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Abreviaturas 

RGli: Recetor de Glicina. 

pLGICs: Canales iónicos activados por ligando pentaméricos. 

nAChR: Receptor nicotínico de acetilcolina. 

5-HT3: Receptor de serotonina tipo 3. 

GABA: ácido γ-aminobutírico 

DEC: Dominio extra celular 

DIC: Domino intracelular 

DTM: Dominio transmembrana 

PKA: Proteína quinasa A 

PKC: Proteína quinasa C 

PGE2: Prostaglandina E2 

AMPc: Adenosín monofosfato cíclico 

2,6-DTBP: 2,6-ditert-butilfenol  

AKAP: Proteína de anclaje asociada a quinasa 

AKAP79: Proteína de anclaje asociada a quinasa A 79 

AKAP79-GFP: Proteína fusión AKAP79 y GFP 

PPP3: Fosfoproteína fosfatasa 3 

PIP2: fosfatidilinositol bisfosfato 

PSD-95: Proteína densidad postsináptica 95 

SAP97: Proteína asociada a sinapsis 97 

NMDA: ácido N-metil-D-aspártico 

AMPA: ácido α-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiónico 

LTP: Potenciación a largo plazo 

LTD: Depresión a largo plazo 

PSD: Densidad postsináptica 

GluA1: Receptor de glutamato A1 

β2-AR: Receptor beta 2 adrenérgico 

TRPV1: receptor de potencial transitorio vaniloide 
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DRG: Raíz de los ganglios dorsales 

GFP: Proteína fluorescente verde 

HEK293: Célula embrionaria humana de riñón 293 

PBS: Suero fetal bovino 

FNR: Fracción no retenida 

DDM: n-Dodedecyr-beta D-Maltoside 

GST: Glutatión S transferasa 

ROI: Región de interés 
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Resumen 

La inhibición glicinérgica es crítica para el control de la respiración, la regulación del tono 

muscular y la nocicepción. Estudios previos han mostrado que la fosforilación vía PKA en 

el residuo S346 del dominio intracelular del receptor de glicina alfa 3 (RGli-α3) produce una 

disminución en la neurotransmisión glicinérgica en la médula espinal, la cual se relaciona 

con la generación y mantenimiento de estados asociados a dolor crónico de tipo 

inflamatorio. Sin embargo, los mecanismos moleculares que controlan la fosforilación del 

RGli-α3 aun no son claros. En este contexto, otros investigadores han mostrado que la 

interacción de la proteína de anclaje asociada a quinasa A (AKAP79) a canales iónicos que 

participan en el procesamiento del dolor es clave para la regulación de los eventos de 

fosforilación vía PKA. Por ejemplo, se ha reportado que el bloqueo de la interacción directa 

entre AKAP79 y TRPV1 disminuyó la sensibilización de neuronas nociceptivas, regulando 

fosforilación de residuos intracelulares. Por otro lado, se ha descrito la interacción directa 

entre AKAP79 y las subunidades β3 y β2 del receptor GABAA en residuos ubicados en el 

dominio intracelular del canal. Pese a su potencial importancia en dolor crónico, la potencial 

modulación del RGli por AKAP79 aún no ha sido investigada. Utilizando técnicas de 

inmunocitoquímica y pull-down, nuestros resultados sugieren que existe una interacción 

directa entre AKAP79 y RGli-α3. Análisis de imágenes mostraron que AKAP79 colocaliza 

con todas las subunidades α del RGli. Además, estudios de pull-down mostraron que el 

dominio intracelular de RGli-α3 (GST-ICD-RGli-α3) fue capaz de unirse a AKAP79. 

Finalmente, estudios electrofisiológicos mostraron que la sobreexpresión de AKAP79 no 

modifico parámetros funcionales básicos del RGli-α3. En conjunto, nuestros hallazgos 

sugieren que AKAP79 podría ser una pieza adicional para la correcta regulación intracelular 

del RGli-α3. Futuros experimentos en sistemas neuronales contribuirán a definir si AKAP79 

es determinante para la función y modulación de RGli a nivel sináptico. 
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Abstract  

Glycinergic inhibition is critical for respiratory control, muscle tone regulation, and 

nociception. Previous studies showed that PKA phosphorylation in the residue S346 located 

in the intracellular domain of the alpha 3 glycine receptor (RGli-α3) produces inhibition of 

glycinergic neurotransmission on the spinal cord, which was related to the generation and 

maintaining of inflammatory chronic pain states. Noteworthy, the molecular mechanisms that 

control RGli-α3 phosphorylation are still unclear. In this context, other researchers have 

shown that the interaction of the A-kinase anchoring protein (AKAP79) to ion channels 

involved in nociceptive pathways is critic for PKA phosphorylation events. Specifically, it has 

been observed that blocking of the direct interaction between AKAP79 and TRPV1 

decreases sensitization in nociceptive neurons, regulating phosphorylation of intracellular 

residues. Furthermore, the direct interaction between AKAP79 and the β3 and β2 subunits 

of GABAA receptor at specific residues in the intracellular domain has been described. 

Despite its potential importance in chronic pain the potential modulation of RGli by AKAP79 

has not yet been investigated. Here, by using immunocytochemical and pull-down assays, 

our results suggest to the direct interaction between AKAP79 and RGli-α3. Confocal imaging 

showed that AKAP79 specifically co-localized with all the RGli subunits. In addition, in pull-

down studies we observed that a GST-ICD-RGli-α3 are able to bind AKAP79. Finally, 

electrophysiological studies showed that AKAP79 overexpression did not modify basic 

functional parameters of RGli-α3. Thus, our experimental data suggest that AKAP79 could 

be an additional piece for the correct intracellular regulation of the RGli-α3. Future 

experiments in neural systems will help to define whether AKAP79 is a determinant for the 

function and modulation of RGli at the synaptic level. 
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Introducción 

Generalidades del receptor de glicina 

 El normal funcionamiento del sistema nervioso central depende del balance entre la 

neurotransmisión de neuronas excitatorias e inhibitorias. La sinapsis glicinérgica media la 

neurotransmisión inhibitoria mayormente en médula espinal y tronco encefálico, donde 

está asociado al control motor, ritmo respiratorio y está involucrado en procesos 

sensoriales, incluidas la visión y la audición (Legendre, 2001). 

El RGli pertenece a la superfamilia de canales iónicos activados por ligando pentaméricos 

(pLGICs, por sus siglas en inglés) junto a los receptores nicotínicos de acetilcolina 

(nAChR), el receptor de serotonina tipo 3 (5-HT3) y los receptores de GABAA (Gielen & 

Corringer, 2018). Anteriormente conocidos como la familia Cys-Loop, estos receptores 

forman complejos pentaméricos transmembranas que forman un poro central el cual se 

abre transitoriamente con la unión de su ligando, permitiendo el flujo de iones a favor de 

un gradiente electroquímico (Lynagh & Lynch, 2010). El aminoácido glicina es el agonista 

principal de los RGli (Lynch et al.,2017). En neuronas maduras de la médula espinal, la 

unión de glicina al RGli genera su apertura resultando en el influjo de iones Cl- a través 

del poro del canal hiperpolarizando la membrana postsináptica e inhibiendo de ese modo 

la excitabilidad neuronal (Lynch, 2009). 

La disfunción del RGli o de la transmisión glicinérgica se ha relacionado directamente con 

desórdenes neurológicos como la hiperekplexia (Zhang et al., 2016), epilepsia (Carvajal-

González et al., 2014) y dolor crónico de tipo inflamatorio (Yevenes & Zeilhofer, 2011). 

Recientes estudios han demostrado que moléculas con actividad moduladora de RGli 

tiene actividad analgésica (Bregman et al., 2016; Xiong et al., 2012 Zhang & Wang, 2015;), 

sugiriendo que la modulación farmacológica de RGli podría ser un emergente blanco 

terapéutico para tratar fenómenos de dolor crónico (Cioffi, 2017; Yevenes & Zeilhofer, 

2011). 

Antecedentes estructurales de los RGli 

  Se han descrito hasta la fecha, 4 subunidades α (α1-4) y una subunidad β. Las 

subunidades α poseen un alto grado de homología en sus secuencias, sin embargo, 

poseen también importantes diferencias en sus propiedades biofísicas y farmacológicas 

como también en sus patrones espacio temporales de expresión (Lynch, 2009). 
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La estructura del canal iónico se encuentra formada por 5 subunidades ensambladas 

alrededor de un poro central presente en la membrana plasmática (Nys et al., 2013; 

Prevost et al., 2013). Los RGli pueden existir como homopentámeros conteniendo solo 

subunidades α o como heteropentámeros compuestos por las subunidades α o β 

(Langosch, Thomas & Betz, 1988).   La estequiometria del canal originalmente se pensaba 

que era 3α:2β (Burzomato et al., 2003), pero en el último tiempo se revisó y reportó la 

conformación 2α:3β (Yang et al., 2012).  

En los últimos años se han resuelto estructuras en alta resolución para los RGli, las cuales 

han otorgado importante información acerca de sitios de unión en el receptor, incluyendo 

estudios de criomicroscopía electrónica en RGli-α1 de pez cebra unido a estricnina, glicina 

e ivermectina (Du et al., 2015). Por otro lado, se encuentra disponible las estructuras 

cristalinas del RGli-α3 unido a estricnina (Huang et al., 2015) y a un nuevo potenciador de 

RGli que tiene actividad analgésica (Huang et al., 2017). 

