and sub-cultured in 25 or 75 cm? plastic
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culture flasks (Sarstedt, Germany). The medium was changed 48 hours after seeding and daily
thereafter. The cells were always used between passages 19 and 40. For 5-HT uptake assays, cells
were seeded in 24-well plates at a density of 4x104cells/well, and most of the uptake measurements
were carried out 14 days after seeding (9 days after confluence). In the study of the 5-HT uptake at
different degrees of cell differentiation, the cells were used at the following conditions:
Preconfluence (four days after seeding) and 0, 2, 5, 10 and 12 days post-confluence. In studies of
regulation, the cells were treated with the PKC activator phorbol myristate acetate (PMA) and the
cell permeable cAMP analog dibutyryl cAMP (d-cAMP), by addition to the culture medium at
different times before the uptake determination. In most of the uptake experiments, the cell medium
was free of foetal bovine serum 6 h before the transport measurement.

RT-PCR, ¢cDNA cloning and sequencing. Total RNA was extracted and purified from Caco-2
cell cultures with the QuickPrep Total RNA extraction kit, according to the manufacturer's
instructions (Amersham Biosciences, UK). The extracted RNA was then used as a template for
first-strand cDNA synthesis using oligo(dT) primers and a modified M-MLV Reverse Transcriptase
(Invitrogen). Negative amplification control was performed in the absence of Reverse
Transcriptase. One tenth of the resultant cDNA was used for PCR amplification. Specific
oligonucleotide primers for hSERT (18) (Genbank accession NM_001045) were designed to
amplify  the full-length coding sequence: Primer sequences (5'-3'), sense
AAATCCAAGCACCCAGAGAT and anti-sense AGACTGTGTCCCTGTGGAGA were used to
obtain a PCR product of 2105 bp, which encodes the full open reading frame. Thirty cycles of PCR
amplification were carried out as follows: 94°C for 30 s, 56°C for 30 s and 68°C for 2 min 30 s.
The size of the PCR product was confirmed by electrophoresing in a 1% agarose gel.

The ¢cDNA was purified with StrataPrep PCR Purification kit (Stratagene, La Jolla, Ca, USA)
and cloned into pPCR-Script Amp SK(+) vector (PCR-Script Amp Cloning Kit, Stratagene).
Sequencing was automatically performed with AbiPrism 377 (PerkinElmer Life Sciences Inc.,
Boston, MA, USA).

Caco-2 biotinylation and purification of cell surface proteins. Protein biotinylation was carried
out with a Cell Surface Protein Biotinylation and Purification kit (Pierce, Rockford, USA)
according to the manufacturer's instructions. Caco-2 cells seeded in 75 cm? flasks were washed with
ice-cold-PBS and incubated with Sulfo-NHS-SS-Biotin for 1 hour at 4°C. After quenching, the cells
were scraped and centrifuged at 500g for 3 minutes. The pellet was re-suspended with lysis buffer
and the cells were disrupted by sonication (five 1 second bursts, 60W). One sample was taken from
the lysate for protein analysis measured by the Bradford method (Bio-rad) using bovine serum
albumin as standard. The cell lysate was centrifuged at 15000g for 10 minutes. The supernatant was
added to a column with immobilized neutravidin gel and, after incubation for 1 hour, the mixture
was centrifuged at 1000g for 1 minute and the flow-through was discarded. The column was washed
with washing buffer and centrifuged at 1000g for 1 minute three times. Finally, SDS-PAGE sample
buffer with 50 mM DTT was added to the gel in the column, and the reaction was incubated for 1
hour. The column was centrifuged for 2 minutes at 1000g and the flow-through was used for
Western blotting analysis.

Western blotting. Purified cell surface protein samples and Caco-2 cell lysate (60 pg) were
electrophoresed in 9% SDS-PAGE gels then transferred to PVDF membranes by electroblotting.
The blots were blocked with 5% non-fat dried milk plus 1% BSA, and probed with a rabbit
polyclonal anti-rat SERT 1:5000 (AB1594, Chemicon, Temecula, Ca, USA). The primary antibody
was detected using a secondary donkey anti-rabbit Ig coupled to horseradish peroxidase (Santa Cruz
Biotechnologies, Ca, USA) and the ECL plus detection system (Amersham). The signal was
visualized with X-ray films (Hyperfilm MP, Amersham).

5-HT uptake studies. Uptake measurements were performed on cells attached to 24-well plates.
The transport medium contained in mM: 137 NaCl, 4.7 KCl, 1.2 KH,PO,, 1.2 MgSO0,, 2.5 CaCl,,
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10 HEPES pH 7.4, 4 glutamine, 0.1% bovine serum albumin and both 5-HT and [*H]-5-HT
(specific activity 11.6 Ci/mmol, Amersham). In the Na'-free medium, NaCl was replaced
isosmotically by choline chloride (CholCl). Before the uptake measurement, the cells were pre-
incubated at 37°C in an atmosphere of 5% CO, with substrate-free transport medium (without 5-
HT) for 30 min. The cells were then immediately washed twice with substrate-free transport
medium at 37°, and incubated with transport medium at 37°C for 6 minutes. At the end of the
incubation period, the medium was removed and the cells were washed twice with ice-cold
substrate-free transport medium containing 5-HT 1 mM. The cells were lysed in 0.1 M NaOH and
counted for radioactivity and protein content. The radioactivity values of the samples were
transformed into pmol/mg protein.

Statistical analysis. All results are expressed as means + SEM. Statistical comparisons were
performed using one-way ANOVA followed by a Dunnet post-test with a confident interval of the
99% (P<0.01). Kinetic analysis of the 5-HT transport values was performed by non-linear
regression, fitting the results to an equation containing a saturable component (Michaelis-Menten).
The statistical analysis, the fluoxetine ICs, and the 5-HT transport kinetic constants were calculated
with the computer-assisted Prism GraphPad Program (Prism version 2.0 for iMac computer).

RESULTS

SERT mRNA and protein identification in Caco-2 cells. A product of 2105 bp
of length was amplified by RT-PCR from RNA of differentiated Caco-2 cells
(Fig. 1) as described in Materials and Methods. This PCR product was cloned and
sequenced (GenBank accession number AY902473). The nucleotide sequence of
the amplified cDNA was compared with the BLAST database, confirming that it
is identical to the human brain Na/Cl-dependent SERT.

The SERT protein was analysed by Western blotting after biotinylation and
purification of the Caco-2 surface proteins. This analysis has shown that both the

DNA
Ladder 1Kb

hSERT
2105 bp

3000 g

2036 Yy -—
)

tams=cd Fig. 1. hSERT mRNA expression in Caco-2 cells. RT-PCR
analysis was performed with RNA from Caco-2 cells using
specific primers for human SERT, as described in Materials
and Methods. PCR product (2105 bp) was electrophoresed in
an agarose gel and visualised with ethidium bromide.
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cellular lysate (total protein) and the purified protein fraction of Caco-2 cells
express a protein immunodetected by a specific primary antibody anti-rat SERT,
which reacts with hSERT (Fig. 2, lines 3 and 4). The molecular size of the
immunodetected protein in Caco-2 cells, about 70 kDa, was similar to the SERT
size detected in rat intestinal mucosa and brain, used as SERT control in the same
experiment (Fig 2, lines 1 and 2, respectively).

Study of the 5-HT uptake as a function of Caco-2 cell differentiation. After
identification of the mRNA and the protein, the aim of the experiments was to
determine the SERT functionality and its relationship with the degree of cell growth

83 - Fig. 2. Western blotting analysis of SERT
protein in  Caco-2 cells. SERT
immunodetection in purified cell surface
protein samples and Caco-2 cell lysate (60
pg) (lines 3 and 4, respectively), compared
with rat intestinal mucosa (line 1) and rat

brain synaptosomes (line 2) as control.

41 - |

1 Preconfluence
[0 days

2 days

B 5 days

I 10 days

4+ E=12 days

* ¥ * %

LN e . ccadd Al -ned

c 5-HT [ F C(Chol)

pmol 5-HT/mg prot
N
1
]_|

Fig. 3. 5-HT uptake measured at different degrees of cell differentiation according to the pre-
cellular and post-cellular confluence culture time. The cellular conditions were: Preconfluence
(fourth day after seeding) and 0, 2, 5, 10 and 12 days post-confluence. The 5-HT concentration was
0.2 uM. The experimental conditions were: C = Control; 5-HT = 5-HT 20 uM; I = Imipramine 1
mM; F= Fluoxetine 1 uM; C (Chol) = Na* was replaced by choline. The data are the mean + SEM
of 6 experiments. * P<0.01 compared with control conditions.
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and differentiation of Caco-2 cells. The results (#ig. 3) show that Caco-2 cells uptake
5-HT early in the time culture, even before confluence. The 5-HT uptake increased
with the level of differentiation and it seemed to reach a plateau at the fifth post-
confluence day. This transport was specific and was significantly inhibited by 5-HT,
imipramine and fluoxetine at any degree of cellular differentiation. In the absence of
Na*, the 5-HT transport was significantly reduced (Fig. 3). These results indicate that
the 5-HT uptake in Caco-2 cells may be carried out by SERT and that its expression
is dependent on the differentiation status of the cells.

Kinetic study of the 5-HT uptake. Inhibition by fluoxetine. The kinetic
constants Vmax and Kt of the 5-HT uptake were calculated in order to
corroborate that the 5-HT transport in the Caco-2 was mediated by SERT. The 5-
HT uptake was measured at different 5-HT concentrations (0.05-50 pM) under
either control conditions or in the absence of Na'. The kinetic constants obtained
were: Vmax = 12.05+0.95 pmol/ mg prot and Kt = 0.216+0.049 pM.

The inhibition specificity of the 5-HT transporter in Caco-2 cells was
determined by studying the inhibition profile of fluoxetine, a selective 5-HT re-

Fig. 4. Regulation of the 5S-HT
A uptake mediated by PMA in
Caco-2 cells. A. The effect of
P PMA (1 mM) was determined
. and related to the period of the
treatment (left) or to the PMA

. . concentration after treating the

25 cells during 24 h (right). 5-HT

_ concentration assayed was 0.2
o C 02 05 1

o mn: 24N U uM. C = Control condition in
Tims of treatment [PMA] M which the cells were not
treated. The results are
Control expressed as the mean £+ SEM
PMA 0.2 uM (7 experiments) of the % of the
PMA 0.5 uM SI;HT ilptakfescl(ilnTlparedkwith
the value of 5-HT uptake
© PMATUM 1 ontrol (100%). * P<0.01
compared with the control. B.
Kinetic study of SERT activity
10+ after long-term treatment of
Caco-2 cells with PMA. The
cells were treated during 24h
0 | ; : with three PMA
0 1 2 3 concentrations: 0.2, 0.5 and 1
uM. 5-HT concentration range
[S-HT1 4M was 0.05-5 uM. The results are
the mean of 5 experiments.

5-HT uptake
(% Control)
2

>

-«

20+
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Fig. 5. Effect of cAMP on the
C—1d-cAMP 0.5 mM 5-HT uptake in Caco-2 cells.
= d-cAMP 1 mM A. 5-HT concentration was 0.2
100 i uM. The experiments were
O =~ =i . carried out at different
e = * treatment periods, and two
%E 50 concentrations of d-cAMP (0.5
':E :; 6 and 1 mM) were assayed. C =
= Control condition in which the
0= Somn 6n 2an aan C 6h 2ah 48h cells were not treated. The

results are expressed as the %
of the control (100%) and are
B the mean = SEM of 7
experiments. * P<(0.01
compared with the control. B.
Kinetic study of SERT activity
= Control after long-term treatment of
» d-cAMP 0.5 mM Caco-2 cells with d-cAMP. The
5 i + d-cAMP 1 mM cells were treated during 48 h
304 /y""’i,—f::'i’/' with two d-cAMP

AT concentrations: 0.5 and 1 mM.
The 5-HT range concentration
was 0.05-10 uM. The uptake
conditions are described in
0.0 2.5 5.0 75 10.0 Materials and Methods. The

[5-HT] uM results are the mean of 6

experiments.

Time of treatment

50+

40 N
%
g

pmol 5-HT/mg prot

uptake inhibitor. The fluoxetine inhibition of the 5-HT uptake was strong and
concentration-dependent, and the IC;, value calculated was 17.6 nM.

