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1. RESUMEN 
 

 

 

El receptor de glicina (RGli) es un canal iónico de tipo inhibitorio, 

miembro de la familia de canales iónicos pentaméricos activados por ligando 

(pLGICs). Los estudios electrofisiológicos y de comportamiento han 

demostrado la participación de la transmisión glicinérgica, mediada 

principalmente por RGli conteniendo la subunidad 3, en procesos de 

ansiedad, depresión y adicción a etanol. Dentro de estas regiones donde se 

expresa RGli, hormonas esteroidales como la Pregnenolona y 

alopregnanolona son sintetizadas, las cuales han sido ampliamente 

caracterizadas como moléculas que median procesos de ansiedad y 

depresión. De forma interesante, estudios electrofisiológicos han demostrado 

que la actividad de las subunidades 1 y 2 del RGli es modulada 

alostéricamente por el neuroesteroide Pregnenolona. En esta línea, aun 

cuando los datos experimentales que avalan el rol de la subunidad 3 del RGli 

en procesos de ansiedad y depresión han mostrado un aumento sostenido, 

no existen estudios funcionales que evalúen la modulación de RGli α3 por 

hormonas esteroidales que median estos procesos. En base a estos 

antecedentes, se propone que la función del RGli compuesto por la subunidad 

α3 es modulada por compuestos neuroestroidales como Alopregnanolona. 

Para esto, mediante técnicas de unión molecular proteína – ligando y dinámica 

molecular in silico, en conjunto con registros electrofisiológicos, se generaron 
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complejos proteína-ligando entre la estructura RGli 3 no solamente con 

Alopregnanolona, sino también con Pregnenolona Sulfatada (PREG-S), 

Deshidroepiandrosterona (DHEA), Tetrahidrodeoxicorticosterona (THDOC) y 

Androstanediol (3α-Diol), con cálculos teóricos de energía libre (ΔG) 

favorables para su posible unión, y centrándose en la región transmembrana 

TM1 y TM3. Estos complejos fueron formados solo con la estructura del 

receptor en su estado abierto, no así en su conformación cerrada. 

Adicionalmente, los ensayos de dinámica molecular demuestran que esta 

interacción es estable permitiendo identificar sus residuos importantes como 

W243, A303, A302, F306 y W239. Los estudios de electrofisiología muestran 

una modulación alostérica positiva en la función de RGli α3 por 

Alopregnanolona, llegando a un máximo de potenciación del 30% 

aproximadamente. Para confirmar el sitio de unión para Alopregnanolona, 

mutamos los residuos de W239Q y A303T, observándose un cambio en la de-

activación del canal. En conclusión, nuestros resultados demuestran que la 

función del receptor de glicina conformado por la subunidad α3 es potenciada 

por alopregnanolona, con residuos críticos para su unión como W243 y W239. 

Futuros experimentos en sistemas neuronales contribuirán a definir la 

participación de Alopregnanolona en las corrientes tónicas mediadas por RGli 

α3 nivel sináptico. 
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2. ABSTRACT 

 

 Glycine receptors are inhibitory ionic channels permeable to anions, 

which belong to the pentameric ligand-gated ion channels (pLGICs) 

superfamily. In this context, electrophysiological and behavioral studies have 

reported the participation of the glicinergic transmission, mediated mainly by 

the GlyR α3, in processes like anxiety, depression and ethanol addiction. In 

the same regions, steroidal hormones such as Pregnenolone and 

Allopregnanolone are synthesized, and have been characterized as molecules 

that mediated processes like anxiety and depression. Interestingly, 

electrophysiological recordings have demonstrated that the function of the 

GlyR composed by the α1 and α2 are modulated by the neurosteroid 

pregnenolone. However, although experimental data supporting the role of 

GlyR α3 in anxiety and depression is increasing, there are no experimental 

data that support the modulation of the GlyR α3 with neuroesteroidal 

hormones. Here, by using docking, molecular dynamics simulation and 

electrophysiological recordings, we examined the ability of a set of 

neurosteroids to bind and modulate the GlyR α3 function. Our results shows 

that, the protein-ligand complexes was formed between the receptor and 

allopregnanolone, pregnenolone sulfate (PREG-S), dehydroepiandrosterone 

(DHEA), tetrahydroepiandrosterone (THDOC) and 3α-androstanediol (3α-

Diol) with favorable theoretical free energy bind calculations, centered in the 

transmembrane domain TM1 and TM3. These complexes were only obtained 

with the receptor in its open conformation. Additionally, the molecular dynamic 
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simulations shows that the ligand allopregnanolone stays in the predicted 