Estructuralmente, cada subunidad posee un dominio extracelular (DEC) con sitios de 

unión para agonistas y antagonistas (Yevenes & Zeilhofer, 2011). Además, un dominio 

transmembrana (DTM) donde se ha determinado que el TM2 es esencial para la formación 

del poro permeable a cloruro (Shan et al., 2011). Finalmente, un dominio intracelular (DIC) 

formado por un loop entre los TM3 y TM4 el cual ha cobrado relevancia funcional y 

estructural en los últimos años (Lynch, 2004; Baenziger and Corringer, 2011) 

Relevancia del DIC en la funcionalidad del RGli. 

 En los últimos años la relevancia funcional del DIC en la modulación del RGli ha 

cobrado un particular interés. Por ejemplo, las estructuras resueltas mencionadas antes 

fueron solamente posible cuando se reemplazó el DIC por un péptido más corto (Huang 

et al., 2015). Además, se ha descrito la interacción del DIC de la subunidad β con la 

proteína de anclaje Gefirina, la cual confiere la estabilidad al receptor en la densidad 

postsináptica (Grünewald et al., 2018). El DIC es también la única región de los RGli que 

posee sitios de fosforilación reconocidos (Lynch, 2004; Harvey et al., 2004, Langlhofer & 

Villmann, 2016; Moraga-Cid et al., 2020). Dichas fosforilaciones pueden provocar una 

variedad de efectos, desde alteraciones en el nivel de expresión en la superficie celular 

hasta cambios en la conductancia del canal (Velázquez-Flores & Salceda, 2011; Moraga-

Cid et al., 2020). Un reciente estudio demuestra que, usando mutantes fosfomiméticas la 
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activación de vías señalización por PKA disminuyen la conductancia de RGli-α3 en 

registros de single-channel (Moraga-Cid et al., 2020).  

Además, el DIC sufre modificaciones post-traduccionales uniendo factores que permiten 

la modulación de las propiedades funcionales del canal (Langlhofer & Villmann, 2016). 

Algunos ejemplos son modulación por la proteína GβƳ (Yevenes et al.,2008), 

endocannabinoides (Yévenes & Zeilhofer, 2011), fosforilación por PKC y PKA (Acuña et 

al., 2016; Breitinger et al., 2018), ubiquitinación (Zhang et al., 2019) y unión de sec8 

(Winkelmann et al., 2014). Estos reportes evidencian que el DIC pasó de ser considerado 

un loop accesorio sin una función reconocida o estudiada a una zona con una notoria 

relevancia para la funcionalidad del RGli. 

Rol de la subunidad RGli-α3 en nocicepción. 

 La transmisión de señales asociadas a nocicepción está vinculada a áreas dorsales 

de la médula espinal (Kandel, 1986). Nociceptores localizados en la piel, tejidos profundos 

o vísceras transmiten la información a neuronas nociceptivas en láminas profundas de la 

médula espinal (Zeilhofer et al., 2012). Además, las láminas superficiales de la asta dorsal 

de la médula espinal han mostrado abundante inhibición sináptica glicinérgica (Chery & 

de Koninck, 1999). 

Se ha observado que la subunidad RGli-α1 y RGli-α3 se expresan principalmente en la 

lámina I y II de la asta dorsal de la médula espinal (Harvey et al., 2004). Combinaciones 

de experimentos de electrofisiología y comportamiento han demostrado que el dolor 

crónico inflamatorio se asocia a una disminución de la función inhibitoria de RGli que 

contienen la α3 expresados la asta dorsal de la médula espinal (Harvey et al., 2004; Bonin 

& De Koninck, 2013). Evidencia desde diferentes grupos de investigación han permitido 

establecer el mecanismo mediante el cual se produce la disfunción de RGlia3. Estudios 

electrofisiológicos identificaron que PGE2 es la prostaglandina predominante en la médula 

espinal (Zeilhofer et al., 2005). La activación de los receptores de prostaglandina E2 

genera una reducción en la amplitud de las corrientes sinápticas glicinérgicas (Harvey et 

al., 2004; Zeilhofer et. al. 2012). Estos receptores activan la proteína Gαs la cual promueve 

la acción corriente abajo de la proteína adenilato ciclasa, aumentando los niveles de AMPc 

(Harvey et al, 2004). Este importante segundo mensajero activa a PKA la cual ejercerá su 

función enzimática sobre sus blancos moleculares, entre ellos la fosforilación del residuo 

serina 346 del RGli-α3. Esta fosforilación disminuye la función gilicinérgica de neuronas 
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de la lámina II (Acuña et al., 2016; Harvey et al, 2004). Estudios más recientes han 

demostrado que una ablación de interneuronas glicinérgicas en la asta dorsal de la médula 

espinal de ratones afecta la transmisión de estímulos nociceptivos y los animales 

desarrollan hiperalgesia y malestar espontáneo (Foster et al., 2015). 

Por otra parte, estudios farmacológicos han sugerido que la alteración funcional de RGli-

α3 provocada por la fosforilación podría ser controlada farmacológicamente de manera 

específica (Acuña et al., 2016; Bregman et al., 2016). Un ejemplo de este concepto es el 

compuesto no anestésico derivado del Propofol, 2,6-ditert-butilfenol (2,6-DTBP), el cual 

potencia RGli homoméricos y carece de actividad sobre R-GABAA (Ahrens et al., 2004). 

Curiosamente, este compuesto no potencia el receptor heteromérico RGli-α3β a menos 

que este haya sido fosforilado (Acuña et al., 2016), lo que sugiere un nivel de asociación 

importante entre los mecanismos de acción de la droga y los involucrados en la 

fosforilación.  Como modelo teórico, este estudio sugirió que el receptor sufre cambios 

estructurales inducidos por la fosforilación en el DIC, el cual podría mejorar la unión de la 

droga. En modelos animales de dolor crónico inflamatorio, 2,6-DTBP produjo analgesia 

RGli-α3 dependiente (Acuña et al., 2016).  

En conjunto, estos resultados muestran que procesos de fosforilación gatillados por 

mediadores inflamatorios generan una disfunción en RGli-α3 expresados en láminas 

superficiales de la médula espinal. La disminución de las corrientes asociadas a la 

activación del RGli-α3 reduce el control inhibitorio de las proyecciones nociceptivas 

aumentando la transmisión nociceptiva hacia áreas superiores. A pesar de su relevancia, 

la comprensión a nivel molecular, biofísico y celular del proceso de fosforilación de RGli-

α3 no están completamente dilucidados. En este contexto, estudios muy recientes de 

nuestro grupo han determinado que la fosforilación disminuye la conductancia de canal 

iónico, lo que explicaría la disminución las corrientes sinápticas de manera directa. Sin 

embargo, la participación de otras proteínas o factores que regulen el proceso de 

fosforilación de RGli-α3 aún esperan por ser explorados. 
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Generalidades de las proteínas de anclaje asociadas a quinasa A (A-kinase anchoring 

proteins) 

  Las proteínas de anclaje asociadas a quinasa A (AKAP) son proteínas que 

participan en proveer un ambiente molecular capaz de coordinar al menos otras dos 

proteínas en una sola unidad funcional (Sanderson & Dell'Acqua, 2011). Éstas son una 

extensa familia de proteínas de anclaje con particulares funciones, siendo el punto común 

la capacidad de unir a PKA (Sanderson & Dell'Acqua, 2011). Se ha caracterizado el sitio 

de unión de la subunidad RI o RII de PKA al dominio C-terminal de AKAP79 (Li et al., 

2012). Esta unión flexible entre AKAP y el dominio RII de PKA permite que ésta adopte 

diferentes conformaciones, a través de las cuales puede buscar sustratos para fosforilar 

incluso en condiciones basales de la actividad quinasa de PKA (Smith et al., 2017). 

Se ha postulado que las AKAP no poseen actividad enzimática intrínseca, pero sí poseen 

un efecto modulador en cascadas de señalización vía PKA (Boehm et al., 2006). Las 

AKAP a través de estas coordinaciones forman complejos de señalización estables que 

permiten aumentar la eficiencia de interacciones proteicas (Hirst et al., 2011). A menudo 

las AKAP se encuentran interaccionando con receptores de membrana (por ejemplo, 

canales iónicos) (Welch et al., 2010), adenilil ciclasas (Ritter & Hall, 2009), quinasas (PKA 

o PKC, por ejemplo) o algunas fosfatasas (PPP3) (Welch et al., 2010).  

Estudios previos han descrito la funcionalidad de las AKAP en diferentes sistemas siendo 

AKAP79/150 (sigla por su peso molecular en los ortólogos humano/murino 

respectivamente) una de las AKAP más estudiadas (Guo et al., 2015; Purkey & 

Dell’Acqua, 2020; Zhang et al., 2019). Para motivos de este trabajo se referirá a 

AKAP79/150 como su ortólogo humano AKAP79. Ésta se encuentra ampliamente 

expresada en sistema nervioso central, permitiendo el anclaje de proteínas con un amplio 

espectro de funciones biológicas en diferentes subtipos neuronales (Zhang et al., 2016). 