Effect of PKC and cAMP on 5-HT transport mediated by SERT. The aim of
this group of experiments has been to characterize the SERT regulation in
Caco-2 cells mediated by both PKC and cAMP, either after short- (30 min) or
long- (24 or 48 h) term treatments. To study the PKC regulation of SERT, PMA,
an activator of PKC, was assayed. The results show that PMA 1 uM induced an
inhibition of the 5-HT uptake after 30 min of cell treatment. This effect
increased with the period of treatment (24 or 48 h) and was PMA concentration-
dependent (Fig. 44). The kinetic study of the SERT activity after 48 h treatment
of the cells with different PMA concentrations (0.2, 0.5 and 1 pM) was
determined (Fig 4B) and the kinetic constants Vmax and Kt calculated (7ab. I).
The results show that the treatment with PMA reduced the 5-HT transport, by
affecting mainly the Vmax.

The cAMP effect on the SERT function was studied by using d-cAMP, a cell
permeable cAMP analog. The results show that d-cAMP significantly diminished
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Table 1. Kinetic study of the 5-HT uptake after 48 h treatment of the Caco-2 cells with different
PMA concentrations. The kinetic constants Vmax and Kt were calculated from the results of 5
independent experiments. The results are the mean+SEM.

Conditions Vmax Kt
(pmol 5-HT/mg prot) (M)
Control 10.20+0.75 0.151+0.030
PMA 0.2 uM 6.63+0.50 0.180+0.030
PMA 0.5 uM 4.71+0.23 0.157+0.019
PMA 1 pM 3.89+0.24 0.166+0.028

Table 2. Kinetic study of the 5-HT uptake in Caco 2 cells treated during 48 h with different
concentrations of d-cAMP. The kinetic constants were calculated from the results obtained in 5
independent experiments. The results are the mean+SEM.

Conditions Vmax Kt
(pmol 5-HT/mg prot) (M)
Control 13.01+0.82 0.170+0.040
d-cAMP 0.5 mM 6.24+0.60 0.160+0.060
d-cAMP 1 mM 3.10+0.39 0.160+0.070

the 5-HT uptake in Caco-2 cells and this inhibition increased with the period of
cell treatment (Fig 54). Similar effects were obtained with forskolin, an adenylate
cyclase activator (data not shown). The effect of 48 h of treatment with d-cAMP
(0.5 and 1 mM) on SERT activity was also determined by measuring the transport
of 5-HT at different concentrations (0.05-10 uM) (Fig 5B). The kinetic constants
Vmax and Kt were calculated (7ab. 2), and the results show that d-cAMP seems
mainly to affect the Vmax.

DISCUSSION

SERT, that was firstly described and cloned in 1991 (24, 25), uptakes 5-HT
from the extracellular space, and modulates both the 5-HT availability and the
5-HT response.

The alteration of the serotoninergic activity has been considered as a
determining factor in the genesis of several neuropsychiatric and intestinal
pathologies, and the hSERT has been described as a pharmacological target in the
treatment of these disorders. Since the main problem in human physiological
research is the availability of human biological samples, many SERT studies have
been carried out by using heterologous systems that replace the human tissue (15-
17, 26, 27), and by using cellular models (3, 18-20).

Recent results (22, 23) have shown that the human enterocyte-like Caco-2
cells uptake 5-HT by a specific system of transport. Since the molecular
characterization and the intracellular regulation of this transport system in Caco-
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2 cells are yet to be determined, the aim of this present work has been to offer an
in-depth characterization of SERT in order to validate this cell line as a possible
"in vitro" model to study the hSERT.

The results obtained corroborate the assertion that the 5-HT uptake in Caco-2
cells is carried out by a specific Na*-dependent transport system with a Kt similar to
the value described in previous studies (7, 18). In addition, this transport was
potently inhibited by fluoxetine and the ICs, value (17.6 nM) was also similar to that
obtained by other authors (23). These functional characteristics indicate that the
earlier-described neuronal SERT may carry out the 5-HT uptake in Caco-2 cells.

Previous RT-PCR analysis of the SERT expression in Caco-2 cells has
demonstrated the amplification of a 319 bp product that may correspond to the
SERT mRNA (23). In order to demonstrate this point, we amplified and
sequenced the complete coding sequence of SERT in Caco-2 cells (2105 bp) and
we found that this sequence was identical to the human neuronal Na/Cl dependent
SERT. Furthermore, using a specific antibody, we detected a protein of about 70
kDa, in both the cell lysate and the protein surface enriched-fraction of Caco-2
cells. The molecular size of the detected protein was similar to that described in
cells transfected with the cDNA encoding the human brain SERT (14). A second
band of about 40 kDa was detected in rat intestinal mucosa and brain. The
detection of 37 kDa SERT-immunoreactive protein band has been recently
described in rat brain by Dmitriev et al (28) who concluded that it might be the
result of site-specific SERT endoproteolytic cleavage. To the best of our
knowledge, these results demonstrate for the first time, the expression of the
hSERT in Caco-2 cells.

To characterize the SERT function in Caco-2 cells in greater detail, we also
studied the 5-HT transport as a function of the different degree of cell growth and
differentiation. The results demonstrated that 5-HT uptake is detected in Caco-2
cells before the confluence is reached, and that the 5-HT transport increased with
the level of differentiation until reaching a plateau at day 5 after confluence. This
5-HT transport level was maintained in Caco-2 cells during 12 days after
confluence, indicating that the Caco-2 cell line may be a suitable "in vitro" model
to study SERT long-term (days) regulation by treatment with different substances.

Finally, we have also determined both the short and long-term regulation of
the hSERT in Caco-2 cells mediated by PKC and cAMP. The results obtained
show that the 5-HT uptake was significantly inhibited by PMA after both short
and long-term treatment of the cells, and the inhibition of the SERT activity
increased with the PMA concentration. In addition, the effect of the long-term
PKC stimulation has been shown to mainly affect the capacity (Vmax) of SERT.
These results corroborate the results obtained by other authors on native tissues
and transfected cells (15, 16, 20, 27, 29), who concluded that the short-term
action of PKC induced the SERT phosphorylation and sequestration, modifying
the SERT distribution and density in the membrane, and diminishing the uptake
capacity. Recent results have also suggested that short-term changes in
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intracellular calcium levels mediated by hormones may be responsible for the
inhibition of SERT activity (30). It is important to note, however, that we have
also demonstrated that the PKC effect on SERT capacity (reduction of Vmax)
continues after the long-term action of PKC on the cells.

The effects of cAMP on SERT activity have been more controversial. Although
SERT phosphorylation in heterologous systems was triggered by cAMP analogs,
little or no functional effect was obtained on SERT activity following PKA
triggered phosphorylation (31). In order to clarify the effect of cAMP on SERT
activity in a native cellular context, we measured the SERT activity in Caco-2 cells
after either short (minutes) or long (24 or 48 h) term action of the cAMP analog d-
cAMP. The results demonstrated that 5-HT uptake was inhibited by increasing the
intracellular cAMP level, either in short or long-term treatment. This inhibition
was time and dose-dependent and was smaller than the 5-HT uptake inhibition
detected with PMA. The kinetic study of the SERT activity after long-term d-
cAMP treatment (48h) of Caco-2 cells showed a reduction of SERT capacity
(Vmax). These results differ from those obtained by other authors; Ramamoorthy
et al. (15) indicated that although forskolin increased SERT phosphorylation, it
failed to reduce 5-HT uptake, while the results of Morikawa et al. (26) concluded
that d-cAMP induced an increase in both the level of SERT mRNA and the uptake
activity after 3 h of treatment in BeWo cells (human choriocarcinoma cells), which
constitutively express SERT. The differences in these results corroborate the
difficulties that are encountered when studying SERT regulation mediated by
cAMP and may be due, in part, to the heterologous context of SERT expression
and the different origin of the "in vitro" cellular models used for this purpose.

In conclusion, the results obtained in this work have demonstrated the
expression characteristics of hSERT in the Caco-2 cells, as well as its function
and regulation mediated by intracellular messengers such as PKC and cAMP. On
the basis of these results it can be concluded that this cell line may be a suitable
tool to study the role of the hSERT in several physiological and pathological
processes, as well as its pharmacological modulation.
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Abstract

Fluoxetine is a selective serotonin reuptake inhibitor (SSRI) broadly used in the treatment of human mood disorders and gastrointestinal
diseases involving the serotoninergic system. The effectiveness of this therapy depends on repeated long-term treatment. Most of the long-term
studies in vivo of SSRI effects on serotoninergic activity have focused on their effects on autoreceptors or postsynaptic receptors. The chronic
effect of SSRIs on the activity of the serotonin transporter (SERT) has been less studied and the results have been contradictory. The aim of this
study was to determine the specific effect of long-term fluoxetine treatment on human serotonin transporter (hSERT) in vitro, by using the human
enterocyte-like cell line Caco-2. Results show that fluoxetine diminished the 5-HT uptake in a concentration-dependent way and that this effect
was reversible. Fluoxetine affected mainly the hSERT transport rate by reducing the availability of the transporter in the membrane with no
significant alteration of either the total hASERT protein content or the hRSERT mRNA level. These results suggest that the effect of fluoxetine on the
expression of hSERT is post-translational and has shown itself to be independent of PKC and PKA activity. This study may be useful to clarify the

effect of the long-term fluoxetine therapy in both gastrointestinal and central nervous system disorders.

© 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Human serotonin transporter; Fluoxetine; Caco-2 cells

Introduction

Serotonin (5-HT) is a neurotransmitter whose activity is
mediated by specific 5-HT receptors and their downstream
signalling components. 5-HT has been described to be involved
in the origin of different pathologies in the central nervous
system (Mann, 2003) and in the gastrointestinal tract (Linden
et al., 2003). The transmitter can be regulated by removal from
the extracellular compartment by the serotonin transporter
(SERT), which is the target of pharmacological molecules for
the treatment of mood disorders (Blier and Szabo, 2005) and
gastrointestinal diseases (Baker, 2005). Many groups have tried
to determine the acute effect of selective serotonin reuptake
inhibitors (SSRIs) on SERT. For example, Ramamoorthy and
Blakely (1999) demonstrated that paroxetine and citalopram

* Corresponding author. Departamento de Farmacologia y Fisiologia,
Fisiologia, Facultad de Veterinaria, Miguel Servet 177, 50013 Zaragoza,
Spain. Tel.: +34 976 761650; fax: +34 976 761612.

E-mail address: aalcalde@unizar.es (A.L. Alcalde).

0024-3205/$ - see front matter © 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/.1f5.2007.01.020

affect the level of SERT phosphorylation mediated by protein
kinase C.

Fluoxetine is one of the molecules most broadly used as a
selective serotonin reuptake inhibitor (SSRI) to treat psychiatric
disorders and some chronic intestinal pathologies, and the
maximal therapeutic effects of fluoxetine are obtained only after
long-term repeated treatment. The chronic effect of the SSRIs on
serotoninergic activity has also been studied; however most of
the long-term studies on SSRIs have focused on their effects on
autoreceptors or postsynaptic receptors and the responses they
elicit (Blier and Bouchard, 1994; Auerbach and Hjorth, 1995;
Ceglia et al., 2004). In contrast, the effect of long-term SSRIs
treatment on SERT function has been studied less (Martel et al.,
2004; Pifieyro et al., 1994; Schloss and Henn, 2004).

The results of in vivo studies of the SSRIs long-term effect
on SERT are controversial. Thus, numerous in vivo studies on
the antidepressant treatment effect on either ligand binding to
SERT or its mRNA content, have yielded contradictory
conclusions, with some studies reporting increases (Hrdina
and Vu, 1993; Lopez et al., 1994), and others reporting de-
creases (Lesch et al., 1993; Watanabe et al., 1993; Kuroda et al.,
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1994; Pifieyro et al., 1994; Neumaier et al., 1996) or no change
(Cheetham et al., 1993; Burnet et al., 1994; Spurlock et al.,
1994; Gobbi et al., 1997) in these parameters. The use of an in
vitro cellular model in which the composition of the
extracellular culture medium is known and controlled might
be very useful in order to clarify these effects and to gain an in-
depth knowledge of the specific effect on SERT of chronic
treatment with SSRIs.

Previous results obtained in our laboratory have shown that
the human enterocyte-like Caco-2 cell line expresses the human
SERT (hSERT), and is a good model for studying the function
and regulation of hSERT (Alcalde and Sorribas, 2001; Iceta
et al., 2006). Consequently, the aim of this study was to deter-
mine the specific long-term effect of fluoxetine treatment on the
hSERT function and expression in Caco-2 cells. The results
obtained show that treatment with fluoxetine reduces hSERT-
mediated 5-HT uptake in a concentration-dependent way. This
effect was reversible and was mainly due to a reduction in the
availability of the transporter in the membrane without altering
either the level of hASERT mRNA or the total amount of hNSERT
protein. Consequently, treatment with fluoxetine seems to affect
post-translational processes, involving intracellular mechan-
isms. However, PKC and PKA did not seem to be involved.