binding pocket, reporting critical amino acids like W243, A303, A302, F306 and 

W239.The electrophysiological studies report a positive modulation of the 

GlyR α3 by allopregnanolone, with a potentiation peak of 30%.  In conclusion, 

our results report that the function of the GlyR composed by the α3 subunit is 

potentiated by allopregnanolone. For this modulation residues W239 and A303 

play a critical role in accommodated the molecule in a putative binding pocket. 

Future experiments in neural systems will contribute to define the participation 

of the GlyR α3 and neurosteroids such as allopregnanolone in a physiological 

context. 
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3. GRAPHICAL ABSTRACT 
 

 

 

Figura 1: Figura esquemática simplificada de la unión de Alo en RGli α3. La 

Alopregnanolona al tener como bolsillo de unión al TMD de RGli α3, ejerce un efecto 

potenciador en la actividad del receptor. 
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4. INTRODUCCIÓN 
 

 

 

3.1 Características generales del receptor de glicina 

 

 La comunicación neuronal implica el balance entre interacciones 

excitatorias e inhibitorias. Los canales de la familia pLGICs median estos 

procesos al permitir cambios rápidos del potencial de membrana a favor de 

los gradientes electroquímicos de los iones en la membrana plasmática. 

Dentro del transmisión inhibitoria, esta consiste en la disminución de la 

propagación de estos estímulos mediante una hiperpolarización de la 

membrana plasmática a nivel neuronal (Asari & Meister, 2012; Gamlin et al., 

2018).  

El RGli forma parte de la familia de canales iónicos activados por ligando 

pentaméricos (pLGICs) junto con los receptores de ácido -aminobutírico 

(GABA), nicotínico para acetilcolina (nAChR) y serotonina tipo 3 (5-HT3) 

(Alexander et al., 2019; Nemecz et al., 2016). RGli es un complejo 

pentamérico transmembrana, cuyo agonista principal es la glicina, y su unión 

permite el influjo de iones Cl-, lo que genera una hiperpolarización de la 

membrana celular (Zarbin et al., 1981). La sinapsis glicinérgica es esencial 

en la neurotransmisión inhibitoria en el SNC y su función regula procesos 

como la nocicepción, control motor en la médula espinal, control del ritmo 

respiratorio en regiones del tronco encefálico y procesos cognitivos a nivel 
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de núcleos neuronales del encéfalo (Legendre, 2001; Lynch, 2004). Su 

malfuncionamiento está asociado a patologías como la hiperexplexia, dolor 

crónico y autismo (Bode & Lynch, 2014; Pilorge et al., 2016; Vuilleumier et 

al., 2018; Zeilhofer et al., 2012).  

3.2 Composición y expresión del RGli 

 

El RGli es un complejo pentamérico, compuesto de subunidades  y β 

(Huang et al., 2017; Lynch et al., 2017). Se han descrito 4 isoformas para  

(1-4), siendo la subunidad 4 un pseudogen en el genoma humano (Lynch, 

2004; Samarut et al., 2019; Simon et al., 2004). La subunidad  posee los 

sitios de unión a ligandos, mientras que la subunidad β se asocia con la 

localización del receptor en el espacio sináptico, debido a su unión con la 

proteína de anclaje gefirina (Fritschy et al., 2008). El RGli se expresa como un 

homopentámero (subunidades  exclusivamente) o heteropentámero con 

estequiometría 2:3β o 4α:1β (Dawson et al., 2019; Yang et al., 2012) (Figura 

2). Estructuralmente, cada subunidad del RGli posee un dominio amino-

terminal extracelular (DEC) donde se encuentra el sitio de unión con sus 

agonistas, como la glicina. También presenta un dominio transmembrana 

(DTM) compuesto por 4 hélices anfipáticas (TM1-4), un dominio intracelular 

entre los segmentos TM3 y TM4, y un corto extremo C-terminal en la región 

extracelular. La combinación de las cinco subunidades, con una posición 

central del TM2 de cada una de ellas, conforman el poro selectivo para 

aniones de Cl-, mientras que los TM4 se ubican en una posición periférica en  
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Figura 2: Localización de RGli en el espacio sináptico. Se visualiza la presencia 

de RGli-ho en el componente presináptico, y RGli-he a nivel del componente 

postsináptico junto con RGli-ho en regiones extrasinápticas. Los RGli-he se 

relacionan con la inhibición postsináptica fásica mientras que RGli-ho con la inhibición 

tónica. 