Funcionalmente, AKAP79 se encuentra anclada a la membrana a través de interacciones 

electroestáticas de 3 dominios polibásicos de su estructura con PIP2, cadherinas y F-

actina cortical (Gomez et al., 2002; Dell'Acqua et al., 2002; Gorski et al., 2005). Además, 

AKAP79, puede unir otras proteínas de anclaje como PSD-95 y SAP97 (Colledge et al., 

2000; Robertson et al., 2009). Esta interacción permite el ensamblaje “scaffold-scaffold”, 

generando un complejo que permite un dominio cercano de proteínas quinasas y 
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fosfatasas en la proximidad de un gran número de sustratos, incluyendo receptores 

postsinápticos y canales iónicos (Zhang et al., 2016).  

Estudios bioquímicos y electrofisiológicos han demostrado la participación de AKAP79 en 

diversos procesos de plasticidad neuronal, como por ejemplo los procesos de long-term 

potentiation y long-term depression en hipocampo (Lu et al., 2008). Estos procesos de 

plasticidad neuronal influencian de manera directa los cambios del número de receptores 

expresados en la densidad postsináptica (PSD) y sus propiedades biofísicas, las cuales 

pueden ser moduladas por procesos de fosforilación y desfosforilación (Malenka & Bear, 

2004). Se ha observado que en hipocampo la modulación de la plasticidad sináptica 

involucra a receptores de glutamato ionotrópicos, incluyendo receptores de NMDA y 

AMPA (Lu et al., 2008). Estudios funcionales han logrado observar la importancia de 

AKAP79 en la regulación de plasticidad sináptica vía PKA y CaN en receptores AMPA y 

NMDA a través de experimentos utilizando una AKAP79 mutante deficiente del sitio de 

unión a PKA (AKAP79-ΔPKA) (Sanderson et al., 2016).  Esta modificación en la estructura 

de AKAP79 genera una disminución en la fosforilación del residuo S845 de GluA1 del 

40%-45% en neuronas hipocampales (Sanderson et al., 2016). En estados fisiológicos, 

PKA fosforila a GluA1 en el residuo Ser-845, lo cual promueve el tráfico directo de GluA1 

a la membrana plasmática para estimular la inserción sináptica y mejorar la probabilidad 

de apertura del canal (Yang et al., 2010). Estos resultados están en línea al modelo de 

ciclos localizados de fosforilación y desfosforilación confinados a un pequeño set de GluA1 

para mayor impacto en la función sináptica (Guire et al., 2008). En resumen, AKAP79 

cumple un importante rol de modulación en procesos de LTP y LTD dependientes de PKA 

en receptores AMPA expresados en hipocampo (Purkey & Dell’Acqua, 2020). 

En conjunto, estos resultados muestran el rol que posee AKAP79 en sistemas sinápticos 

y la modulación que ejerce en proteínas de sus micro-dominios funcionales. Sin embargo, 

a la fecha no se ha descrito la participación de las AKAP como moduladores de la 

función sináptica en la médula espinal (Fischer & McNaughton, 2014). 

Rol de AKAP79 en el control nociceptivo: 

 Una característica de la manifestación de dolor crónico es la sensibilización neuronal 

de largo tiempo, la cuál es producida por una amplificación irregular de las vías 

nociceptivas (Kuner & Flor, 2016). Una amplia variedad de canales iónicos es modificada 

en estos procesos, muchos de los cuales son regulados por complejos de señalización 
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asociados a AKAP79 (Fischer et al., 2013). Un ejemplo de interacción es la relación de 

AKAP79 con el receptor β2 adrenérgico (β2-AR). AKAP79 recluta a PKA y PKC a las 

cercanías de β2-AR regulando la fosforilación del receptor después de la estimulación por 

agonista modulando la señalización corriente abajo a través de la ruta MAP quinasa 

(Fraser et al., 2000). Estás evidencias pueden hacer a la interacción β2-AR/AKAP79/PKA 

un blanco para tratamientos analgésicos. Posiblemente una aplicación de agonistas de 

β2-AR podrían aliviar la sensibilización de vías nociceptivas las cuales contribuyen a dolor 

crónico de tipo neuropático (Yalcin et al., 2010). 

Por otra parte, la asociación del canal iónico TRPV1 con AKAP79 modula procesos de 

sensibilización mediados por PKA. TRPV1 es un canal iónico permeable a calcio que 

responde a estímulos químicos (por ejemplo; Capsaicina, componente que otorga 

sensación de picor del ají) y a estímulos térmicos (>42°C) (Caterina et al., 2000). TRPV1 

es ampliamente expresado en neuronas de la raíz de los ganglios dorsales (DRG) de la 

médula espinal (Bevan et al., 2014). Además, estudios han demostrado que este canal es 

esencial para el desarrollo de hiperalgesia térmica inflamatoria (Davis et al., 2000).  

Estudios de microscopía de super resolución han demostrado la estrecha colocalización 

entre TRPV1 y AKAP79 en neuronas sensoriales (Zhang et al., 2016). Además, se 

observó una disminución significativa en la latencia a estímulos térmicos luego de la 

administración de capsaicina en ratones knock-out para AKAP79 comparado con ratones 

wild type (Por et al., 2010).  Asimismo, estudios bioquímicos e inmunicitoquímicos 

demostraron que la inhibición con bloqueadores de la interacción entre TRPV1 y AKAP79 

disminuye el porcentaje de sensibilización de TRPV1 ante acción de agonista capsaicina 

en cultivos de neuronas sensoriales de ratón (Zhang et al., 2008). Por otro lado, se 

observó que la deleción genética de la interacción AKAP79-PKA en ratones atenuó la 

hiperalgesia térmica mediada por PGE2 (Schnizler et al., 2008). Además, se observó el 

mismo efecto al inyectar un péptido (St-Ht31) que interfiere en la interacción AKAP79-PKA 

en ratones D36 disminuyendo la hiperalgesia térmica (Schnizler et al., 2008).  

Adicionalmente, se ha descrito que AKAP79 interacciona con otros receptores de la familia 

del TRPV1. Experimentos bioquímicos mostraron que AKAP79 anclando PKA y PKC, 

facilita la fosforilación y sensibilización de TRPA1 bajo estimulación de mGluR5 en 

neuronas aferentes primarias contribuyendo al proceso de dolor crónico (Brackley et al., 

2017). Así también, se ha descrito la interacción directa entre el canal iónico TRPV4 y 

AKAP79, en donde se describe la modulación de la función del canal vía AKAP79 (Mack 
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& Fischer, 2017). En conjunto, estas evidencias demuestran la modulación y participación 

de AKAP79 en vías nociceptivas coordinando complejos de señalización que se presentan 

como potenciales blancos terapéuticos para dolor crónico. 

Sin embargo, a la fecha existe solo un reporte que relacione a AKAP79 y receptores 

inhibitorios asociados al control del dolor. En específico, el trabajo de Brandon y 

colaboradores describen la interacción de AKAP79 y la subunidad β1 y β3 de receptores 

GABAA (Brandon et al., 2003). En este trabajo se detalla por una parte que PKA fosforila 

residuos del DIC de la subunidad GABAA-β3. Además, se detalla en experimentos de GST-

Pull down que existe interacción directa entre la subunidad GABAA-β1 y GABAA-β3 y 

AKAP79 formando un complejo GABAA-β3/AKAP79/PKA (Brandon et al., 2003). Además, 

los autores señalan mediante experimentos de co-inmunoprecipitación que este complejo 

es posible encontrarlo en neuronas de ratones (Brandon et al., 2003). A esto se suman 

experimentos de inmunocitoquímica que detallan la distribución subcelular de receptores 

GABAA en neuronas hipocampales. En estos se describe una alta inmunoreactividad en 

el soma y procesos neuronales consistentes con estudios previos (Colledge et al., 2000). 

Análisis de conteo de puntas arrojaron que existe una íntima asociación entre AKAP79 y 

la subunidad GABAA-β1 y GABAA-β3 en neuronas hipocampales (Brandon et al., 2003).  

Sin embargo, la potencial interacción entre AKAP79 y los RGli aún permanece 

inexplorada. Dado que: 1. Existe una inhibición en la función de RGli-a3 mediada por 

fosforilación vía PKA y 2. AKAP79 es relevante para la función de PKA y esta interacción 

es relevante en procesos de modulación de procesos nociceptivos, nuestra pregunta de 

investigación propone iniciar estudios que determinen si AKAP79 participa en procesos 

de fosforilación de RGli-α3. Desde este modo, la hipótesis y objetivos de estudio (descritos 

en la siguiente sección del manuscrito) pretenden caracterizar la potencial interacción 

entre AKAP79 y RGli-α3 utilizando modelos in vitro. 
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Hipótesis y Objetivos 

Hipótesis 

La proteína AKAP79 modula la función del RGli-α3 mediante interacción directa con 

el dominio intracelular. 

Objetivo general 

Evaluar la interacción y potencial modulación de AKAP79 sobre RGli-α3 a 

través de técnicas bioquímicas, inmnocitoquímicas y electrofisiológicas. 

Objetivos específicos 

1. Estudiar la co-localización de AKAP79-GFP con RGli-α3 mediante 

inmunocitoquímica en células HEK293. 