Methods
Cell culture

Caco-2/TC7 cells (Chantret et al., 1994) were kindly
provided by Dr. Edith Brot-Laroche (U-505 INSERM). The
cells were cultured at 37 °C in an atmosphere of 5% CO, and
maintained in high glucose DMEM supplemented with 50 U/ml
penicillin, 50 pg/ml streptomycin, 1% non-essential amino
acids and 20% foetal bovine serum (Invitrogen, USA). The cells
were passaged enzymatically (0.25% trypsin—1 mM EDTA)
and sub-cultured in 25 or 75 cm? plastic culture flasks (Sarstedt,
Germany). The medium was changed 48 h after seeding and
daily thereafter. The cells were always used between passage 19
and 35. For 5-HT uptake assays, cells were seeded in 24-well
plates at a density of 4x 10* cells/well, and most uptake mea-
surements were carried out 14 days after seeding (10 days after
confluence). Previous results (Iceta et al., 2006) have shown
that Caco-2 cells express hSERT, whose activity reaches a
plateau the fifth day after confluence. Fluoxetine and the
different modifiers were added to the culture medium at dif-
ferent concentrations and for different periods, depending on the
experiment. In the experiments, 6 h before the cells were used,
the cell medium was free of foetal bovine serum and modifiers.
This condition did not affect either the functional differentiation
status or the hSERT activity of Caco-2 cells (data not shown).

5-HT uptake studies

Uptake measurements were performed on cells attached to
24-well plates either under control conditions or after treatment
with fluoxetine. The 5-HT uptake conditions have been chosen
according to previous experiments (Iceta et al., 2006). The

transport medium composition in mM was as follows: 137
NaCl, 4.7 KCl, 1.2 KH,POy, 1.2 MgS0,, 2.5 CaCl,, 10 HEPES
pH 7.4, 4 glutamine, 0.1% bovine serum albumin and both 5-
HT and *[H]-5-HT (specific activity 20 Ci/mmol, Amersham
Biosciences, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). Before
measuring uptake, cells were pre-incubated at 37 °C in an
atmosphere of 5% CO, with substrate-free transport medium
(without 5-HT or modifiers) for 30 min. The cells were then
immediately washed twice with substrate-free transport medium
at 37 °C, and then incubated with transport medium at 37 °C for
6 min. Transport was stopped by removing the transport medi-
um and washing the cells twice with ice-cold substrate-free
transport medium containing 1 mM 5-HT. Cells were then
solubilised in 0.1 M NaOH and samples were taken for radio-
activity counting. Protein was measured using the Bradford
method (Bio-Rad), with bovine serum albumin as standard.
Transport results were expressed in pmol 5-HT/mg protein.

RNA extraction, reverse transcription and semiquantitative
PCR analysis

RNA extractions were carried out with the RNeasy mini kit
(QIAGEN, Hilden, Germany) following manufacturer’s
instructions. Total RNA was extracted from Caco-2 cells cul-
tured in 25 cm? flasks 14 days after seeding. The extracted RNA
(1 pg) was used as a template for first-strand cDNA synthesis
using oligo(dT) primers and a modified M-MLV Reverse
Transcriptase (Invitrogen, USA). Negative amplification con-
trol was performed in the absence of reverse transcriptase. One
tenth of the resultant cDNA was used for hRSERT PCR amplifi-
cation with human B-actin as an internal control. The specific
primers used were (5'—3’): hSERT sense AAATCCAAGCACC-
CAGAGAT and hSERT antisense AGACTGTGTCCCTGTG-
GAGA; B-actin sense AGCACGGCATCGTCACCAACT and
R-actin antisense ACATGGCTGGGGTGTTGAAGG. Twenty-
seven cycles were carried out for hRSERT PCR amplification as
follows: 94 °C for 30 s, 56 °C for 30 s and 68 °C for 2 min 30 s.
PCR amplification of (3-actin was obtained after twenty-five
cycles under the following conditions: 94 °C for 30 s, 60 °C for
30 s and 68 °C for 30 s. These final hSERT and B-actin PCR
conditions were determined after screening (twenty to thirty
cycles). Final PCR amplification conditions were chosen so that
none of the RNAs (cDNAs) analysed reached a plateau at the end
of the amplification protocol. PCR products were electrophor-
esed on 1% agarose gel and visualized under UV light after
ethidium bromide staining. The images from the gels were
captured with Biodoc-It Imaging System (UVP Inc, Upland, CA,
USA). The fragment sizes were 2105 for hSERT and 193 for 3-
actin. The hSERT/R-actin ratio in densitometric units was calcu-
lated with the Doc-It®LS Image Analysis Software (UVP Inc).

Biotinylation and purification of cell surface proteins

Protein biotinylation was carried out with a Cell Surface
Protein Biotinylation and Purification kit (Pierce, Rockford, IL,
USA) according to the manufacturer’s instructions. Briefly,
Caco-2 cells seeded in 25 cm? flasks were washed with ice-cold
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PBS and incubated with Sulfo-NHS-SS-Biotin for 90 min at
4 °C. After quenching, the cells were scraped and centrifuged at
500xg for 3 min. The pellet was re-suspended with lysis buffer
and the cells disrupted by sonication (five 1 s bursts, 60 W). One
sample was taken from the lysate for total protein analysis and
protein quantification. The cell lysate was centrifuged at
15,000xg for 10 min. The supernatant was added to a column
with immobilised neutravidin gel and after incubation for 1 h,
the mixture was centrifuged at 1000xg for 1 min and the flow-
through was discarded. The column was washed with washing
buffer and centrifuged at 1000xg for 1 min three times. Finally,
SDS—PAGE sample buffer containing 50 mM DTT was added
to the gel in the column, and the reaction was incubated for 1 h.
The column was centrifuged for 2 min at 1000xg and the flow-
through used for Western blotting analysis.

Western blotting

Purified cell surface protein samples and cell lysate (60 pg of
total protein) from Caco-2 cells were electrophoresed in 9%
SDS-PAGE gels, and then transferred to PVDF membranes by
electroblotting. The membranes were blocked with 5% non-fat
dried milk plus 1% BSA, and probed with a rabbit polyclonal
anti-rat SERT 1:5000 (AB1594, Chemicon, Temecula, CA,
USA). The primary antibody was detected using a secondary
donkey anti-rabbit Ig coupled to horseradish peroxidase (Santa
Cruz Biotechnologies, CA, USA) and the ECL Plus detection
kit (Amersham Biosciences) and visualized with X-ray films
(Hyperfilm MP, Amersham Biosciences). The blots were
reprobed, after stripping, with both a rabbit polyclonal antibody
anti-Calnexin (endoplasmic reticular membrane protein) (Santa
Cruz Biotechnologies) to validate the surface biotinylation on
plasma membrane proteins, and with a rabbit polyclonal anti-
actin antibody to determine differences in the sample load. The
hSERT/R-actin protein ratio was calculated from the films with
the Doc-It®LS Image Analysis Software (UVP Inc) and the
results were expressed in densitometric units.

Statistical analysis

All results are expressed as means=SEM. Statistical
comparisons were performed by the paired s-test with a
confidence interval of 99% (p<0.01). Kinetic analysis of the
5-HT transport values was performed by non-linear regression,
fitting the results to an equation containing a saturable
(Michaelis—Menten) plus a non-saturable (diffusion) compo-
nent. Calculation of 5-HT transport kinetic constants and ICsy
and the statistical analysis were carried out by the computer-
assisted Prism GraphPad Program (Prism version 4.0).

Results
Effect of fluoxetine treatment on 5-HT uptake
Caco-2 cells were treated with fluoxetine at different

concentrations (10 nM—1 puM). The treatment started on day 5
after the cells had reached confluence (day 10 of culture) and

was maintained for 4 days, until day 14 of culture. Preliminary
experiments have demonstrated that these conditions are op-
timal to detect the fluoxetine effect on hSERT. Fig. 1 shows that
the treatment with fluoxetine significantly diminished the 5-HT
uptake in Caco-2 cells in a concentration-dependent way. The
treatment with fluoxetine 1 uM blocked 5-HT uptake and the
1Cs¢ was found to be 17.5 nM.

Reversibility and time dependence of the effect of fluoxetine
treatment on 5-HT uptake

The long-term effect of fluoxetine on hSERT activity may be
irreversible. In order to clarify this, the reversibility of the effect
of fluoxetine treatment on 5-HT uptake was determined under
three different experimental conditions: control group (untreat-
ed cells); cells treated with fluoxetine 100 nM for 4 days; and
cells treated with fluoxetine for 4 days plus a period of recovery
(1, 2, 4 or 6 days). Treatment of the cells with fluoxetine started
on day 5 after confluence (day 10 after seeding). The recovery
was carried out by adding standard culture medium (see
Methods) to Caco-2 cells during the recovery period assayed.
These conditions have been depicted in the upper part of Fig. 2.
The results show that inhibition of 5-HT uptake progressively
disappears after withdrawal of fluoxetine treatment (Fig. 2). We
also determined whether the effect of fluoxetine depends on the
duration of the treatment. So, cells were treated with fluoxetine
100 nM for 4, 5, 6, 8 and 10 days, and the effect compared with
the control cells (untreated) at the same degree of differentia-
tion. The results show that the effect of fluoxetine is not sig-
nificantly altered by the duration of the treatment (Fig. 3).

Kinetic study of the 5-HT uptake in Caco-2 cells treated with
fluoxetine

Uptake of 5-HT was measured at different concentrations
(range 0.05—50 uM) in Caco-2 cells treated with two different
fluoxetine concentrations (50 and 100 nM) for 4 days (from day
10 to day 14 of culture after seeding). The kinetic constants
Vmax (maximum velocity of transport), Kt and Kd were cal-
culated as indicated in Methods. The values obtained (Table 1)
show that treatment with fluoxetine affects 5-HT uptake mainly

1004

754

5-HT uptake
(% of Control)
<h
i

c 8 73 -1 63 6
-« log [Fluoxetine] M —»

Fig. 1. Effect of treatment with different fluoxetine concentrations on 5-HT
uptake. Fluoxetine treatment started on day 5 after cell confluence (day 10 after
seeding). The treatment period was 4 days. Fluoxetine concentration ranged
between 10 nM and 1 pM. 5-HT transport was measured after 6 min of 5-HT
incubation. Concentration of 5-HT was 200 nM. Results are expressed as % of
uptake by the control and are the mean+standard error of 5 independent
experiments. *p<0.01 compared with control.
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a ;:!?:Teerym Kinetic constants of 5-HT transport in Caco-2 cells treated with fluoxetine
20 — Conditions Vmax (pmol 5-HT/mg prot) Kt (uM) Kd (ul/mg prot)
15 Control 34.04+1.8 1.45+£0.32 2.61+0.02
Culture time FLX 5x10*M 21.71+15%* 2.53+0.67 2.514+0.03
(days) 10 I FLX10'M  10.65+3.7% 1204035 2.55+0.04
5-HT concentrations ranged between 0.05 and 50 uM. Cells were treated with
5 fluoxetine (FLX) for 4 days from the fifth day after cell confluence (10 days after
seeding). Results are the mean+standard error of 6 independent experiments.
o ‘»<0.01 compared with control values.
o> 3
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§°° ,}é@ é&a %69 plasma membrane transporter.
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Effect of long-term treatment with fluoxetine on hSERT mRNA
level
o =100 #
38 . :
£S5 754 *# In order to gain an in-depth knowledge of the molecular
E 5’5 50+ r effects of fluoxetine treatment on hSERT, mRNA levels were
*
® R e measured. RNA from Caco-2 cells control (untreated) and those
o |—| treated with fluoxetine 1 pM for 4 days (from day 10 to day 14
ad 4d+1d ad+2d 4d+4d 4d+6d of culture after seeding) were used for semiquantitative RT-PCR

Period of treatment (days) + Period of recovery (days)

Fig. 2. Reversibility of the effect of fluoxetine treatment on 5-HT uptake. The
treatment period was 4 days from the fifth day after cell confluence (10 days
after seeding). Different durations of recovery (without treatment) were assayed
(1, 2, 4 and 6 days). Treatment and recovery protocol used in these experiments
are shown in the top diagram. The fluoxetine (FLX) concentration assayed was
100 nM. In uptake experiments the 5-HT concentration was 200 nM and the
period of incubation was 6 min. The results in the figure are indicated as the % of
5-HT uptake by the control, and are the mean+standard error of 4 independent
experiments. #*p<0.01 compared with the control of each condition; #p<0.01
compared with the 5-HT uptake after 4 days of treatment without recovery.

by reducing the Vmax, without significantly altering transport
affinity (Kt). These results indicate that fluoxetine treatment
affects mainly the transport rate, and this may be due either to a

[ Control
B FLX

-
® o
£ 2

5-HT uptake
(%of Control)
N
g

4d 5d 6d 8d 10d
Period of treatment (days)

Fig. 3. Time dependence of the effect of fluoxetine treatment on 5-HT uptake.
The 5-HT uptake was measured after different periods of treatment (4, 5, 6, 8 and
10 days). The fluoxetine (FLX) concentration was 100 nM. In the 5-HT uptake
experiments, the 5-HT concentration was 200 nM and the period of incubation
was 6 min. The results are expressed as the % of the uptake control, and are the
mean+standard error of 5 independent experiments. *p<0.01 compared with
the control.

analysis. The fluoxetine concentration was 1 pM to guarantee a
maximum effect. Results show that the treatment with
fluoxetine did not affect h\SERT mRNA levels (Fig. 4). These
results may indicate that fluoxetine treatment does not affect the
hSERT transcription.