 

contacto con los lípidos de la membrana plasmática (Du et al., 2015), siendo 

una región crítica en la unión con moduladores alostéricos como la 

ivermectina y el cannabidol (Kumar et al., 2022; Xiong et al., 2011b). La 

diferencia en la composición del RGli genera variaciones en sus propiedades 

fisicoquímicas y farmacológicas (Bae et al., 2016, 2018; Fodor et al., 2006; 

McCracken et al., 2017; Sánchez-Chávez et al., 2017). Los receptores 

homopentaméricos de glicina (RGli-ho) poseen una mayor conductancia y una 



 

15 
 

cinética de canal más lenta que los heteropentaméricos (RGli-he). Además, la 

función de los RGli-ho es afectada sólo por concentraciones altas de 

antagonistas o bloqueadores como picrotoxinas y estricnina, a diferencia de 

los RGli-he que presentan una mayor sensibilidad (Deleuze et al., 2005; 

McCracken et al., 2017). Por otra parte, las distintas subunidades que 

componen a RGli son expresadas de manera diferencial en el SNC. La 

subunidad α1 se encuentra expresada mayormente en la médula espinal en 

su forma heteropentamérica, con un rol crítico en la regulación de la actividad 

motora y nocicepción (Ahrens et al., 2008). A su vez, la subunidad α3 se 

expresa de manera restringida, a nivel de las láminas I y II del asta dorsal de 

la médula, con un rol importante en la comunicación sensorial y nocicepción 

(R. J. Harvey et al., 2004; V. L. Harvey et al., 2009), con una incidencia en la 

regulación de los ritmos respiratorios (Liu & Wong-Riley, 2013; Mesuret et al., 

2018). Finalmente, la subunidad α3 ha cobrado relevancia a nivel funcional 

por su participación de las corrientes inhibitorias en núcleos neuronales 

encefálicos (McCracken et al., 2017). 

3.3 RGli α3 

 

Estudios de electrofisiología, demuestran la presencia de corrientes 

evocadas por glicina en regiones del encéfalo como el hipocampo, núcleo 

acumbens y estriado (Delaney et al., 2010; Förstera et al., 2017; Jonsson et 

al., 2009; Malosio et al., 1991; McCool & Farroni, 2001; McCracken et al., 

2017), donde las subunidades α2 y α3 son expresadas. En efecto, estudios 
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knock-out para el gen que codifica para la subunidad α3 de RGli GLRA3, 

demostraron su participación clave en la mantención y regulación de la 

inhibición tónica de los núcleos neuronales como acumbens, altamente 

relacionadas con funciones superiores como la cognición, la emoción y el 

miedo (Bergstrom et al., 2020; Dalley et al., 2004; Everitt & Robbins, 2005; 

McCracken et al., 2017; Schwienbacher et al., 2004; White, 1996), y el estriado 

dorsolateral, el cual posee aferencias a los núcleos de los ganglios basales, 

ampliamente caracterizados por su directa relación con el sistema de 

recompensa, aprendizaje y memoria (Hawes et al., 2015; Packard & Knowlton, 

2002), destacando como blanco terapéutico. Asimismo, estudios de 

comportamiento sugieren que un aumento de la transmisión glicinérgica en la 

habénula lateral, una región crítica en la generación de emociones negativas, 

produjo comportamientos de ansiedad causados por el abuso de etanol (Li et 

al., 2019), lo que sugiere una relación crucial entre RGli α3 con funciones 

superiores. 