2. Analizar la interacción de AKAP79-GFP con el dominio intracelular del RGli-α3 

mediante “GST-Pull-Down” en celular HEK293. 

3. Estudiar los efectos de la sobre-expresion de AKAP79-GFP sobre la función de 

RGli-α3 en células HEK293 mediante técnicas electrofisiológicas. 
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Metodología 

Plásmidos. 

 Los plásmidos utilizados  en este proyecto fueron los siguientes (gen/vector): 

GFP/pGreenLattern, RGli-α3 WT/pcDNA3 (Harvey et al., 2004), ), RGli-α1-His-Tag (c-term) 

/pcDNA3, RGli-α2-His-Tag (c-term) /pcDNA3, RGli-α3-His-Tag (c-term) /pcDNA3, DIC-RGli-

α3-GST-Tag, DIC-RGli-α3-6xHis-Flag-GST-Tag, AKAP79/150-ΔPKA, AKAP79/150-GFP 

(Oliveira et al., 2007).  

Cultivo celular y Transfección. 

 Se utilizaron células HEK293 (Human Embrionic Kidney), las que fueron cultivadas 

y transfectadas según protocolos previamente descritos (Lara et al., 2016). La transfección 

fue realizada con Lipofectamina 2000 (Invitrogen). El reactivo se agregó en una proporción 

de 1,5 μl por cada 1 μg de DNA para los RGli a transfectar en 100 μL de Opti-MEM® I (1x) 

(Invitrogen). Esta mezcla fue agregada directamente sobre las células, las cuales fueron 

estudiadas después de 18 a 24 horas post-transfección. 

Inmunohistoquímica. 

 Células las HEK293 previamente transfectadas fueron incubadas en cámara 

húmeda bajo medio de cultivo como se ha descrito previamente (San Martín et al., 2019). 

Las células fueron lavadas 3 veces con PBS e incubadas con el anticuerpo primario contra 

6xHis, ratón (Clontech) en una dilución 1:400 suplementado con suero de caballo 10% en 

PBS, durante 10-15 minutos a 37°C y 5%CO2. Posteriormente, las células fueron lavadas 

3 veces por 2 minutos con medio de cultivo para ser finalmente fijadas con PFA 4% 

durante 15 minutos a 4°C. Las células se lavaron 3 veces con PBS 1X durante 3 minutos 

cada uno y bloqueadas con suero de caballo 10% durante 5 minutos. Se realizará la 

incubación (en cámara húmeda y en oscuridad) del anticuerpo secundario Cy3 anti ratón 

(Jackson Immuno Research Laboratories, USA) en una dilución 1:200 en suero de caballo 

10% en PBS, durante 1 hora a temperatura ambiente posterior a tres lavados con PBS 1X 

durante 3 minutos cada uno. Luego se montó las muestras con medio de montaje 

(Fluorescence 17 Mounting Medium, Dako Cytomation Dako, USA). Las muestras fueron 

analizadas en un microscopio confocal espectral modelo Zeiss LSM70 (Centro de 

Microscopia Avanzada, CMA, UdeC). Las imágenes fueron captadas en 2 canales (rojo y 

verde) y se analizaron planos de 1 μm en el eje z de cada célula.  
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Expresión, purificación y GST Pull-Down. 

 Se realizó el protocolo estandarizado (Guzman et al., 2009) con las consideraciones 

necesarias para este proyecto. Células HEK293 fueron transfectadas para expresar la 

proteína AKAP79-GFP y GFP (control negativo). Éstas fueron sonicadas en buffer de lisis 

(buffer fosfato, 1% Triton X-100, mezcla de inhibidores de proteasas II; Calbiochem, San 

Diego, CA). Además, Cultivos bacterianos BL21 fueron transformados y cultivados para 

obtener la proteína DIC-RGli-α3-6xHis-GST-Tag. Estas fueron purificadas usando resina 

de glutatión (Novagen, Madison, WI) y resina de Ni-NTA (Thermo Scientific, Thermo). 

Cada pellet fue observado mediante geles de acrilamida con tinción azul de comassie y/o 

western-blot usando anticuerpos respectivos, anti 6xHis (NeuroMab clone N144/14, anti 

mouse) y anti GFP (NeuroMab clone N86/38, anti mouse) para AKAP79-GFP. Para el 

estudio de interacción se generó la metodología mostrada en la figura 1, donde el 

sobrenadante purificado del DIC- RGli-α3 -GST se incubó por al menos 4 h en agitación a 

4°C en resina de glutatión-agarosa. Se capturó la fase no retenida (FNR) y posteriormente 

se lavó la columna con buffer de lavado. Luego se incubó en la columna el lisado HEK293 

expresando AKAP79-GFP en agitación a 4°C por al menos 4 h. Se capturó la FNR y se 

generaron dos lavados con buffer de lavado. Finalmente se generaron fracciones de 

elución de 1 ml y se visualizaron todas las fases del proceso mediante geles de acrilamida 

al 10% en tinción Azul de Comassie y western-blot anti GFP. 

Además, se utilizó el plásmido Duet/ DIC-RGli-α3-6xHis-GST-Tag + AKAP79-Flag, el cual 

codifica ambas proteínas. Los cultivos fueron lisados en buffer de lisis y centrifugados. La 

fracción del precipitado fue incubada por al menos 6 horas en agitación con n-Dodedecyr-

beta D-Maltoside (DDM) al 4%. El producto resultante fue centrifugado por 2 h a 13.000 

rpm. Y purificado mediante columnas de glutatión-agarosa y Ni-NTA. Cada proteína 

previamente purificada (DIC-RGli-α3-6xHis-GST-Tag) se co-incubó con los sobrenadantes 

de AKAP79-GFP y GFP por 4 h en agitación a 4°C como se muestra en a figura 2. Las 

fracciones de cada parte del protocolo fueron detectadas en geles de acrilamida en tinción 

Azul de Comassie y/o western blots.  
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Figura 1. Metodología co-purificación DIC- RGli-α3 -GST y AKAP79-GFP mediante 
columna de afinidad de agarosa.  
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Figura 2. Metodología Co-purificación plásmido Duet DIC-RGli-α3-6xHis-GST-Tag + 
AKAP79-Flag mediante columnas de afinidad agarosa y Ni-NTA. 
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Electrofisiología. 

 Soluciones: Solución externa: 150mM NaCl, KCl 5.4mM, CaCl2 2mM, MgCl2 1mM, 

glucosa 10mM, HEPES 10mM. La solución fue ajustada a pH 7,4 y a una osmolaridad 

entre 320-330 mOsm, almacenándose a 4°C hasta el momento de utilización. Solución 

interna: CsCl 120mM, MgCl2 2mM, ATP-Na2 2mM, BAPTA 10 mM, GTP 0.5 mM y HEPES 

10 mM. Esta solución se ajustó a pH 7,35 – 7,4 y 290-310 mOsm almacenándose a -20 

°C. La solución “stock” de glicina 10mM fue preparada utilizando Glicina hidrocloruro 

(Sigma). Las pipetas registro fueron construidas con capilares de borosilicato (WPI, 

Sarasota, FL) con el uso de un puller horizontal (Sutter Instruments P- 89, Novato, CA) y 

una microforja (MF-830, Narishige Japan) para obtener pipetas de resistencia 3-5 MΩ para 

el modo célula completa. 

 Registros Electrofisiológicos: Los registros electrofisiológicos fueron realizados en 

modo célula completa (Whole-cell). Se incorporó solución interna a la micropipeta y esta 

fue conectada al electrodo de registro. Utilizando un microscopio invertido (Diaphot, Nikon, 

Japan) acoplado a una unidad de fluorescencia, las células positivamente transfectadas 

se identificaron mediante la emisión de fluorescencia por la expresión de GFP utilizando 

filtros para FITC en el microscopio. Los registros fueron realizados sobre condiciones 

AKAP79-GFP + RGli-α3 y la de control negativo RGli-α3 + GFP. 

El potencial de membrana fue fijado a -60 mV y la corriente se filtró a 2kHz. Se aplicó el 

agonista Glicina mediante una línea de perfusión doble, la cual fue ubicada 

aproximadamente a 50μm de la célula. La concentración de glicina (2000μM) (San Martín 

et al., 2019) fue aplicada durante 3 segundos para realizar los registros de corriente 

evocada. Las corrientes evocadas por glicina fueron registradas con un amplificador 

EPC10 (HEKA Electronics, Alemania) y los datos obtenidos se guardaron utilizando un 

computador conectado al sistema y el programa computacional Patchmaster (HEKA 

Electronics, Alemania).  

Las curvas concentración-respuesta se construyeron a partir de las amplitudes de las 

corrientes evocadas por glicina utilizando la ecuación. 

𝑰𝒈𝒍𝒊=𝑰𝒎𝒂𝒙[𝒈𝒍𝒊]𝒏𝒉([𝒈𝒍𝒊]𝒏𝒉+[𝑬𝑪𝟓𝟎]𝒏𝒉 
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Donde 𝑰𝒎𝒂𝒙, corresponde a la corriente máxima obtenida en presencia del agonista 

glicina y 𝒏𝒉 corresponde al número de Hill, valor que da cuenta del número de sitios 

promedio al cual el agonista puede acceder. 