A Control  Fluoxetin

SERT

B

1.5 -
=y
2 10
o
o
E 0.5
£ 0.
m

0.0-

Control Fluoxetine
Conditions

Fig. 4. Effect of fluoxetine treatment on hNSERT mRNA levels. Cells were treated
for 4 days (from the fifth day after cell confluence) with fluoxetine 1 uM, and the
total RNA was extracted. (A) PCR product of the semiquantitative RT-PCR
analysis of hSERT and actin in control cells and cells treated with fluoxetine. (B)
Quantitation of the hSERT PCR product compared with the actin PCR product
(hSERT/B-actin ratio) in control cells and cells treated with fluoxetine. The
results are expressed in arbitrary densitometric units and are the mean of 4
independent experiments.
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Fig. 5. Effect of fluoxetine treatment on hSERT protein expression. (A) Western
blot of hSERT from Caco-2 cells treated with fluoxetine (FLX) 1 uM for 4 days
(from the fifth day after confluence). The cells were biotinylated and the cell
lysate and cell membrane protein were electrophoresed (SDS-PAGE) and
immunodetected. Calnexin and actin were probed to validate surface
biotinylation on plasma membrane proteins, and to determine differences in
the sample load respectively. (B) Quantitation of hSERT protein in both cell
lysate and cell membrane compared with actin (hSERT/p-actin ratio). The
results are expressed in arbitrary densitometric units, and are the mean+ standard
error of 4 independent experiments. *p<0.01 compared with the control.

Effect of fluoxetine treatment on hSERT protein expression

Since the former results obtained seem to indicate a post-
transcriptional effect of fluoxetine, hSERT protein expression
was analysed by Western blotting of both cell lysate (total
protein) and purified cell surface protein obtained after
biotinylation (cell membrane protein). Caco-2 cells were treated
with fluoxetine 1 uM for 4 days, from day 10 to day 14 of
culture after seeding. The results in Fig. 5 show that availability
of hSERT was dramatically reduced in the cell membrane, with

5-HT uptake
(% Control)

no significant alteration in the hSERT protein detected in the
cell lysate (total hSERT protein). Calnexin was not biotinylated,
providing validation of cell membrane impermeability and cell
surface labelling of the biotinylated reagent.

Role of PKC and cAMP (PKA) in the effect of fluoxetine on
SERT

The effect of fluoxetine on hSERT seems to be due to a
reduction in the availability of hSERT in the cell membrane
without affecting either its transcription or translation. One of
the most described internalisation mechanisms for cell mem-
brane proteins is phosphorylation mediated by intracellular
kinases. The role of PKC and cAMP (PKA way) in the effect of
fluoxetine on SERT was analysed in order to gain an in-depth
knowledge of the fluoxetine mechanism. Uptake of 5-HT was
measured in Caco-2 cells treated simultaneously with
fluoxetine (10 nM) and either phorbol 12-myristate 13-acetate
(PMA), an activator of PKC, or dibutyryl-cAMP (d-cAMP), a
non-metabolisable analogue of cAMP, and either bisindolyl-
maleimide II (BIS) or KT 5720 (KT), inhibitors of PKC or
PKA respectively. The fluoxetine concentration assayed was
10 nM to obtain a partial inhibition of hSERT which permits
the detection of additive effects. The results show that either
PMA or d-cAMP diminished the 5-HT uptake, and this effect
was additive to the reduction yielded by fluoxetine. However,
the fluoxetine effect was not reverted by either BIS, the
PKC inhibitor, or KT, the PKA inhibitor. These inhib-
itors significantly reverted the PMA and d-cAMP effect on
the 5-HT uptake without affecting the 5-HT uptake themselves

(Fig. 6).
Discussion and conclusions

Selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs) are the most
widely used antidepressants in mood disorders and are also
administered in some gastrointestinal disorders. Although
SSRIs rapidly inhibit the uptake of 5-HT, maximal therapeutic
effects are obtained only after a long repeated treatment. This
fact suggests that, in addition to the inhibition of the 5-HT

Fig. 6. Role of PKC and cAMP on the effect of fluoxetine. Cells were treated with fluoxetine (FLX) 10 nM plus phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (1 pM),
bisindolylmaleimide II (BIS) (2 pM), dibutyryl-cAMP (d-cAMP) (1 mM) or KT 5720 (KT) (1 uM) for 4 days (from the fifth day after cell confluence). The 5S-HT
uptake was measured after 6 min of incubation and the 5-HT concentration was 200 nM. The results are expressed as the % of the uptake control, and are the mean
+standard error of 5 independent experiments. *p<0.01 compared with the control. #p<0.01 compared with either the PMA value (in case of FLX+PMA values) or

the d-cAMP value (in case of the FLX+d-cAMP values).
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reuptake, other long-term adaptive changes occur that contrib-
ute to therapeutic efficacy.

Recent studies have been carried out to determine the
association of SERT mutations with the SSRIs acute response
by using several cellular models (Roman et al., 2003; Zhang and
Rudnick, 2005; Henry et al., 2006); however their results do not
clarify the therapeutic long-term effect of fluoxetine. On the
other hand results obtained with in vivo studies of long-term
antidepressant-induced regulation of SERT have yielded
contradictory conclusions (Hrdina and Vu, 1993; Lopez et al.,
1994; Lesch et al., 1993; Watanabe et al., 1993; Kuroda et al.,
1994; Pifieyro et al., 1994; Neumaier et al., 1996; Cheetham
et al., 1993; Burnet et al., 1994; Spurlock et al., 1994; Gobbi
et al., 1997).

Fluoxetine is one of the most widely used SSRIs in therapy.
In order to clarify the long-term effect of fluoxetine on hSERT
we have used the Caco-2 cell line (human enterocyte-like cell
line) that has been shown to be an excellent model for the study
of hSERT (Iceta et al., 2006). In this study we treated the Caco-2
cells with fluoxetine for several days in order to determine its
long-term effect, and measured different aspects of hSERT’s
function and its molecular expression. The results have shown
that treatment with fluoxetine reduced 5-HT uptake carried out
by hSERT and this effect was concentration-dependent (ICsq
was 17.5 nM). This value was similar to the ICsq obtained in
acute treatment of the cells (Iceta et al., 2006; Martel et al.,
2003; Roman et al., 2003). Fluoxetine is a molecule that acts by
binding to the serotonin transporter, so this effect may be due to
the increase in the number of hSERT molecules that binds
fluoxetine irreversibly in these cells. This possibility was
rejected since firstly 5-HT uptake inhibition was reversed when
the fluoxetine treatment was withdrawn and secondly, in all the
experiments, 5-HT uptake was measured after 6 h of culture in
medium without fluoxetine. These results suggest that the
inhibitory effect of fluoxetine treatment may not be due to the
blockade of the transporter (acute effect) and that other mech-
anisms might be involved. A possible effect of fluoxetine on
Caco-2 activity and differentiation was also rejected by mea-
suring aminopeptidase N activity (a specific enzymatic activity
of the enterocytes dependent on cellular differentiation) in
fluoxetine treated cells compared with control cells, without
obtaining any difference (data not shown).

To learn more on the long-term effect of fluoxetine, it was
important to clarify the molecular involvement of hSERT under
conditions of fluoxetine treatment. For this purpose, one
approach was to determine the effect on the kinetic parameters.
Thus, the kinetic study showed a reduction in Vmax in cells
treated with fluoxetine, indicating that this antidepressant may
affect the availability of the hSERT molecules in the cell
membrane. In order to clarify the intracellular mechanism
involved in the fluoxetine effect, the hSERT mRNA levels were
measured by semiquantitative RT-PCR. Results showed no
alteration in hSERT mRNA levels in Caco-2 cells treated with
fluoxetine compared with untreated cells. Similar results have
been obtained in rat brain in vivo studies based on either in situ
hybridisation after treatment with paroxetine and sertraline
(Benmansour et al., 1999) or Northern blot analysis after treat-

ment with fluoxetine (Koed and Linnet, 1997). Other authors
have reported an mRNA decrease with imipramine or fluoxetine
treatment (Lesch et al., 1993; Neumaier et al., 1996) or an
increase with imipramine treatment (Lopez et al., 1994). Since
these in vivo studies have been carried out in brains of rats
treated with different antidepressants, not only the protocol for
administering antidepressant, but also the interference of
different physiological processes and the brain area analysed
may be responsible for the contradictory results.

In our results the hASERT mRNA levels were not modified by
fluoxetine treatment, suggesting that fluoxetine may not affect
hSERT transcription. Nevertheless, the hSERT activity was
inhibited by the treatment with fluoxetine and a possible alter-
ation of the protein synthesis cannot be discarded. In fact, recent
results have shown that the long-term fluoxetine administration
yields a region-specific regulation of translation factors in rat
brain (Dagestad et al., 2006). In our study the results obtained
by Western blotting of both the purified cell surface protein and
the total protein showed that the treatment with fluoxetine
mainly affects the cell membrane’s hSERT content. Similar
effects have been obtained (Benmansour et al., 1999) in a
careful study in brain of rats treated with paroxetine and
sertraline, which detected a reduction of SERT density after
chronic treatment. Nevertheless, other authors have reported no
change in SERT density in rat brain after chronic treatment with
citalopram and fluoxetine (Gobbi et al., 1997). In a study carried
out on platelets from humans in a control group and those
diagnosed with mood disorders, treatment with fluoxetine
reduced 5-HT transport but did not modify hSERT density
measured by labelling with [*H]paroxetine (Bakish et al., 1997).
Differences in the effect might be due in part to the different
accuracy of the SERT protein detection. In our experiments,
total cell hSERT protein level was not modified by fluoxetine
treatment, suggesting that fluoxetine may not affect hSERT
protein synthesis, which is in part corroborated by the lack of
fluoxetine effect on hNSERT mRNA expression.

The mechanism by which fluoxetine reduces hSERT protein
level in the membrane is not known; however, from the results
of this study it might be hypothesised that treatment with
fluoxetine induces regulation at the post-translational level.
Recent studies in rats treated with fluoxetine have concluded
that the treatment yields a modulation of phosphorylation
processes in the brain (Fumagalli et al., 2005), and previous
results obtained in our laboratory have shown that long-term
treatment of Caco-2 cells with either PKC or PKA activators
reduced the hSERT function (Iceta et al., 2006). Since the
capacity of SERT has been shown to be regulated by kinase-
linked pathways producing transporter phosphorylation and
internalisation (Ramamoorthy and Blakely, 1999), the reduction
in both the transport rate and the availability of SERT in the cell
membrane produced by fluoxetine treatment might be mediated
by either PKC or cAMP. However, our results show that the
inhibitory effect of PMA or d-cAMP was additive to the effect
of the fluoxetine treatment and, furthermore, that the fluoxetine
effect was not reversed by specific PKC or PKA inhibitors.
Consequently, the effect of fluoxetine treatment did not seem to
be mediated by these kinases. Future studies are needed to
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clarify the intracellular mechanism involved in the long-term
fluoxetine effect on SERT.