 

3.4 Aspectos generales de la desensibilización del RGli α3 

 

 Dentro de la dinámica del receptor, estudios de crio-microscopia 

electrónica y electrofisiología han reportado una transición entre 3 estados 

conformacionales del receptor, denominados como estado de reposo, un 

estado abierto y finalmente un estado desensibilizado (Gielen & Corringer, 

2018; Kumar et al., 2020). 
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Figura 3: Modelo topológico y secuencia primaria de la subunidad α3 de RGli 

con el loop intracelular entre TM3 y TM4. Los residuos críticos que forman parte 

del bolsillo de unión para moduladores alostéricos para RGli se indican en color. Los 

residuos A288, S296 y F388 son cruciales para ligandos que tienen como bolsillo de 

unión al TMD. Por otra parte, los residuos de Leucina 294 Y prolina 283 han sido 

reportados como cruciales en la teoría de dual-gate (Acuña et al., 2016; Huang et al., 

2017; Lynagh & Lynch, 2010; Mascia et al., 1996; Xiong et al., 2011a, 2012; Zeilhofer 

et al., 2018). 
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Con la unión del ligando de glicina se produce un cambio conformacional a 

nivel del ECD, lo que produce posteriormente un rearreglo en el TMD. El 

receptor pasa de su estado de reposo a un estado abierto, para luego terminar 

en un estado desensibilizado en presencia de su agonista. Este cambio 

conformacional ha sido propuesto como “dual gate” donde la región crítica en 

que ocurren estos cambios corresponde al TMD. Se han descrito residuos 

clave en el TM2 que participan en la conformación cerrada del receptor como 

9´Leucina (posición 9 en TM2) formando el punto de constricción para el paso 

de aniones de cloruro, y 2´Prolina que es crucial en el estado desensibilizado 

del receptor.(Lape et al., 2012; Yu et al., 2021; Zhu, 2022). Dentro de esta 

región circundante al TM2 actúan moduladores alostéricos, como los 

neuroesteroides, teniendo como sitio discreto de unión una región formada 

por los TM1 y 3, los cuales han cobrado relevancia en los últimos años (Aldred 

& Mecocci, 2010; Hong et al., 2013; Kanes et al., 2017).  

 

3.5 Aspectos generales de la modulación del RGli α3 

 

Diversos compuestos modulan la actividad del RGli, entre ellos, 

anestésicos generales, tropeinas, cannabinoides y compuestos 

neuroesteroidales (Bukanova et al., 2020; Maksay et al., 2001; San Martín et 

al., 2019; Xiong et al., 2011b) (Figura 3). Dentro de los moduladores 

alostéricos que tienen como bolsillo de unión al dominio transmembrana de 

del RGli, estudios de crio microscopía y registros de electrofisiología reportan 

que la ivermectina tiene como bolsillo de unión al TMD, generando un 
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aumento en las corrientes y disminución de la desensibilización del RGli, con 

una interacción con residuos como Q226, S267 y A288, donde a 

concentraciones de 1 µM genera un efecto en la activación y de-activación del 

receptor (Huang et al., 2017; Shan et al., 2001). En este contexto, la mutación 

de A288F generó una insensibilidad del efecto de ivermectina sobre la función 

del RGli α1 (Lynagh & Lynch, 2010). Por otra parte, otro residuo importante 

en el TMD para la unión de otros moduladores alostéricos es S296. Los 

compuestos de anandamida (AEA) y tetrahidrocanabidol (THC) generan un 

efecto de la función del RGli. Tanto para el RGli α1 y RGli α3, AEA potencia 

su función, atribuido mayormente a su interacción con S296. Sin embargo, en 

la estructura de RGli α2 la S296 se encuentra cambiada por una A296, donde 

AEA y THC no generó un efecto de potenciación. Este efecto fue revertido al 

mutar A296S lo que indica la importancia de S296 en el bolsillo de unión para 

AEA y THC (Kumar et al., 2022; Xiong et al., 2011a, 2012). Otros compuestos 

capaces de modular la función del RGli son los compuestos 

neuroesteroidales, los cuales han ganado relevancia debido a su aplicación 

clínica. 