Además, los parámetros (EC50 y los coeficientes de Hill, nH) fueron obtenidos de la 

ecuación descrita anteriormente. 

Finalmente se evaluaron cambios en las corrientes máximas de RGli-α3 en presencia o 

ausencia de AKAP79-GFP (cambio en el porcentaje de corriente máxima desensibilizada 

y el tiempo de decaimiento) mediante registros de célula completa aplicando 

concentraciones saturantes de agonista durante 3 segundos. 

Análisis de Datos y Estadísticas. 

 Para estudios de inmunocitoquímica las comparaciones estadísticas (San Martín et 

al., 2019) fueron realizadas con ANOVA, en los cuales un p<0,05 fue considerado 

estadísticamente significativo. El análisis de co-localización fue realizado a través del 

análisis off-line de las imágenes de inmunocitoquímica obtenidas mediante microscopía 

confocal usando el programa FIJI. Se deconvolucionó las imágenes cuando fue necesario 

para el análisis de los canales.  

Para el objetivo n°2, la interacción AKAP79 y DIC-RGli-α3 fue considerada positiva cuando 

se observó señal asociada a cada fracción de elución en las condiciones 

correspondientes.  

Las corrientes evocadas fueron cuantificadas con el software de análisis electrofisiológico 

ClampFit 9.0 (Axon Instruments). Para realizar los análisis estadísticos y gráficos resumen 

se utilizó el programa Origin 6.0 (Microcal, USA) donde los valores p< 0,05 fueron 

considerados estadísticamente significativos mediante test t-Student. Además, en los 

gráficos los valores expuestos fueron expresarán como el promedio ± error estándar. 
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Resultados 

Estudio de colocalización de AKAP79 con las subunidades alfa del RGli mediante 

inmunocitoquímica en células HEK293 

Para observar la co-expresión de AKAP79 y las subunidades alfa del RGli, se co-

transfectó la proteína AKAP79-GFP con cada subunidad alfa del RGli para luego ser 

sometidas a protocolos de inmunocitoquímica.  

Es posible observar en la figura 3 que la señal asociada a AKAP79-GFP fue 

significativamente mayor en parámetros de colocalización como Pearson (0.087± 0.419) y 

M1 (0.469±0.284) en comparación a su control GFP cuando se transfectaba con RGli-α1. 

Así mismo, es posible observar en la figura 4 que la señal asociada a AKAP79-GFP fue 

significativamente mayor en parámetros de colocalización como Pearson (0.446± 0.321), 

M1 (0.619± 0.246) y M2 (0.649± 0.203) en comparación a su control GFP cuando se 

transfectaba con RGli-α2.  

De igual manera, es posible observar en la figura 5 que la señal asociada a AKAP79-GFP 

fue significativamente mayor en parámetros de colocalización como Pearson (0.533± 

0.43197), M1 (0.704± 0.282) y M2 (0.788± 0.156) en comparación a su control GFP cuando 

se transfectaba con RGli-α3.  

De esta forma los índices analizados (Pearson, M1 y M2) muestran un alto grado de 

colocalización entre la proteína AKAP79-GFP y las subunidades alpha del RGli. Esto 

sugiere una potencial interacción entre ambas proteínas. 
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Figura 3. Estudio de colocalización entre AKAP79-GFP y RGli-α1 en células HEK293. 
A) Expresión de AKAP79-GFP (verde), RGli-α1 (rojo) y la superposición de ambos canales 
(Merge, amarillo). Expresión de GFP (verde) como control de co-localización, RGli-𝑎1 (rojo) 
y la superposición de ambos canales (Merge, amarillo). B) Cuantificación de índice de co-
localización basado en parámetros de Pearson y Manders (M1 y M2). Se observan 
diferencias significativas en los índices de colocalización para Pearson y M1 entre AKAP79-
GFP y RGli-𝑎1 respecto de su control de co-localización GFP. (*, t-Student, p<0.05). (*, t-
Student, p<0.05).  

 

 

 

Pearson

-0,4

-0,2

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

Ín
d

ic
e

 d
e

 C
o

-l
o

c
a

li
za

c
ió

n
R

G
li

- 
1

 

M1 M2

*

*

AKAP79-GFP

GFP

n=18

n=17

RGli-α1AKAP79-GFP Merge

RGli-α1 GFP Merge

A 

B 



26 
 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Estudio de colocalización entre AKAP79-GFP y RGli-α2 en células HEK293. 
A) Expresión de AKAP79-GFP (verde), RGli-α2 (rojo) y la superposición de ambos canales 
(Merge, amarillo). Expresión de GFP (verde) como control de co-localización, RGli-𝑎2 (rojo) 
y la superposición de ambos canales (Merge, amarillo). B) Cuantificación de índice de co-
localización basado en parámetros de Pearson y Manders (M1 y M2). Se observan 
diferencias significativas en los índices de colocalización para Pearson y M1 entre AKAP79-
GFP y RGli-𝑎2 respecto de su control de co-localización GFP. (*, t-Student, p<0.05).  
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Figura 5. Estudio de colocalización entre AKAP79-GFP y RGli-α3 en células HEK293. 
A) Expresión de AKAP79-GFP (verde), RGli-α3 (rojo) y la superposición de ambos canales 
(Merge, amarillo). Expresión de GFP (verde) como control de co-localización, RGli-𝑎3 (rojo) 
y la superposición de ambos canales (Merge, amarillo). B) Cuantificación de índice de co-
localización basado en parámetros de Pearson y Manders (M1 y M2). Se observan 
diferencias significativas en los índices de colocalización para Pearson y M1 entre AKAP79-
GFP y RGli-𝑎3 respecto de su control de co-localización GFP. (*, t-Student, p<0.05). 
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Análisis de la interacción de AKAP79 con el dominio intracelular del RGli-𝑎3 mediante 

aproximaciones de “Pull-Down” en células HEK293 

Para estudiar la potencial interacción directa entre ambas proteínas se realizaron 

ensayos de interacción entre la proteína de fusión AKAP79-GFP y el DIC del RGli-α3 

fusionado a GST (DIC- RGli-α3-GST). Para ello, primero se expresó la proteína de fusión 

AKAP79-GFP en células HEK293. Además, se expresó la proteína GFP para ser utilizada 

como control negativo de interacción. Los cultivos fueron lisados y posteriormente 

visualizados mediante geles SDS y western blot revelados con anticuerpos anti GFP para 

detectar ambas proteínas. En la figura 6A (carril 2 y 3) se observa que en geles SDS la 

banda asociada al peso molecular de AKAP79-GFP (~107kDa) no es distinguible del resto 

de lisado celular. Así mismo en la figura 6A (carril 5 y 5) GFP no fue significativamente 

distinguible del resto del lisado celular. 

Posteriormente se decidió observar la expresión de las proteínas mediante western blot 

usando anticuerpos anti GFP. En la figura 6B (carril 3 y 4) se observa señal asociada a 

AKAP79-GFP (~107kDa) mediante western blot usando anticuerpos anti GFP. Sin 

embargo, no se es posible detectar señal asociada a cultivos donde solo se transfectó GFP 

(~26kDa) (carril 2). Esto indica que AKAP79-GFP es capaz de expresarse en células 

HEK293. 

Por otra parte, cultivos bacterianos BL21 fueron transformados con un plásmido que 

codifica para el dominio intracelular de RGli-α3 (DIC-RGli-α3-GST). Los cultivos fueron 

lisados y purificados mediante columnas de afinidad de glutatión agarosa. En la figura 6C 

se observan las diferentes fases de purificación. En el carril 2, se observa un input de lisado 

total BL21 con una banda cercana a los ~37kDa sugiriendo ser la expresión de DIC-RGli-

α3-GST. En el carril 3, se observa una banda cercana a ~37kDa correspondiente a DIC-

RGli-α3-GST previamente obtenido y purificado. En el carril 4 y 5 correspondiente a los 

lavados de la columna se observa que en el peso cercano a ~37kDa no se aprecia una 

banda prominente lo que sugiere que DIC-RGli-α3-GST está siendo retenida en la columna. 