The results of this paper demonstrate that long-term treat-
ment with fluoxetine produces an adaptive change in hSERT,
resulting in enhanced serotoninergic activity, even though the
antidepressant treatment may yield more complex changes
involving other tissues and processes not included in our cell
culture study.

In summary this study determines the long-term effect of
fluoxetine on hSERT in Caco-2 cells. This SSRI diminishes
hSERT activity in a concentration-dependent and reversible
way. This effect seems to be due to the reduction in hSERT
capacity by diminishing the availability of the transporter in the
cell membrane with no alteration in mRNA expression, and
seems to be PKC and cAMP-independent. These results may be
useful to clarify the effect of fluoxetine therapy in both
gastrointestinal and central nervous system disorders.

Acknowledgements

This work was funded by a grant from the Spanish Ministry
of Science and Technology and the European Regional
Development Fund (ERDF/FEDER) (BFI 2003-01541), as
well as a grant from the Government of Aragon (Ref B41 2005).
The research group is a member of the Network for Cooperative
Research on Membrane Transport Proteins (REIT), co-funded
by the Spanish Ministry of Education and Science and the
European Regional Development Fund (ERDF) (Grant
BFU2005-24983-E/BFI).

References

Alcalde, A.IL, Sorribas, V., 2001. Caco-2 cells and 5-HT transport. Journal of
Physiology and Biochemistry 57 (2), 117.

Auerbach, S.B., Hjorth, S., 1995. Effect of chronic administration of the
selective serotonin (5-HT) uptake inhibition citalopram on extracellular 5-
HT and apparent autoreceptor sensitivity in rat forebrain in vivo. Naunyn-
Schmiedeberg’s Archives of Pharmacology 352, 597-606.

Baker, DE., 2005. Rationale for using serotoninergic agents to treat irritable bowel
syndrome. American Journal of Health-System Pharmacy 62, 700—711.
Bakish, D., Cavazzoni, P., Chudzik, J., Ravindran, A., Hrdina, D.P., 1997.
Effects of selective serotonin reuptake inhibitors on platelet serotonin
parameters in major depressive disorder. Biological Psychiatry 41, 14—190.

Benmansour, S., Cecchi, M., Morilak, D.A., Gerhardt, G.A., Javors, M.A.,
Gould, G.G., Frazer, A., 1999. Effects of chronic antidepressant treatments
on serotonin transporter function, density and mRNA level. Journal of
Neuroscience 19, 10494-10501.

Blier, P., Bouchard, C., 1994. Modulation of 5-HT release in the guinea-pig
brain following long-term administration of antidepressant drugs. British
Journal of Pharmacology 113, 485-495.

Blier, P., Szabo, S.T., 2005. Potential mechanisms of action of atypical
antipsychotic medications in treatment-resistant depression and anxiety.
Journal of Clinical Psychiatry 66, 30—40.

Burnet, P.W., Michelson, D., Smith, M.A., Gold, P.W., Sternberg, E.M., 1994.
The effect of chronic imipramine administration on the densities of the 5-
HT;, and 5-HT, receptor and the abundances of 5-HT receptor and
transporter mRNA in the cortex, hippocampus and dorsal raphe of three
strain of rats. Brain Research 63, 311-324.

Ceglia, 1., Acconcia, S., Fracasso, C., Colovic, M., Caccia, S., Invernizzi, R.W.,
2004. Effects of chronic treatment with escitalopram or citalopram on
extracellular 5S-HT in the prefrontal cortex of rats: role of 5-HT 5 receptors.
British Journal of Pharmacology 142, 469—478.

Chantret, 1., Rodolosse, A., Barbat, A., Dussaulx, E., Brot-Laroche, E.,
Zweibaum, A., Rousset, A., 1994. Differential expression of sucrase-
isomaltase in clones isolated from early and late passages of the cell line
Caco-2: evidence for glucose-dependent negative regulation. Journal of Cell
Science 107, 213-225.

Cheetham, S.C., Viggers, J.A., Slater, N.A., Heal, D.L., Buckett, W.R., 1993.
[*H]paroxetine binding in rat frontal cortex strongly correlates with [*H]5-
HT uptake: effect of administration of various antidepressant treatments.
Neuropharmacology 32, 737-743.

Dagestad, G., Kuipers, S.D., Messaoudi, E., Bramham, C.R., 2006. Chronic
fluoxetine induces region-specific changes in translation factor eIF4E and
eEF2 activity in the rat brain. European Journal of Pharmacology 23,
2814-2818.

Fumagalli, F., Molteni, R., Calibrese, F., Frasca, A., Racagni, G., Riva, A.M.,
2005. Chronic fluoxetine administration inhibits extracellular signal-
regulated kinase 1/2 phosphorylation in rat brain. Journal of Neurochemistry
93, 1551-1560.

Gobbi, M., Crespi, D., Foddi, M.C., Frascasso, C., Manzini, L., Parotti, L.,
Mennini, T., 1997. Effects of chronic treatment with fluoxetine and
citalopram on 5-HT uptake, 5-HTg autoreceptors, 5-HT; and 5-HT,4
receptors in rats. Naunyn-Schmiedeberg’s Archives of Pharmacology 356,
22-28.

Henry, L.K., Field, J.R., Adkins, E.K., Parnas, M.L., Vaughan, R.A., Zou, M.,
Newman, A.H., Blakely, R.D., 2006. TYR9S and ILE172 in transmembrane
segments 1 and 3 of human serotonin transporters interact to establish high-
affinity recognition of antidepressants. Journal of Biological Chemistry 281,
2012-2023.

Hrdina, P.D., Vu, T.B., 1993. Chronic fluoxetine treatment up-regulates 5-HT
uptake sites and 5-HT, receptors in rat brain: an autoradiographic study.
Synapse 14, 324-331.

Iceta, R., Mesonero, J.E., Aramayona, J.J., Alcalde, A.L,, 2006. Molecular
characterization and intracellular regulation of the human serotonin
transporter in Caco-2 cells. Journal of Physiology and Pharmacology 57
(1), 119-130.

Koed, K., Linnet, K., 1997. The serotonin transporter messenger RNA level in
the rat brain is not regulated by antidepressants. Biological Psychiatry 42,
1177-1180.

Kuroda, Y., Watanabe, Y., McEwen, B.S., 1994. Tianeptine decreases both
serotonin transporter mRNA and binding sites in rat brain. European Journal
of Pharmacology 268 (1), R3—RS.

Lesch, K.P., Aulakh, C.S., Wolozin, B.L., Tolliver, T.J., Murphy, D.L., 1993.
Regional brain expression of serotonin transporter mRNA and its regulation
by reuptake inhibiting antidepressants. Molecular Brain Research 17,
31-35.

Linden, D.R., Chen, J.X., Gershon, M.D., Sharkey, K.A., Mawe, G.M., 2003.
Serotonin availability is increased in mucosa of guinea pigs with TNBS-
induced colitis. American Journal of Physiology 285, G207-G216.

Lopez, J.F., Chalmers, D.T., Vazquez, D.M., Watson, S.J., Akil, H., 1994.
Serotonin transporter mRNA in rat brain is regulated by classical
antidepressant. Biological Psychiatry 35, 287-290.

Mann, J.J., 2003. Neurobiology of suicidal behaviour. Nature Reviews
Neuroscience 4, 819-828.

Martel, F., Monteiro, R., Lemos, C., 2003. Uptake of serotonin at the apical and
basolateral membranes of human intestinal epithelial (Caco-2) cells occurs
through the neuronal serotonin transporter (SERT). Journal of Pharmacology
and Experimental Therapeutics 306 (1), 355-362.

Martel, F., Monteiro, R., Lemos, C., Vieira-Coelho, M.A., 2004. In vitro and in
vivo effect of fluoxetine on the permeability of *H-serotonin across rat
intestine. Canadian Journal of Physiology and Pharmacology 82, 940-950.

Neumaier, J.F., Root, D.C., Hamblin, M.W., 1996. Chronic fluoxetine reduces
serotonin transporter mMRNA and 5-HT;g mRNA in a sequential manner in
the rat dorsal raphe nucleus. Neuropsychopharmacology 15, 515-522.

Pifieyro, G., Blier, P., Dennis, T., de Montigny, C., 1994. Desensitization of the
neuronal 5-HT carrier following its long-term blockade. Journal of
Neuroscience 14, 3036-3047.

Ramamoorthy, S., Blakely, R.D., 1999. Phosphorylation and sequestration of
serotonin transporters differentially modulated by psychostimulants. Science
285, 763-766.


usuario
Cuadro de texto
Artículo 2                                                                                                                                                    219


220

Articulo 2

1524 R. Iceta et al. / Life Sciences 80 (2007) 1517-1524

Roman, D.L., Walline, C.C., Rodriguez, G.J., Barrer, E.L., 2003. Interactions of
antidepressant with the serotonin transporter: a contemporary molecular
analysis. European Journal of Pharmacology 479, 53—63.

Schloss, P., Henn, F.A., 2004. New insights into the mechanism of
antidepressant therapy. Pharmacology and Therapeutics 102, 47—60.

Spurlock, G., Buckland, P., O’Donovan, M., McGuffin, P., 1994. Lack of effect
of antidepressant drugs on the levels of mRNAs encoding serotoninergic
receptors, synthetic enzymes and 5-HT transporter. Neuropharmacology 33,
433-440.

Watanabe, Y., Sakai, R.R., McEwen, B.S., Mendelson, S., 1993. Stress and
antidepressant effects on hippocampal and cortical 5-HT;, and 5-HT,
receptors and transport sites for serotonin. Brain Research 615, 87-94.

Zhang, Y.W., Rudnick, G., 2005. Serotonin transporter mutations associated
with obsessive-compulsive disorder and phosphorylation alter binding
affinity of inhibitors. Neuropharmacology 49, 791-797.


usuario
Cuadro de texto
220                                                                                                                                                    Artículo 2


VI11.4. Articulo 3

Iceta R, Aramayona JJ, Mesonero JE, Alcalde Al. Regulation of the human

serotonin transporter mediated by long-term action of serotonin in Caco-2 cells.

Acta Physiologica, 2007. OnlineEarly Article.
Published article online: 14-Dec-2007
doi: 10.1111/j.1748-1716.2007.01793.x







Articulo 3 223

Acta Physiol 2007

Regulation of the human serotonin transporter mediated
by long-term action of serotonin in Caco-2 cells

R. Iceta,' }. J. Ar'amayona,2 J. E. Mesonero' and A. I. Alcalde'

I Division of Physiology, Department of Pharmacology and Physiology, Faculty of Veterinary Sciences, Zaragoza University, Zaragoza,
Spain

2 Division of Pharmacology, Department of Pharmacology and Physiology, Faculty of Veterinary Sciences, Zaragoza University,
Zaragoza, Spain

Received 14 June 2007,

revision requested || July 2007,
revision received 2| August 2007,
accepted 22 October 2007
Correspondence: A. |. Alcalde,
Fisiologia, Departamento de
Farmacologfa y Fisiologfa, Facultad
de Veterinaria, Miguel Servet 177,
50013 Zaragoza, Spain.

E-mail: aalcalde@unizar.es

Abstract

Aim: The aim of this study was to determine the effect of long-term
serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT) treatment on the human serotonin
transporter (hSERT) function and its expression.

Methods: This study was carried out in the enterocyte-like cell line Caco-2.
These cells constitutively express the hSERT and have been shown to be an
excellent model for the study of this protein. We measured serotonin
transport, levels of mRNA expression and of the SERT protein after treating
the cells with serotonin.

Results: Serotonin treatment diminished hSERT activity in a concentration
and period-dependent way by increasing the K, value and reducing V..
This inhibition was reversible and was not mediated by either the action of
5-HT,, 5-HT3; or 5-HT}, receptors, or by the intracellular second messengers,
protein kinase C and cAMP. 5-HT did not seem to affect either the mRNA
level of the SERT or the protein transporter measured in either the membrane
or the cell lysate. The 5-HT treatment effect was additive to the inhibitory
effect of treatment with a low concentration of citalopram and fluoxetine.
Nevertheless, S-HT did not increase the inhibition yielded by treatment with
high concentration citalopram.

Conclusion: The chronic increase in serotonin in the extracellular medium
diminishes the function of the SERT. This effect seems to be due to an effect
on the transporter molecule itself in the membrane, without altering protein
synthesis, intracellular traffic, or its availability.

Keywords Caco-2, regulation, serotonin transporter, serotonin treatment.

Serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT) is a neurotrans- milieu. Consequently, this transporter in part deter-

mitter, mainly produced in the enterochromaffin cells of mines 5-HT availability. SERT expression and activity

the gastrointestinal tract, which regulates activity in the
central and peripheral nervous system, as well as in a
number of non-neuronal tissues in the gut, cardiovascu-
lar system and blood. The effects of 5-HT are mediated
by membrane bound receptors, and depend on 5-HT
extracellular availability, which is modulated by both
5-HT cellular release (‘on’) and uptake (‘off’).

The serotonin transporter (SERT) is involved in 5-HT
uptake to enable its clearance from the extracellular

© 2007 The Authors

have been described in the central and enteric nervous
system (Rudnick & Clark 1993, Chen et al. 2001) and
in specialized non-neuronal cells including platelets
(Lesch et al. 1993), placental syncitiotrophoblasts
(Balkovetz et al. 1989), and epithelial cells of the
gastrointestinal mucosa (Wade ez al. 1996, Chen et al.
1998, Martel et al. 2003, Iceta et al. 2006).

Serotonin is involved in the aetiology of numerous
disease states, either in the central nervous system,
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including depression, anxiety and schizophrenia (Pur-
selle & Nemeroff 2003), or in the gastrointestinal
tract, such as irritable bowel syndrome and ulcerative
colitis (Coates et al. 2004, Gershon 2004). For this
reason, SERT has become an interesting molecular
target for multiple therapeutic compounds that mod-
ulate 5-HT availability by inhibiting the activity of
SERT (selective serotonin reuptake inhibitors, SSRIs).
These compounds are effective only after long-term
treatment, and recent results have shown that SSRIs
themselves may affect human SERT (hSERT) avail-
ability after treatment (Iceta et al. 2007). Inhibition of
SERT activity increases S5-HT availability in the
extracellular medium. This, in turn, desensitizes the
5-HT receptors and, in the end, affects serotoninergic
activity. Nevertheless, long-term modulation of SERT
by serotonin remains unknown.

The effect of 5-HT on SERT was already determined
after short-term exposure (30 min) in an interesting
study which concluded that 5-HT prevented protein
kinase C (PKC)-dependent SERT phosphorylation and
sequestration (Ramamoorthy & Blakely 1999). On the
other hand, recent studies have focused on the short-
term effect of 5-HT on antidepressant dissociation rates,
in order to characterize the allosteric mechanism of
SERT (Chen etal 2005, Neubauer etal. 2006,
El Mansari et al. 2007). However, none of these studies
have determined whether long-term treatment with
5-HT affects SERT activity. On the contrary, the effect
of long-term serotonin depletion in rat brain has been
studied, and the results have been contradictory: Linnet
et al. (1995) obtained a reduction in SERT gene
expression, whereas Dewar et al. (1992) did not find
any effect on maximum binding capacity (Bpay) or
dissociation constant (Kp) of [*H|paroxetine for the
5-HT uptake recognition site.

The aim of this study was to determine the effect of
long-term exposure of 5-HT on SERT activity and
expression. For this purpose we used Caco-2 cells, the
human enterocyte-like cell line which constitutively
expresses hSERT (Martel et al. 2003), and that has been
shown to be an excellent model for studying the
function and regulation of hSERT (Iceta et al. 2006,
2007).

Our results show that long-term treatment with 5-HT
diminishes 5-HT uptake in a concentration and period-
dependent way. This effect was not mediated by 5-HT>,
5-HTj3 or 5-HT, receptors, or the intracellular messen-
gers, PKC and cAMP. Treatment with 5-HT did not
affect the hSERT mRNA level. In addition, the hSERT
protein content in either the whole cell lysate or the
membrane was not altered by treatment with 5-HT. The
kinetic study showed that 5-HT treatment affects both
Vmax (decreasing) and K; (increasing). The effect was
reversible and was also additive to the inhibition yielded
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by treatment with a low concentration of either
citalopram or fluoxetine. However, 5-HT treatment
was not additive to the inhibitory effect of citalopram
treatment at a high concentration. Taken together, it
can be concluded that hSERT activity is inhibited by 5-
HT treatment, which may act directly on hSERT
protein to alter its function. According to these results,
the hSERT low affinity binding site might be involved.

These results may be of potential physiological and
therapeutical relevance in the regulation of hSERT
activity, and they may help to clarify the response of the
serotoninergic system after long-term treatment with
drugs which increase the availability of 5-HT in the
extracellular medium. This study may also be very
useful in explaining the hSERT response in the acute
adverse reaction to medications that enhance seroto-
ninergic activity, known as serotonin toxicity or sero-
tonin syndrome.

Materials and methods

Cell culture

Caco-2/TC7 cells (Chantret et al. 1994) were kindly
provided by Dr Edith Brot-Laroche (U-505 INSERM).
The cells were cultured at 37 °C in an atmosphere of
5% CO, and maintained in high glucose DMEM,
supplemented with 50 U mL™! penicillin, 50 g mL™
streptomycin, 1% non-essential amino acids and 20%
foetal bovine serum (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
The cells were passaged enzymatically (0.25% trypsin-
1 mm EDTA) and subcultured in 25 or 75 ecm? plastic
culture flasks (Sarstedt, Niimbrecht, Germany). The
medium was changed 48 h after seeding and daily
thereafter. The cells were always used between passages
19 and 35. For 5-HT uptake assays, cells were seeded in
24-well plates at a density of 4 x 10*cells/well, and
uptake measurements were carried out 14 days after
seeding (10 days after confluence). Previous results
(Iceta et al. 2006) have shown that Caco-2 cells express
hSERT, whose activity reaches a plateau the fifth day
after confluence. Serotonin and the different modifiers
were added to the culture medium at different concen-
trations and periods, depending on the experiment. The
culture medium was free of foetal bovine serum 48 h
before using the cells in order to prevent the effect of
5-HT present in the foetal bovine serum. This condition
did not affect either the status of functional differenti-
ation or the hSERT activity of Caco-2 cells (data not
shown).

5-HT uptake studies

Uptake measurements were performed on cells at-
tached to 24-well plates either under control or after

© 2007 The Authors
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different experimental conditions. The transport med-
ium composition in mM was as follows: 137 NaCl, 4.7
KCl, 1.2 KH,POy4, 1.2 MgSO0,, 2.5 CaCl,, 10 HEPES
pH 7.4, 4 glutamine, 0.1% bovine serum albumin
(BSA), and both 5-HT 2x 107 M and 3[H]-5-HT
(specific activity 20 Ci mmol™"). Before measuring
uptake, cells were pre-incubated at 37 °C in an
atmosphere of 5% CO, with substrate-free transport
medium for 30 min. The cells were then immediately
washed with the substrate-free transport medium at
37 °C, and then incubated with the transport medium
at 37 °C for 6 min. Transport was stopped by remov-
ing the transport medium and washing the cells twice
with an ice-cold substrate-free transport medium
containing 107> M 5-HT. Cells were then solubilized
in 0.1 M NaOH and samples were taken for radioac-
tivity counting. Protein was measured using the Brad-
ford method (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), with BSA
as standard. Transport results were expressed in pmol
S-HT mg™" protein.

RNA extraction, reverse transcription and semi-
quantitative PCR analysis

RNA extractions were carried out with the RNeasy
mini kit (Qiagen, Hilden, Germany) following the
manufacturer’s instructions. Total RNA was extracted
from Caco-2 cells cultured in 25 cm? flasks, 14 days
after seeding and under the different experimental
conditions. Total RNA (1 ug) was used as a template
for first-strand cDNA synthesis using oligo(dT) primers
and a modified M-MLV reverse transcriptase (Invitro-
gen). Negative amplification control was performed in
the absence of reverse transcriptase. One-tenth of the
resultant cDNA was used for hSERT PCR amplification
using human f-actin as an internal control. The specific
primers used were (5-3’): hSERT sense AAATCCAAG-
CACCCAGAGAT and hSERT anti-sense AGACTGTG-
TCCCTGTGGAGA; f-actin sense AGCACGGCATC-
GTCACCAACT and f-actin antisense ACATGGCTG-
GGGTGTTGAAGG. Twenty-seven cycles were carried
out for hSERT PCR amplification as follows: 94 °C for
30s, 56 °C for 30 s and 68 °C for 2 min 30 s. PCR
amplification of f-actin was obtained after 23 cycles
under the following conditions: 94 °C for 30 s, 60 °C
for 30 s and 68 °C for 30 s. These final hSERT and
f-actin PCR conditions were determined after screening
(20-30 cycles). Final PCR amplification conditions were
chosen so that none of the RNAs (cDNAs) analysed
reached a plateau at the end of the amplification
protocol. PCR products were electrophoresed on 1%
agarose gel and visualized under UV light after ethidium
bromide staining. The images from the gels were
captured with BIODOC-IT IMAGING SYSTEM (UVP,
Upland, CA, USA). The fragment sizes were 2105 for

© 2007 The Authors
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hSERT and 193 for S-actin. The hSERT/-actin ratio in
densitometric units was calculated with poc-1T®Ls
Image Analysis Software (UVP).

Preparation of the brush border purified fraction from
Caco-2 cells and western blotting

Caco-2 cells were cultured in 25 cm? flasks and were
used 14 days after seeding and different experimental
conditions. The cells were washed twice with phos-
phate-buffered saline and immediately resuspended
with cold Tris—manitol buffer (Tris 2 mm, manitol
50 mm, pH 7.1) containing protease inhibitors and
0.02% sodium azide. The suspension was homoge-
nized and the cells were disrupted by sonication
(fifteen 1 s bursts, 60 W). One sample was taken from
the lysate for total protein analysis and protein
quantification. CaCl, (final concentration 20 mm)
was added to the cell lysate and after standing for
10 min in ice, the mixture was centrifuged for 10 min
at 950 g. The supernatant was taken and centrifuged
at 35000 g for 30 min. The pellet (brush border
purified fraction) was then resuspended in phosphate
buffer (KH,PO4/K,HPO,; 10 mm, pH 6.8) and a
sample was taken for protein analysis. Protein was
measured using the Bradford method (Bio-Rad), with
BSA as standard.

Brush border purified samples and cell lysate (total
protein 60 pg) from Caco-2 cells were electrophoresed
in 9% SDS-PAGE gels, and then transferred to
polyvinylidene difluoride membranes by electroblot-
ting. The membranes were blocked with 5% non-fat
dried milk plus 1% BSA, and probed with a mouse
monoclonal anti-human SERT 1 : 500 (MAb Tech-
nologies, Stone Maintain, GA, USA). The primary
antibody was detected using a secondary goat anti-
mouse Ig coupled to horseradish peroxidase (Santa
Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA, USA) and the
ECL Plus detection kit (GE Healthcare, Chalfont St.
Giles, UK) and was visualized with X-ray films
(Hyperfilm MP; GE Healthcare). The blots were
reprobed, after stripping with a rabbit polyclonal
anti-actin antibody to determine differences in the
sample load.

Chemicals

The following drugs and substances were used (abbre-
viations and respective suppliers in parentheses):
serotonin (5-HT), phorbol 12-myristate 13-acetate
(PMA), dibutyril-cAMP (d-cAMP), KT5720 (KT) and
bisindolylmaleimide II (BIS) (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, USA). ’[H]-5-HT (Perkin-Elmer, Wellesley, MA,
USA). Ritanserin, zacopride hydrochloride and GR
13808 (Tocris Bioscience, Bristol, UK).
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Statistical analysis

All results are expressed as mean =+ standard error.
Statistical comparisons were performed by paired #-test,
with a confidence interval of 95% (P < 0.05). Kinetic
analysis of the 5-HT transport values was performed by
nonlinear regression, fitting the results to an equation
containing a saturable (Michaelis-Menten) plus a non-
saturable (diffusion) component. The 5-HT transport
kinetic constants and the statistical analysis were
carried out by the computer-assisted PRISM GRAPHPAD
Program (Prism version 4.0).