 

3.6 Aspectos generales de los neuroesteroides 

 

           Las hormonas esteroidales son capaces de modular al SN, y aquellas 

que son sintetizadas en el SNC para modular su función de manera genómica 

y no genómica se denominan neuroesteroides (Corpéchot et al., 1985; Dorota 

Majewska & Schwartz, 1987; Jo et al., 1989). Dichos compuestos cumplen un 
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rol en la diferenciación sexual, regeneración y mielinización axonal. (Arnold & 

Breedlove, 1985; Lavaque et al., 2006). Además, desregulaciones en la 

concentración de NS han sido ampliamente relacionadas con la patogénesis 

de trastornos del comportamiento y enfermedades neurodegenerativas, 

sugiriendo un rol neuroprotector, (Aldred & Mecocci, 2010; Boero et al., 2019; 

Droogleever Fortuyn et al., 2004; Longone et al., 2011; Meltzer-Brody & 

Kanes, 2020; Naylor et al., 2010).  

 

Los neuroesteroides se sintetizan a partir del colesterol, el cual es translocado 

desde el medio intracelular a la mitocondria por un complejo proteico 

conformado por proteínas StAR, TSPO y ANT (Kallen et al., 1998; Porcu et 

al., 2016). Luego, el colesterol es clivado a pregnenolona por la enzima 

citocromo P450, el cual es el primer precursor de la vía esteroidogénica, 

formando posteriormente a dehidroepiandrosterona (DHEA) y 

alopregnanolona (ALO) (Colciago et al., 2020; Lloyd-Evans & Waller-Evans, 

2020; Tuckey & Cameron, 1993). Se observó que la maquinaria enzimática 

necesaria para el proceso de neuroesteroidogénesis se encuentra en 

neuronas y astrocitos presentes a nivel del hipocampo, corteza cerebral y la 

amígdala (Agís-Balboa et al., 2006). Sumado a esto, en la actualidad, 

fármacos con base en compuestos neuroesteroidales han sido aprobados 

para su uso médico. Compuestos como la brexanolona prescrita para la 

depresión postparto (Kanes et al., 2017) y ganaxolona utilizada para el 

desorden de deficiencia de CDKL5, han sido aprobados entre los años 2020 

y 2022 (Yawno et al., 2017), atribuyendo su acción en la modulación de la 
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función del receptor de GABA tipo A. Sin embargo, a pesar de que estos 

compuestos sean sintetizados en regiones donde interesantemente RGli α3 

se encuentra expresado, a la fecha no se ha evaluado su posible modulación 

y su mecanismo de acción sigue sin ser reportado. 

 

3.7 Modulación del RGli por compuestos neuroesteroidales 

 

        En la actualidad, estudios de electrofisiología han reportado la 

modulación de la función del RGli compuesto por las subunidades α1 y α2, 

con compuestos neuroesteroidales como progesterona (PROG), 

Pregnenolona (PREG), tetrahidrodeoxicorticosterona (THDOC) y 

deshidroepiandrosterona (DHEA) (Cerdan et al., 2020; Ruiz‐Gómez et al., 

1989; Sadek et al., 2017; Weir et al., 2004a). Estos compuestos han sido 

clasificados como moduladores alostéricos positivos (MAPs) y negativos 

(MANs) dependiendo de su efecto en la función del receptor de glicina. Dentro 

de estos compuestos, podemos encontrar: 

Tabla 1: Clasificación de compuestos neuroesteroidales y su efecto en 

la función de RGli (ND: No determinado debido a su bajo efecto).  

 
MAP 

 
EC50 

 
MAN 

 
IC50 

 
Subunidad 

del 
Receptor 
de Glicina 

 

 
 

Sistema de studio reportado 

 
 

Literatura 

Pregnenolona 

 
1.4 μM  

 
ND 

 
ND 

 

 
 
 

- 

 
α1 

 
α1β 

 
α2 

 

 
 
 

Xenopus laevis oocytes 
 

 
 
 

(Maksay et al., 
2001) 

Pregnenolona Sulfatada 

 
 

- 

 
 

91 ± 1.9 μM 

 
 

- 

 
 

Cultures of spinal cord neurons from chick 
embryos 

 
 

(Wu et al., 1990) 
 



 

22 
 

 

 
 
 

- 

 
1.9±0.3 

 
2.7±0.4 

 
5.5±1.3 

 
10.1±0.9 μM 

 

 
α1 

  
α1β 

 
α2 

 
α2β 

 
 
 

Xenopus laevis oocytes 
 

 
 
 