Finalmente, en los carriles 6-10 se aprecian las fracciones de elución donde se observa una 

banda cercana a ~ 37kDa sugiriendo que DIC-RGli-α3-GST es recuperada de la columna.  
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Figura 6. Expresión de proteínas recombinantes DIC- RGli-α3-GST, GFP y AKAP79-

GFP. A) Gel de acrilamida en tinción azul de comassie con lisado HEK293 con 

sobreexpresión de AKAP79-GFP y GFP. (1) Page Ruler, (2-3) Input lisado HEK293 sobre-

expresando AKAP79-GFP, (4-5) Input lisado HEK293 expresando GFP. B) Western-blot 

anti GFP (1:2000) lisado HEK293 con sobreexpresión de AKAP79-GFP y GFP. (1) Page 

Ruler, (2) Input lisado HEK293 expresando GFP, (3-4) Input lisado HEK293 sobre-

expresando AKAP79-GFP. C) Fracciones de purificación DIC- RGli-α3-GST mediante 

columna de glutatión-agarosa en gel de acrilamida en tinción azul de comassie. (1) Page 

Ruler, (2) Input lisado DIC- RGli-α3-GST (3) Fracción No Retenida (FNR), (4-5) Lavados, 

(6-10) Fracciones de Elución.   
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Luego, las proteínas recombinantes fueron sometidas a ensayos de “pull-down”. En la 

Figura 7A se observa un gel SDS de las diferentes fases de interacción. En el carril 2 y 3 

se observan los inputs de lisados para AKAP79-GFP y DIC-RGli-α3-GST respectivamente 

donde no es posible diferenciar bandas en los pesos moleculares esperados a ambas 

proteínas (AKAP79-GFP= ~107kDa, DIC-RGli-α3-GST= ~37kDa). En el carril 4 se muestra 

un input de y DIC-RGli-α3-GST previamente purificado con una notoria banda en los 

~37kDa. Las fracciones de elución del ensayo se observan en el carril 5 y 6 donde se 

observan en ambos casos una banda en los ~37kDa correspondiente al peso molecular 

esperado de DIC-RGli-α3-GST, sin embargo, no es posible observar bandas cercanas a los 

~107kDa correspondientes a AKAP79-GFP. Posteriormente se observaron todas las fases 

del ensayo incluyendo lavados y todas las fases de elución. En la figura 7B se observa el 

ensayo completo con todas sus fases donde es posible observar que en los carriles desde 

4 a 10 se observa una banda cercana a ~37kDa correspondiente al peso molecular 

esperado de DIC-RGli-α3-GST, sin embargo, no es posible observar bandas cercanas a los 

~107kDa correspondientes a AKAP79-GFP. 

Para mejorar la detección de AKAP79-GFP se decidió observar mediante western blot 

usando anticuerpos anti GFP las diferentes fases del ensayo de interacción. En la figura 7C 

el carril 7 muestra una fracción de elución con una señal cercana a los ~107kDa lo que 

indica que AKAP79-GFP es retenida en la columna. Además, se observó señal en las 

fracciones no retenidas pre elución (carril 8) indicando que una parte de la cantidad de 

proteína no fue retenida. En la figura 7D, se observa que la fase de lavado (carril 2) contiene 

AKAP79-GFP sugiriendo que una parte del total cargado en el ensayo no es retenida en la 

columna. Sin embargo, en las fracciones de elución (carril 3) es posible detectar señal 

positiva para AKAP79-GFP.  
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Figura 7. Ensayo de interacción entre AKAP79-GFP y DIC- RGli-α3-GST. A) Gel de 
acrilamida 10% en tinción azul de comassie interacción “pull-down”. (1) Page ruler, (2) Input 
lisado HEK293 sobre-expresando AKAP79-GFP, (3) Input Lisado cultivo BL21 DIC-RGli-α3-
GST, (4) Input purificado DIC-RGli-α3-GST, (5) 2° Fracción de elución “pull-down”, (6) 3° 
Fracción de elución “pull-down”. B) Gel de acrilamida 10% en tinción azul de comassie 
interacción “pull-down”. (1) Page Ruler, (2-3) 1° y 2° Lavado, (4-10) Fracciones de Elución. 
C) Western-blot anti GFP (1:2000) de interacción “pull-down”. (1) Page Ruler, (2) Input DIC-
α3GlyR-GST, (3) Input AKAP79-GFP, (4) Input DIC-RGli-α3-GST Purificado, (5-6) 2° y 3° 
Fracción de elución, (7) 1° Lavado, (8) FNR pre-elución. D) Western-blot anti GFP (1:2000) 
de interacción “pull-down”.  (1) Page Ruler, (2) 2° Lavado, (3-5) Fracciones de Elución. 
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En conjunto estos resultados indican que una parte del total de AKAP79-GFP está siendo 

retenida en columnas previamente cargadas con DIC-RGli-α3-GST, sugiriendo una 

interacción directa entre ambas proteínas. Sin embargo, la falta de controles negativos hace 

que estos resultados no sean comprobados metodológicamente.  

Para mejorar la expresión de las proteínas se trabajó con un vector bacteriano IRES 

bicistrónico que contienen el gen que codifica para las proteínas DIC-RGli-α3-His-GST y 

AKAP79-Flag. La expresión de ambas proteínas fue observada mediante geles de 

acrilamida 10% en tinción azul de comassie y western-blot usando anticuerpos anti-Flag 

para AKAP79-Flag y anti-His6x para DIC-RGli-α3-His-GST.  

En la figura 8A (carriles 3-10), se observa un gel de acrilamida con alícuotas de lisado total 

BL21 expresando el vector que codifica ambas proteínas. Aquí es posible observar un 

patrón de bandeo en los pesos moleculares de ~37kDa para DIC-RGli-α3-His-GST y de 

~79kDa para AKAP-Flag. Posteriormente para comprobar si este patrón de bandeo 

correspondía a las proteínas de interés, se hicieron wetern-blot usando anticuerpos anti 

Flag para AKAP79-Flag y anti His6x para DIC-RGli-α3-His-GST. En la figura 8B se observa 

un western blot usando anticuerpo anti Flag para inputs de lisado total de cultivos BL21 

(carriles 2-9) en donde no es posible observar una señal clara cercana a los ~79kDa 

correspondiente a AKAP79-Flag. De la misma manera, en la figura 8C se observa un 

western blot usando anticuerpos anti His6x para inputs de lisado total de cultivos BL21 

(carriles 2-9) en donde se observa señal clara cercana a los ~37kDa en todos los carriles 

correspondiente a DIC-RGli-α3-His-GST. Estos resultados en conjunto, indican que existe 

expresión de DIC-RGli-α3-His-GST en cultivos BL21 sin embargo no se logró detectar 

claramente expresión de AKAP79-Flag. 

Posteriormente se lisaron los cultivos BL21 transformados con el detergente DDM (n-

Dodedecyr-beta D-Maltoside) en una concentración al 4% para optimizar el buffer de lisis 

previamente usado. La figura 9A muestra un gel de electroforesis en donde es posible 

observar que el tratamiento con DDM4% aumentó la detección de la señal asociada a DIC-

RGli-α3-His-GST (carril 3) en relación a la lisis sin DDM4% (carril 2). Sin embargo, no es 

posible detectar señal asociada a AKAP79-Flag (~79 kDa). Por otra parte, en la figura 9B 

se muestra un western blot usando anticuerpos anti His6x donde es posible detectar señal 

positiva en ambos tratamientos.  
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Figura 8. Expresión Vector Duet DIC-RGli-α3-His-GST y AKAP79-Flag. A) Gel de 
acrilamida 10% en tinción azul de comassie Vector Duet. (1) Page ruler, (2) DIC-α3GlyR-
GST purificado, (3-10) Input lisado vector duet, flechas rojas indican pesos moleculares 
esperados para proteínas DIC-RGli-α3-His-GST y AKAP79-Flag. B) Western-blot anti-Flag 
(1:1000) (1) Page rule, (2-9) Input lisado vector duet. C) Western-blot anti-His6x (1:2000) 
(1) Page rule, (2-9) Input lisado vector duet. 
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Figura 9. Tratamiento con DDM 4% cultivos BL21. A) Electroforesis tratamiento DDM 
4%. (1) Page ruler, (2) Input lisado BL21 tratamiento normal, (3) Input lisado BL21 
tratamiento DDM 4%. B) Western-blot anti-His6x (1:2000) tratamiento DDM 4%. (1) Page 
ruler, (2) Input lisado BL21 tratamiento normal, (3-4) Input lisado BL21 tratamiento DDM 
4%. 
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Ante estos resultados, se continuó con el procedimiento de co-purificación para las 

proteínas obtenidas, mediante el protocolo descrito previamente. Como no fue posible 

detectar la proteína AKAP79-Flag en la los resultados anteriores, se modificó el protocolo 

para incorporar las proteínas obtenidas previamente en cultivos HEK293 (AKAP79-GFP). 

Los lisados obtenidos luego del tratamiento con DDM 4% fueron puestos primero en una 

columna de glutatión-agarosa y posteriormente se añadieron los lisados de HEK293 

sobrexpresando AKAP79-GFP y GFP. Las fracciones de elución del paso previo fueron 

introducidas a una segunda columna de Ni-NTA.  

La figura 10A muestra un western blot usando anticuerpos anti His6x para el resultado de 

la elución de la primera columna de glutatión-agarosa en donde se observa que se detecta 

señal en la fase no retenida para AKAP79-GFP (carril 3) indicando una fracción que no se 

retiene en la columna. Además, se observa señal en la fase de lavado para AKAP79-GFP 

(carril 5) indicando que parte de la proteína retenida en la columna se desprende al lavado. 

Finalmente, se observa señal en la fase de elución para AKAP79-GFP (carril 7) indicando 

que la proteína está siendo retenida en la columna de glutatión agarosa tratada con DIC-

RGli-α3-His-GST.  

De igual manera, la figura 10B muestra un western blot usando anticuerpos anti His6x para 

el resultado de la elución de la segunda columna de Ni-NTA. Los resultados muestran que 

se observa señal en la fase no retenida para AKAP79-GFP (carril 3). Además, se observa 

señal en la fase de lavado para AKAP79-GFP (carril 5). Finalmente, se observa señal en la 

fase de elución para AKAP79-GFP (carril 7) indicando que la proteína está siendo retenida 

en la columna de Ni-NTA tratada con DIC-RGli-α3-His-GST. 