Results

Effect of 5-HT treatment on 5-HT uptake and calculation
of kinetic constants

The uptake of 5-HT was measured in Caco-2 cells
treated with 5-HT for 4 days at different concentrations
(107°-107* m). The results show that 5-HT treatment
yields a decrease in 5-HT uptake (Fig. 1a), this being
significant only when the cells were treated with high
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Figure | Effect of different 5-HT treatments on 5-HT uptake.
Uptake was measured after 6 min of incubation of *[H]-5-HT
plus 2 x 10~7 M 5-HT. (a) Effect of the 5-HT concentration
treatment on 5-HT transport. 5-HT concentration treatment
ranged between 107 and 10™* M. The treatment period was
4 days. (b) Effect of the 5-HT treatment period on 5-HT
uptake. 5-HT concentration treatment was 10™* M. The results
in both experiments are expressed as the % of the uptake
control, and are the mean + standard error of five independent
experiments. *P < 0.05 compared with control (untreated
cells).
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5-HT concentrations (107°-107* m). In addition, the
correlation between the treatment period and 5-HT
uptake inhibition was also determined. The S5-HT
concentration assayed was 107 M. The results show
that 5-HT inhibition was significant after a 6-h treat-
ment and the maximum effect was reached after a 24-h
treatment (Fig. 1b). This effect remained constant after
2 and 4 days of 5-HT treatment. As previous results
showed that the maximum effect of SSRIs (fluoxetine)
on hSERT was reached after 4 days of treatment (Iceta
et al. 2007), this period was used in subsequent exper-
iments.

In order to characterize kinetically the 5-HT effect on
the transport, V.« (transport capacity) and K, (trans-
port affinity) were determined after 4 days of 5-HT
treatment. The results obtained show that V., was
reduced and the K, was increased after 5-HT treatment
(Table 1).

Role of 5-HT receptors and intracellular second
messengers in 5-HT uptake alteration produced by 5-HT

In order to ascertain the 5-HT effect on hSERT function
with greater accuracy, the involvement of different
S-HT receptors was determined. 5-HT,, 5-HT3 and
5-HT, receptors were tested as they have been described
as mediating 5-HT regulation of intestinal epithelial
processes (Salvador e al. 1997) and results obtained in
our laboratory have shown that Caco-2 cells express
these receptors. The cells were treated with ritanserin,
zacopride or GR 113808 (5-HT,, 5-HT3 and 5-HT,
antagonists respectively; 107 M), plus S-HT 10™* M for
4 days. The results show that none of these antagonists
blocked the 5-HT effect, nor did they themselves affect
5-HT uptake (Fig. 2).

In order to determine in greater depth a possible
intracellular mechanism involved in the 5-HT treatment
effect, uptake of 5-HT was measured in Caco-2 cells
treated simultaneously for 4 days with 5-HT (107 m)
and either PMA (107° m), an activator of PKC, d-cAMP
(1072 M), a non-metabolizable analogue of cAMP, BIS
(2 x 107 M), an inhibitor of PKC, or KT (107 M), an

Table | Effect of 5-HT treatment on hSERT kinetic constants

Vmax (pmol 5-HT Kp (uL mg’1
Conditions mg_1 protein) K (um) protein)
Control 28.12 + 3.60 0.29 + 0.04 5.25 +0.71

S-HT (107° M) 16.91 + 2.90%
S-HT (107* M) 12.80 + 1.90%

0.34 £0.07 4.74 £ 0.35
0.49 £ 0.11* 5.35 £ 0.91

Results are the mean + standard error of seven experiments.
5-HT, 5-hydroxytryptamine; hSERT, human serotonin trans-
porter.

*P < 0.05 compared with control value.

© 2007 The Authors
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Figure 2 Role of 5-HT,, 5-HT3 and 5-HTj, receptors in the
5-HT treatment effect on 5-HT uptake. Transport was
measured after 6 min of incubation with *[H]-5-HT and 5-HT
2 % 1077 M. Cells were untreated (control) or treated with
5-HT (10~* M) and ritanserin (Rit), zacopride (Zac) or
GR113808 (GR) (5-HT,, 5-HT; and 5-HT4 antagonists
respectively) (107 m) for 4 days. Results are expressed as the
% of the uptake control and are expressed as the

mean + standard error of six independent experiments.

*P < 0.05 compared with the control value.

inhibitor of PKA. The results show that both PMA and
d-cAMP significantly reduced 5-HT uptake, and this
effect was additive to the reduction yielded by 5-HT.
On the other hand, the 5-HT effect was not reverted by
either BIS or KT, although these inhibitors significantly
reverted the PMA and d-cAMP effect on 5-HT uptake,
without affecting 5-HT uptake itself (Fig. 3a,b).

Study of the 5-HT effect on hSERT mRNA level and
hSERT protein expression

As the results pointed mainly to hSERT functional
alteration, we determined the molecular effect of
hSERT vyielded by treatment with S-HT 10™* M for
4 days, by studying both hSERT mRNA and protein
expression. The mRNA level was determined by semi-
quantitative RT-PCR and the results showed that 5-HT
treatment did not alter the level of mRNA (Fig. 4). In
addition, 5-HT treatment did not modify protein
expression in the whole cell (cell lysate) or in the brush
border membrane (apical membrane) measured by
western blot (Fig. 5).

Reversibility of the effect of 5-HT treatment on hSERT
function

The results indicate that 5-HT treatment diminishes
hSERT activity with no alteration of either hSERT
synthesis or hSERT availability in the membrane. In
order to gain an in-depth knowledge of the effect of
5-HT treatment, the reversibility of hSERT activity was
studied. For this purpose a set of experiments was
designed, in which after 4 days of treatment with 5-HT
10™* M, 5-HT was removed from the culture medium
and 5-HT uptake was measured after different periods.

© 2007 The Authors
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Figure 3 Role of PKC and cAMP on the 5-HT treatment effect
on the 5-HT uptake. 5-HT transport was measured after 6 min
of incubation with 3[H]-5-HT and 2 x 10~ m 5-HT. In
control conditions, cells were not treated. In treatment condi-
tions Caco-2 cells were treated for 4 days. (a) Treatments were
as follows: 5-HT, cells were treated with 5-HT (10™* m); PMA,
cells were treated with PMA (107 m); 5-HT + PMA, cells
were simultaneously treated with 5-HT (107 M) plus PMA
(107 M); PMA + BIS, treatment with PMA (107° M) plus
bisindolylmaleimide II (BIS) (2 x 107 m); 5-HT + BIS, treat-
ment with 5-HT (107 m) plus bisindolylmaleimide II (BIS)

(2 x 107 m); BIS, treatment with bisindolylmaleimide II (BIS)
(2 x 107 m). (b) Conditions of treatment were: 5-HT, cells
were treated with S-HT (107 m); d-cAMP, cells were treated
with d-cAMP (1073 m); 5-HT + d-cAMP, cells treated with
5-HT (107 M) plus d-cAMP (107> m); d-cAMP + KT, cells
treated with d-cAMP (1073 M) plus KT 5720 (KT) (107° m);
S-HT + KT, cells were treated with 5-HT (10™* m) plus KT
5720 (KT) (107¢ m); KT, treatment with KT 5720 (KT)

(107° M). Results are expressed as the % of the uptake control,
and were the mean =+ standard error of six independent
experiments. *P < 0.05 compared with control value;

1P < 0.05 compared with 5-HT value.

The results show that although inhibition of hSERT
activity progressively disappears after withdrawal of the
treatment, the control 5-HT uptake level was not
reached even after 2 days of recovery (Fig. 6).

Effect of citalopram and fluoxetine treatment on hSERT
activity in cells treated with 5-HT

Citalopram and fluoxetine are two SSRIs frequently
used in human disorders in which the serotoninergic
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Figure 4 Effect of 5-HT treatment on hSERT mRNA levels. Cells were treated for 4 days with 5-HT 107 M, and the total
RNA was extracted. On the left-hand side is the PCR product of the semi-quantitative RT-PCR analysis of hSERT and actin in
control and treated cells. On the right-hand side, quantification of the hSERT PCR product compared with the actin PCR product
(hSERT/f-actin ratio) in control cells and cells treated with 5-HT. Results are expressed in arbitrary densitometric units and are

the mean of three independent experiments.
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Figure 5 Effect of 5-HT treatment on hSERT protein expres-
sion. Caco-2 cells were treated with 5-HT 10™* m for 4 days.
(a) Cell lysate (CL) and the brush border membrane (apical
membrane, AM) samples were electrophoresed (SDS-PAGE)
and hSERT immunodetected. Actin was probed to determine
differences in the sample load. (b) Quantification of hSERT
protein in both CL and AM compared with actin (hSERT/
B-actin ratio). Results are expressed in arbitrary densitometric
units, and are the mean =+ standard error of six independent
experiments.

system is involved. As SSRIs increase 5-HT availability,
it seemed useful to study the interaction between either
the chronic effect of citalopram or fluoxetine, and the
treatment effect of 5-HT on hSERT function. For this
purpose, a set of experiments was designed to measure
5-HT uptake in cells treated with $-HT (107 M) and
SSRIs (citalopram or fluoxetine), and thus determine
their interaction on hSERT activity. The period of
treatment was 2 days in order to avoid a maximum
effect of fluoxetine and citalopram which may hide an
additive effect of 5-HT. The results indicate that
treatment with citalopram (107, 1078, 1077, 107> and
10™* M) or fluoxetine (107% and 1077 M) reduced 5-HT
uptake. This effect was additive to 5-HT treatment
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Figure 6 Recovery of 5-HT uptake after treatment with 5-HT.
Conditions of the experiments were: control, untreated cells;
4 days, cells treated for 4 days with 5-HT (107 m); 4 days +
30 min, 5-HT treatment for 4 days and withdrawal 30 min
before the experiment; 4 days + 6h, 5-HT treatment for 4 days
and withdrawal 6 h before the experiment; 4 days + 1d, S-HT
treatment for 4 days and withdrawal 1 day before the experi-
ment; 4 days + 2 days, 5-HT treatment for 4 days and with-
drawal 2 days before the experiment. In each experiment,
5-HT uptake was measured in control, 5-HT 4 days treatment
and the corresponding recovery condition. 5-HT concentration
for uptake determination was 2 x 10~ M and the period of
incubation was 6 min. Results are indicated as the % of 5-HT
uptake by the corresponding control, and are the

mean + standard error of five independent experiments.

*P < 0.05 compared with the control of each condition.

+P < 0.05 compared with corresponding 5-HT uptake after

4 days of treatment.

when either citalopram 107, 1078 or 1077 M (Fig. 7a)
or fluoxetine (1078 and 1077 M) (Fig. 7b) were included
in the treatment. Nevertheless, simultaneous treatment
with 5-HT plus citalopram (10~° or 10™* M) (Fig. 7a)
did not yield additive inhibition.

Discussion and conclusions

The alteration of serotoninergic activity has been
described as being involved in the aetiology of numer-
ous pathologies either in the central nervous system
(Purselle & Nemeroff 2003), or in the gastro-intestinal

© 2007 The Authors

6 Journal compilation © 2007 Scandinavian Physiological Society, doi: 10.1111/j.1748-1716.2007.01793.x


usuario
Cuadro de texto
228                                                                                                                                                    Artículo 3


Articulo 3

Acta Physiol 2007

a

—_
~

100

5-HT uptake
(% of control)

(b)
0=
[}
S & 757
< c
Q.o *t
3O 501
[ I
T © | *t
u'a§ 25
0° N A A Y A
& X s _\:9’ R
® > %
AR A AR

x
& &
‘):b 9_,:2‘

Figure 7 Effect of citalopram and fluoxetine treatment on
5-HT uptake in cells treated with 5-HT. In control conditions,
cells were not treated. Cells were treated for 2 days with 5-HT
107 M. (a) Treatment with citalopram (CIT) for 2 days at
different concentrations. (b) Cells were treated with fluoxetine
(FLX) at different concentrations for 2 days. 5-HT concen-
tration in uptake determination was 2 x 1077 M and incuba-
tion time was 6 min. Results are expressed as a percentage of
the control uptake and are the mean + standard error of five
independent experiments. *P < 0.05 compared with 5-HT
treatment. TP < 0.05 compared with corresponding citalopram
concentration treatment (a) or corresponding fluoxetine con-
centration treatment (b).

tract (Coates et al. 2004, Gershon 2004). SERT is the
molecular target for multiple therapeutic compounds
(SSRIs) that increase 5-HT availability by inhibiting
SERT activity. Nevertheless, the efficacy of this phar-
macological treatment is achieved only after long-term
treatment. Treatment with SSRIs increases 5-HT avail-
ability in the extracellular medium, not only by inhib-
iting SERT activity but also by modulating SERT
protein expression (Iceta et al. 2007). 5-HT increase
has been described to affect serotoninergic activity by
desensitizing 5-HT receptors. However, long-term
modulation of SERT by serotonin remains unknown.
The aim of this research was to study the effect of
long-term treatment with 5-HT on hSERT activity and
expression in order to gain an in-depth knowledge of
serotoninergic activity modulation mediated by an
increase in extracellular 5-HT availability. This study
was carried out on Caco-2 cells, which have been
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described as being an excellent model of SERT expres-
sion (Martel et al. 2003, Iceta et al. 2006).