En ambos casos no es posible observar señal para la proteína GFP a modo de control de 

interacción en ninguna de las fases del protocolo. 

Finalmente, la figura 10C corresponde a un western blot usando anticuerpos anti His6x en 

donde se observa señal en todas las fases del protocolo. Indicando que en la fracción de 

elución (carril 7 y 8) la proteína fue retenida durante el tratamiento de ambas columnas. 
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Figura 10. Ensayo de co-purificación en columnas de glutatión-agarosa y Ni-NTA.  
A) Western-blot anti GFP (1:2000) por columna de glutatión-agarosa (1) Page ruler, (2) FNR 
DIC-RGli-α3-His-GST, (3) FNR AKAP79-GFP, (4) FNR GFP, (5) Lavado AKAP79-GFP, (6). 
Lavado GFP, (7) Elución AKAP79-GFP, (8) Elución GFP. B) Western-blot anti GFP (1:2000) 
por columna de Ni-NTA (1) Page ruler, (2) FNR DIC-RGli-α3-His-GST, (3) FNR AKAP79-
GFP, (4) FNR GFP, (5) Lavado AKAP79-GFP, (6). Lavado GFP, (7) Elución AKAP79-GFP, 
(8) Elución GFP.  C) Western-blot anti-His6x (1:2000) fases purificación columna Ni-NTA. 
(1) Page ruler, (2) FNR DIC-RGli-α3-His-GST, (3) FNR AKAP79-GFP, (4) FNR GFP, (5) 
Lavado AKAP79-GFP, (6). Lavado GFP, (7) Elución AKAP79-GFP, (8) Elución GFP. 
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Estudio de propiedades de RGli-α3 en células HEK293 sobre-expresando AKAP79 

mediante técnicas electrofisiológicas 

Para estudiar la posible modulación de RGli-α3 por AKAP79, se realizaron 

experimentos de patch clamp en modalidad célula completa en cultivos de células HEK293 

co-transfectadas con RGli-α3 y AKAP79-GFP o GFP. Se realizaron registros de las 

corrientes glicinérgicas evocadas por glicina en distintas concentraciones (3-2000) para 

generar curvas concentración respuesta y evaluar diferentes parámetros en ambas 

condiciones (Figura 11). 

De análisis estadísticos de la figura 11 podemos observar que no existen diferencias 

significativas para las curvas concentración respuesta entre células co-expresando RGli-α3 

y AKAP79 versus su control. 

Además, se compararon parámetros como el EC50 en ambas condiciones resultando en un 

EC50: 210.79 ± 78.24 vs 242.10 ± 19.19 μM para control GFP y AKAP79-GFP 

respectivamente. Se calculó el promedio de corrientes máximas en ambas condiciones 

resultando en ImaxGFP: 2334 ± 603 pA para la condición control y en ImaxAKAP79: 1828 ± 521 

pA para la condición AKAP79-GFP. No se observaron diferencias significativas entre estos 

parámetros.  

Finalmente se evaluó el efecto que AKAP79 podría tener en el tiempo de decaimiento de la 

porción desensibilizada a concentraciones saturantes de glicina (2000 μM) en células 

HEK293 co-transfectadas con RGli-α3 y GFP (control) o AKAP79. Para estos análisis se 

consideraron células que solo habían sido evocadas con concentraciones saturantes de 

2000 μM de glicina. En la figura 12 podemos observar que no existen diferencias 

significativas cuando se analiza el parámetro Tau para la porción desensibilizada en ambas 

condiciones 1584 ± 697-ms vs 879 ± 98-ms para la condición control y en presencia de 

AKAP79 respectivamente.  

En conjunto, estos resultados muestran que la sobre-expresion de AKAP79 no generó 

diferencias significativas en la sensibilidad a agonista del RGli-α3. Por otra parte, no se 

encontraron diferencias significativas en el tiempo de decaimiento de la porción 

desensibilizada de RGli-α3 a concentraciones saturantes de agonista. Estos resultados 

sugieren que AKAP79 no contribuye directamente a regular la función de RGli.  
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Figura 11. Curva concentración-respuesta de RGli-α3 en células HEK293.  
A) Gráfico Corrientes glicinérgicas normalizadas (%) versus glicina (μM) en células HEK293 
co-expresando RGli-α3 + AKAP79 (n=5) o RGli-α3 + GFP (n=4). B) Trazos representativos 
de curva de sensibilidad a agonista en concentraciones crecientes en células HEK293 co-
expresando RGli-α3 y GFP (control). C)Trazos representativos de la sensibilidad a agonista 
en concentraciones crecientes de células HEK293 co-expresando RGli-α3 y AKAP79. Panel 
Derecho.  
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Figura 12. Efecto de AKAP79 en la desensibilización de RGli-α3. 
A) Trazos representativos de corrientes de RGli-α3 evocadas por concentraciones 
saturantes de agonista glicina (2000 μM) en condiciones control (GFP) y AKAP79. B) 
Cuantificación de parámetro Tau (tiempo de decaimiento) en la porción desensibilizada de 
las corrientes en tiempo constante en condiciones control (GFP) y en presencia de AKAP79. 
La presencia de AKAP79 no genera diferencias significativas entre ambas condiciones. 
Datos mostrados en Promedio ± Error estándar de células expresando GFP (n=4) y 
AKAP79 (n=10). 
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Tabla 1. Parámetros cultivo HEK293 sobre-expresando AKAP79-GFP + RGli-α3. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parámetros RGli-α3 + GFP RGli-α3 + AKAP79 

EC50 (M) 210.79 ± 78.24 242.10 ± 19.19 

n° Hill  1.10 ± 0.35 1.58 ± 13284 

Tau (ms) 1584 ± 697 879 ± 98 
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Discusión 

Colocalización de AKAP79 con las subunidades alfa del RGli en células HEK293. 

En nuestros resultados pudimos observar que la señal de fluorescencia asociada a 

GFP-AKAP79 mostró patrones celulares particularmente diferentes a los de células que 

expresaron GFP. En este contexto, observamos que la morfología de células HEK293 

transfectadas con AKAP79-GFP mostraron un patrón más definido en el límite celular, 

mostrando una pérdida de la forma ovalada observada en los controles. Estudios previos 

han mostrado que AKAP79-GFP mostró un patrón de expresión mayormente hacia los 

límites celulares (Dell'Acqua et al., 2002). Esto puede deberse al rol que cumple AKAP79 

en un contexto neuronal de mantener micro-dominios post-sinápticos entre receptores de 

membrana y el citoesqueleto (Zhang et al., 2016). Por ejemplo, la importancia de AKAP79 

en procesos de LTP (Smith et al., 2017) se relaciona con el patrón de expresión e 

interacción con proteínas de membrana como receptores NMDA y AMPA en hipocampo. 

Ya que este fenomeno ha permitido denotar la importancia en la arquitectura de la densidad 

postsináptica en grupos neuronales especializados en procesos de LTP, esta relación 

podría verse replicada en procesos asociados al procesamiento nociceptivo en neuronas 

espinales. 

En cuanto a la toma de imágenes, los parámetros utilizados para obtener puntos de 

comparación de colocalización fueron Manders y Pearson. El primero, genera un estudio 

con la capacidad de ver la superposición de pixeles entre ambos canales de una imagen 

en ambos sentidos (Aaron, Taylor & Chew, 2018). En este caso la superposición de los 

pixeles de ambos canales depende exclusivamente de la región de interés (ROI) tomada 

para el análisis. En nuestros resultados acotamos la región al límite celular (región donde 

ambas proteínas se encontraban mayormente expresadas). Además de la ROI, el tiempo 

de expresión es relevante para llevar a cabo estos resultados ya que encontramos que 

ambas proteínas poseían tiempos de expresión diferentes (datos no mostrados). Mientras 

que las subunidades alfa del RGli mostraban un patrón en el límite celular en las primeras 

12-18 hrs luego de la transfección, AKAP79 mostraba un patrón en el límite celular luego 

de las primeras 20-22 horas luego de la transfección. En cuanto a la evaluación del número 

de Pearson, esta entrega información sobre la correlación de intensidad de la señal 

asociada a un ROI delimitado (Aaron, Taylor & Chew, 2018). Esta correlación se relaciona 

directamente en la intensidad de la señal detectada al momento de la toma de la imagen. 
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En nuestro caso, la correlación de intensidad de señal, observadas en histogramas 2D 

(datos no mostrados) para ambos canales permitió utilizar este parámetro para 

complementar la superposición de pixeles para poder generar una conclusión completa 

sobre la relación entre ambas proteínas. Es importante mencionar que los índices 

estudiados se hicieron sobre receptores con un epítope de histidina con anticuerpos anti-

His6x. Además, AKAP79 fue detectada por la señal emitida por fusión con GFP. Por lo que, 

debe considerarse que la distancia entre ambas señales influye directamente en la señal 

detectada y analizada (Musheshe et al., 2018). La falta de anticuerpos específicos de 

confianza para ambas proteínas es de importancia metodológica para obtener resultados 

más refinados en este campo. Sin embargo, y considerando todas las limitaciones 

expuestas, nuestro sistema experimental demuestra que ambas proteínas colocalizan en 

células HEK293 de manera consistente. Estas observaciones sin embargo no deben 

extrapolarse directamente a un contexto neuronal. Futuros experimentos en este sentido se 

hacen necesarios para confirmar nuestros hallazgos a nivel neuronal. 