The results obtained show that 5-HT treatment
diminishes hSERT activity. This effect was dependent
on both the treatment period, reaching a maximum
response after 1 day of treatment, and 5-HT concen-
tration, inhibition being significant when the cells were
treated with a high 5-HT concentration (107°~107* m).
These concentrations are included in the 5-HT physi-
ological range, as exposure to 5-HT concentrations as
high as 6 x 107> M have been described in pre-synaptic
SERT, although after diffusion into the extracellular
compartment, 5-HT concentration was 55 nm (Bunin
& Wightman 1998). Similarly, in Caco-2 cells, 5-HT
concentration in the culture medium may decrease
progressively during the period of treatment, as far as
the culture medium is replaced (the day after), as
Caco-2 cells are able to uptake 5-HT through hSERT.

To learn more of the functional characteristics of this
inhibitory effect, a kinetic study was carried out to
determine the effect of 5-HT treatment on the kinetic
transport constants V.. and K.. The results show that
Vimax Was reduced and K, was increased after 5-HT
treatment, and consequently, both hSERT capacity and
affinity seem to be affected by 5-HT treatment.

The physiological effects of 5-HT are mediated by
different 5-HT receptors widely distributed throughout
the body. 5-HT,, 5-HT5 and 5-HT4 receptors, which
have been described as being involved in 5-HT modula-
tion of intestinal epithelial processes (Salvador et al.
1997), are also expressed in Caco-2 cells (data not
shown). Although exposure to 5-HT yields receptor
desensitization, the involvement of 5-HT receptors in
5-HT treatment effect on SERT cannot be discarded. In
order to clarify this point, the involvement of 5-HT,,
5-HTj3 and 5-HT} receptors was determined by treating
the cells with specific receptor antagonists. The results
show that none of these receptors seems to mediate 5-HT
action.

Short-term exposure to S-HT prevented phosphoryla-
tion of SERT through PKC, besides increasing the
availability of SERT in the membrane of transfected cells
(Ramamoorthy & Blakely 1999). Moreover, long-term
treatment of Caco-2 cells with either PKC or PKA
activators reduced hSERT function (Iceta et al. 2006). In
order to determine the mechanism of 5-HT treatment
inhibition of hSERT, the role of intracellular processes
mediated by second messengers like PKC and cAMP was
studied. The results obtained in this study show that
treatment of Caco-2 cells with PKC and cAMP-specific
activators (PMA and d-cAMP respectively) inhibited
hSERT function, which was reverted by simultaneous
treatment of the cells with PKC and cAMP inhibitors (BIS
or KT respectively). However, hSERT inhibition pro-
duced by treatment with 5-HT was additive to the
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inhibition yielded by PMA and d-cAMP, and the effect of
5-HT treatment was not reverted by BIS or KT. Conse-
quently the 5-HT effect did not appear to be mediated
through PKC or cAMP. These results disagree in part
with the effect shown by 5-HT after short-term treatment
(Ramamoorthy & Blakely 1999) as long-term treatment
with 5-HT, and the phosphorylation mediated by PKC,
appear to affect independently hSERT activity, and,
moreover, both effects are additive.

Numerous transporter molecules have been described
as being regulated by their substrates. In the case of
5-HT, the results obtained under depletion conditions
have shown to be controversial. Thus, hSERT mRNA
levels have been shown to be reduced by chronic 5-HT
depletion in rat brain (Linnet et al. 1995). Nevertheless,
neither the maximum binding capacity (Bpay) nor the
dissociation constant (Kp) of [*H]paroxetine for the
5-HT uptake recognition sites were affected (Dewar
et al. 1992). Our results show that mRNA levels were
not affected by treatment with 5-HT, thus indicating
that 5-HT may not affect hSERT transcription. In
addition, the results obtained by western blotting show
that 5-HT treatment did not affect hNSERT expression in
brush border membrane and total cell homogenate. As
the kinetic study has shown that 5-HT treatment
increases K, (competitive inhibition) and reduces V.«
(uncompetitive inhibition), a mix type of inhibition may
be hypothesized. In accordance with this result, Rama-
moorthy et al. (2007) showed that SERT capacity
(Vimax) alteration is not always due to a modification
in the abundance of SERT in the membrane, and it may
be independent of a trafficking mechanism.

From the results obtained, it can be inferred that 5-HT
treatment alters hSERT activity by affecting the hSERT
molecule itself located in the membrane, and this effect
did not seem to be mediated by intracellular PKC and
cAMP. The possibility of a direct effect of 5-HT on the
hSERT molecule modulating its activity has been previ-
ously hypothesized (Ramamoorthy & Blakely 1999).

Several studies using brain neuronal and platelet
membranes have revealed that at least two binding
sites are present on the SERT protein; a primary high-
affinity binding site that mediates 5-HT reuptake, and
an allosteric low-affinity binding site that regulates
the binding of ligands at the primary site (Plenge
& Mellerup 1985, Wennogle & Meyerson 1985,
Plenge et al. 1991). 5-HT has been found to possess
affinity for both sites (Neubauer et al. 2006) and to
act as an allosteric effector at a number of SERT
high-affinity ligands (Chen et al. 2005). This raises
the possibility that 5-HT may act as a self-regulating
allosteric effector modulating the transport function.
In our study 5-HT reduced its own transport after
treatment with a high 5-HT concentration [107* M
much more than the K; described for hSERT activity
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(6 x 1077 m)] (Iceta et al. 2006). This fact indicates
that the 5-HT effect might be mediated by the action
of a low-affinity binding in hSERT.

The results obtained in the experiments, in which cells
were treated simultaneously with 5-HT and citalopram
or fluoxetine, may be useful to clarify this point.
Citalopram binds to both high affinity (transport) and
low affinity (allosteric) binding sites in SERT. On the
other hand, fluoxetine does not possess any significant
binding affinity for the allosteric site (Chen et al. 2005).
Our results show that the effect on hSERT activity of
treatment with low citalopram concentration (1072, 1078
and 1077 m), at which the allosteric effect of citalopram is
scarce, was additive to the 5-HT treatment effect,
whereas citalopram treatment at high concentration, at
which citalopram binds to the allosteric site, was not
additive to the 5-HT treatment effect. However, the 5-HT
treatment effect was additive to the effect of the treatment
with fluoxetine, thus indicating that 5-HT and fluoxetine
treatments may act through different mechanisms. Iceta
et al. (2007) showed that fluoxetine treatment diminishes
hSERT availability in the membrane through a post-
translational mechanism. Taken together, it may be
deduced that 5-HT may act at the low affinity site.

This is the first time that the effects of the treatment
with 5-HT on hSERT activity and expression have been
studied. The role of 5-HT as a modulator after long-term
treatment at high concentrations may be of potential
physiological importance in the regulation of hSERT
activity, and may represent interesting information in
relation to therapy interventions with SSRIs. Moreover,
the results of this study may be useful in clarifying
serotonin toxicity (serotonin syndrome), which is the
acute adverse reaction to medication that enhances
serotoninergic activity. Most serotonin toxicity studies
have focused on the role of drug—drug interactions in the
increase in 5-HT availability responsible for toxicity
(Gillman 2006). Nevertheless, the role of 5-HT in the
regulation of 5-HT availability cannot be discarded.

In summary, the results of this study show that 5-HT
treatment inhibits hSERT activity through an indepen-
dent mechanism on the transcription, on protein
synthesis or on protein trafficking processes. This effect
might be the consequence of an action on the hSERT
molecule itself located in the membrane.
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Resumen

La serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) es un neuromodulador sintetizado
fundamentalmente en las células enterocromafines del tracto gastrointestinal que actla
como regulador de la actividad del sistema nervioso central y periférico, y de otros
tejidos no neuronales localizados en el tracto gastrointestinal, sistema cardiovascular y
en la sangre. La 5-HT ejerce sus efectos a través de su union a receptores de membrana.
La disponibilidad extracelular de 5-HT depende de un sistema de sintesis y liberacion
(“on”) y de un sistema de recaptacion (“off”). El transportador de serotonina (SERT) se
encarga de la captacion hacia el interior celular de la 5-HT y, en consecuencia, reduce la
concentracion de 5-HT en el medio extracelular. SERT se ha convertido en una diana
farmacoldgica efectiva en las patologias en las que el sistema serotoninérgico se encuentra
alterado, tales como las alteraciones de la conducta y sindromes gastrointestinales. La
mayor parte de los estudios realizados sobre SERT se han realizado en modelos
celulares heterdélogos. Por ello, el primer objetivo del presente trabajo fue determinar si
las células humanas de tipo enterocitario Caco-2 expresaban enddgenamente SERT
humano (hSERT) y si podian ser un modelo celular para su estudio. Los resultados
muestran que las células Caco-2 expresan hSERT con caracteristicas funcionales,
moleculares y de regulacion similares a las descritas para hSERT de cerebro. Ello indica
que esta linea celular puede constituir un excelente modelo para el estudio de la
regulacion fisioldgica y farmacoldgica de hSERT. A partir de este primer resultado se
ha utilizado la linea Caco-2 para estudiar su regulacion fisioldgica determinando el
efecto del tratamiento a largo plazo con 5-HT sobre hSERT. Los resultados muestran
que la exposicion de las células a 5-HT disminuye la funcion de hSERT debido a la
interaccion de 5-HT con el sitio alostérico de baja afinidad de hSERT, sin alterar su
expresion molecular. Por ultimo se considerd interesante determinar la regulacion
farmacoldgica de hSERT estudiando el efecto del tratamiento a largo plazo con
fluoxetina. Los resultados muestran que la fluoxetina reduce la actividad de hSERT ya
que afecta a la disponibilidad del hNSERT en la membrana, sin alterar la transcripcion del
transportador, ello indica un efecto post-traduccional. En resumen, los resultados del
presente trabajo establecen un nuevo modelo celular que expresa enddgenamente
hSERT y que puede ser una herramienta Util para el estudio de hSERT vy su regulacion.
Asimismo, los resultados mostrados en el presente trabajo pueden presentar interés para

incrementar el conocimiento de la regulacion fisioldgica y farmacologica de hSERT.






Summary

Serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT) is a neuromodulator, mainly produced in the
enterochromaffin cells of the gastrointestinal tract, which regulates the activity in the
central and peripheral nervous system, as well as in a number of non-neuronal tissues in
the gut, cardiovascular system and blood. The effects of 5-HT are mediated by
membrane bound receptors, and depend on 5-HT extracellular availability, which is
modulated by both 5-HT cellular release (“on”) and uptake (“off”). The serotonin
transporter (SERT) is involved in 5-HT uptake to enable its clearance from the
extracellular milieu. Consequently, this transporter in part determines 5-HT availability.
The serotonin transporter has shown itself to be an effective pharmacological target in
the treatment of mood disorders and some kinds of gastrointestinal syndromes. Most of
the molecular studies of SERT in humans have been carried out using heterologous
models. The first aim of the present work has been to study the human enterocyte-like
Caco-2 cell line as a potential in vitro model to study the human serotonin transporter
(hSERT). The results have shown that the function, regulation, expression and
molecular characteristics of the hSERT in Caco-2 cells are similar to the ones described
in hNSERT from human brain, and they indicate that this cell line may be an ideal tool to
study in vitro the physiology and pharmacology of hSERT. Secondly, we have
determined hSERT physiological and pharmacological long-term regulation by using
this cell model. The results have shown that hSERT function is reduced after long term
treatment of the cells with 5-HT. The 5-HT effect seems to be due to an allosteric effect
of 5-HT mediated by the interaction with the low affinity site of the transporter. 5-HT
treatment did not show to alter the molecular expression of hSERT. In relation with the
pharmacological regulation of hSERT, we have determined the effect of the long-term
treatment of Caco-2 cells with fluoxetine. The results show that hSERT function is
reduced after treatment with fluoxetine, mainly due to a diminution of the hSERT
protein availability in the membrane with no alteration of the hSERT mRNA level, thus
indicating a post-translational effect. In summary, the results of the present work, on
one hand, establish a new cell model, which expresses endogenously hSERT and that
may be a useful tool to study hSERT function and regulation. On the other hand, the
results obtained may be potentially of physiological and therapeutical relevance in the
knowledge of the regulation of hSERT activity.
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