Interacción directa de AKAP79 con el dominio intracelular del RGli-𝑎3  

Nuestros resultados en los procesos de expresión y purificación fueron variables 

para las diferentes proteínas. Para la expresión y purificación de AKAP79-GFP, las 

transfecciones estandarizadas en células HEK293 resultaron positivas ante la detección 

mediante western blot anti-GFP. Sin embargo, las detecciones de AKAP79-GFP del lisado 

HEK293 no fueron las esperadas para las cantidades que requería nuestra metodología. 

Esto podría mejorarse generando estandarizaciones de la lisis celular. Al o existir reportes 

previos sobre la interacción de ambas proteínas decidimos generar protocolos que nos 

permitieran explorar de manera preliminar esta hipótesis por lo que en nuestros resultados 

no fue crítico conocer los rendimientos de las purificaciones de las proteínas de interés, sin 

embargo, no descartamos generar cuantificaciones para mejorar y optimizar el proceso de 

purificación.  

Por otra parte, nuestro control de interacción GFP no pudo ser detectado en cantidades 

óptimas para avanzar en nuestra metodología. Sin embargo, se ajustaron nuestros 

protocolos para usar menor cantidad de insumos. Estas dificultades pudieron deberse 

netamente a un mal ajuste de la lisis y detección de las proteínas, ya que, al observar la 

eficiencia de las transfecciones, estas resultan positivas con una fuerte señal en verde lo 

que nos demuestra una eficiencia de transfección cercana al 70% de las células en cultivo. 



43 
 
 

Sin embargo, al momento de la lisis lo observado no se relaciona con los resultados de 

transfecciones observadas al microscopio.  

En cuanto a la implementación de expresión y purificación de DIC-RGli-α3-GST, esta mostró 

resultados positivos. La lisis de cultivos bacterianos BL21 fue observada mediante geles en 

tinción azul de comassie mostrando una banda significativa en el peso molecular esperado. 

Estos resultados fueron ampliamente optimizados al utilizar DDM 4%. Este detergente es 

ampliamente utilizado en purificación de proteína lo que asegura rendimientos 

estandarizados a menor concentración que otros detergentes usados (Guskov y Stetsenko., 

2017).  

Por otra parte, la expresión y detección del vector Duet expresando ambas proteínas en un 

sistema postulaba generar una co-purificación en doble sistema de columnas sin tener la 

necesidad de obtener ambas proteínas por separado. Sin embargo, al no obtener 

resultados positivos de detección para AKAP79-Flag se utilizó la porción del RGli-α3 para 

continuar con protocolos de interacción. La falta de expresión de AKAP79-Flag puede 

deberse a detalles en la expresión del vector en cultivos bacterianos. Sin embargo, 

proponemos en un futuro cercano clonar la porción de AKAP79-Flag en un vector 

bacteriano diferente para expresar en solitario las cantidades de proteína que necesitamos 

para generar metodologías de interacción por columnas de afinidad.  

Posteriormente, generar modificaciones al protocolo de interacción nos permitió observar si 

AKAP79-GFP era retenida en una primera columna de afinidad pretratada con DIC-RGli-

α3-GST y posteriormente en una segunda columna de Ni-NTA a modo de generar un 

segundo filtro selectivo. Nuestros resultados muestran que al menos una porción es 

retenida por la columna con DIC-RGli-α3-GST. Esto nos sugiere que ambas proteínas 

podrían interactuar de manera directa. En neuronas sensoriales se ha descrito la interacción 

entre la proteína TRPV1 y AKAP79 mediante interacción directa con residuos intracelulares 

(Zhang et al., 2016). Cabe destacar que alineamientos de secuencia entre TRPV1 y RGli-

α3 muestran que ambos canales presentan un alto grado de identidad en los residuos 

asociados a la interacción TRPV1-AKAP79. La secuencia descrita para la interacción entre 

TRPV1 y AKAP79 ha sido descrita y utilizada para obtener un péptido de interferencia a 

esta unión promoviendo efectos moduladores en las propiedades del canal (Schnizler et al., 

2008; Zhang et al., 2008). De la misma manera, se observó la interacción directa receptores 

inhibitorios mediante las subunidades GABAA-β1 y GABAA-β3 con AKAP79 (Brandon et al., 
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2003). Estas evidencias son coherentes con nuestras observaciones las cuales indican que 

en metodologías de “pull down” el dominio intracelular de RGli-α3 interacciona con AKAP79. 

De esta manera, esta interacción podría jugar un rol importante tanto en el andamiaje de 

RGli-α3 en la post-sinapsis como en la modulación de propiedades del canal. Sin embargo, 

para poder sugerir de pleno la interacción directa entre RGli-α3 y AKAP79 se debe optimizar 

la metodología “pull down”. Aun cuando los resultados bioquímicos de la interacción entre 

AKAP79 y RGli-α3 no son concluyentes futuros experimentos podrían indicar la interacción 

directa entre ambas proteínas la cual aportaría información sobre la importancia del dominio 

intracelular de RGli-α3. 

Estudiar la función de RGli-α3 en células HEK293 sobre-expresando AKAP79 

mediante técnicas electrofisiológicas. 

Nuestro estudio mostro que las propiedades de RGli-α3 en presencia de AKAP79 no 

fueron alteradas. Sin embargo, estos hallazgos no descartan que la interacción RGli-α3-

AKAP79 module los cambios biofísicos en el receptor asociados a la fosforilación vía PKA. 

La ausencia de cambios funcionales en nuestros ensayos puede deberse a varios factores, 

dentro de los cuales se encuentra el modelo de estudio considerado para los experimentos. 

La sobreexpresión de una proteína de membrana fusionada a GFP podría afectar el hecho 

de visualizar algún efecto que tenga AKAP79 sobre el canal. Esta proteína de 

aproximadamente 26 kDa podría, por ejemplo, generar desde un impedimento estérico 

hasta una influencia en zonas específicas de interacción directa en el receptor, la cual no 

permitiría observar el real efecto de la proteína de anclaje sobre el receptor.  

La modulación de AKAP79 sobre diferentes canales iónicos previamente descritos requiere 

de interacción directa sobre dominios intracelulares de los canales. En el caso de TRPV1 

trabajos previos reportan el rol crítico que juega AKAP79 en la sensibilización del canal en 

neuronas nociceptivas primarias (Fisher et al., 2013; Zhang et al.,2008; Zhang et al., 2016). 

Procesos inflamatorios inducen la fosforilación de residuos intracelulares en el canal TRPV1 

reduciendo el umbral térmico de activación del canal y sensibilizándolo a nuevos estímulos 

(Jeske et al., 2009). En neuronas del nociceptivas del ganglio dorsal AKAP79 se encuentra 

en estrecha relación a este fenómeno contribuyendo al fenómeno de fosforilación de 

residuos intracelulares del canal vía PKA (Zhang et al., 2008). De igual manera la 

fosforilación del DIC del RGli-α3 mediante PKA genera una sensibilización del receptor en 

neuronas de la asta dorsal de la médula espinal (Harvey et al., 2004). Debido a que nuestros 

resultados sugieren que AKAP79 y el DIC de RGli-α3 interaccionan directamente, se puede 
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sugerir que en un contexto neuronal AKAP79 formaría parte del complejo mecanismo que 

produce la fosforilación de RGli-α3, de manera similar a como ocurre con TRVP1. La 

importancia del dominio intracelular de estos canales ante fosforilaciones hace relacionar 

el mecanismo de AKAP79 y la capacidad de anclar a PKA y contribuir con micro-dominios 

funcionales en neuronas nociceptivas (Zhang et al., 2008; Murphy et al., 2019). 

Por otra parte, es necesario considerar que experimentos de qPCR no publicados de 

indican que las células HEK293 tienen un nivel de AKAP79 basal el cual podría estar 

expresada de forma funcional en membrana (datos no mostrados). Estos resultados 

podrían sugerir que cualquier efecto modulador de AKAP79 al receptor podría tener un 

umbral basal que no es posible de alterar utilizando la sobre-expresion de AKAP79-GFP. 

Además, es posible que la actividad basal de PKA en el modelo celular utilizado hagan aún 

más difícil observar diferencias provocadas por la sobreexpresión de AKAP79. En este 

sentido, reportes previos muestran que al aplicar forskolina a neuronas sensoriales del 

ganglio dorsal, el efecto modulador de AKAP79 fue significativamente amplificado en 

comparación a su condición control (Schnizler et al., 2008).  

Conclusiones 

Nuestros resultaron mostraron que AKAP79 colocaliza con RGli-α3 en células 

HEK293. Además, pese a no ser completamente concluyentes, nuestros ensayos 

bioquímicos sugieren que estas proteínas interaccionan de forma directa. Finalmente, 

nuestros resultados electrofisiológicos mostraron que la sobreexpresión de AKAP79 no 

modifico los parámetros funcionales básicos del RGli-α3. En conjunto, nuestros hallazgos 

sugieren que AKAP79 podría ser una pieza adicional para la regulación intracelular del RGli-

α3. Futuros experimentos en sistemas neuronales contribuirán a definir si AKAP79 es una 

pieza determinante para la función y modulación de RGli a nivel sináptico. 
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