(Maksay et al., 
2001) 

 

 
 

ND 

 
 
- 

 
α1 

 
α1β 

 

 
 

HEK293 Cells 
 

 
 

(Wilkins et al., 
2016) 

 

 
- 

 
19.5±2.3 μM  

 
- 
 
 

 
Rat spinal cord cells 

 
(Fodor et al., 2006) 

 

 
- 

 
* 

 
- 

 
Medullary Dorsal horn neurons 

 
(Hong et al., 2013) 
 

Progesterona 

 
- 

 
- 

 
α1β; α1 

 
HEK 293 cells 

 

 
(Ziegler et al., 

2009) 

 
- 

 
15.6 μM 

 
- 

 
Spinal cord neurons from chick embryos 

 

 
(Wu et al., 1990) 

 

17α-OH-Progesterona 

 
 

- 

 
32 ± 3.2 μM 

 
 

- 

 
Cultures of spinal cord neurons from chick 

embryos 
 

 
 

(Wu et al., 1990) 
 

Alopregnanolona 

 
 

 

 
- 

 
- 

 
Cultured spinal dorsal horn neurons of rats 

 

 
(Jiang et al., 2006) 

 
0.25 ± 0.19 μM 

 

 
- 

 
α1 

 
Xenopus laevis oocytes 

 

 
(Weir et al., 2004b) 

 

 
ND 

 
- 

 
α1 

 
Xenopus laevis oocytes 

 
(Pistis et al., 1997) 

 

 
- 

 
* 

 
- 

 
Rat spinal cord cells 

 
(Fodor et al., 2006) 

 

Iso-Alopregnanolona 

 
 

- 

 
 

- 

 
 

- 

 
Cultured spinal dorsal horn neurons of rats 

 

 
 

(Jiang et al., 2006) 

Pregnanolona 

 
- 

 
1.0±0.3 μM 

 
- 

 
Cultured spinal dorsal horn neurons of rats 

 

 
(Jiang et al., 2006) 

 
 

- 

  
α1 

 
α2 

 
α3 

 

 
 
 

HEK293 cells 

 
 

(Jiang et al., 2006) 

Iso-Pregnanolona 

 
- 

 
- 

 
- 

 
Cultured spinal dorsal horn neurons of rats 

 

 
(Jiang et al., 2006) 

Dehidroepiandrosterona sulfatada 

 
 

- 
 

 
6.3±1.4 

 
21.2±5.9 

 
4.2±1.0 

 
19.1±2.6 

μM 
 

 
α1 

  
α1β 

 
α2 

 
α2β 

 

 
 
 
 

Xenopus laevis oocytes 

 
 
 
 

(Maksay et al., 
2001) 

 

 
- 

 
46.3±3.8 μM 

 

 
- 

 
Rat spinal cord cells 

 
(Fodor et al., 2006) 
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Testosterona 

 
- 

 
19.3+-2.3 μM 

 
- 

 
Pyramidal neurons of rat hippocampus 

 

 
(Bukanova et al., 

2020) 

Dihidrotestosterona 

 
- 

 
20.1+-2.8 μM 

 

 
- 

 
Pyramidal neurons of rat hippocampus 

 

 
(Bukanova et al., 

2020) 

Androstanediona 

 
- 

 
18.1+-2.9 μM 

 

 
- 

 
Pyramidal neurons of rat hippocampus 

 

 
(Bukanova et al., 

2020) 

Dihidroandrostanediona 

 
- 

 
16.3+-2.4 μM 

 

 
- 

 
Pyramidal neurons of rat hippocampus 

 

 
(Bukanova et al., 

2020) 

Androstenediol 

 
- 

 
16.2+-2.3 μM 

 

 
- 

 
Pyramidal neurons of rat hippocampus 

 

 
(Bukanova et al., 

2020) 

Androsterona 

 
* 

 
* 

 
α1β; α1 

 
HEK 293 cells 

 

 
(Ziegler et al., 

2009) 

Alfaxolona 

 
27.8 +- 5.8 μM 

 

 
- 

 
α1 

 
Xenopus laevis oocytes 

 
(Weir et al., 2004b) 
 

 
- 

 
15.6±1.5 μM 

 

 
- 

 
Rat spinal cord cells 

 
(Fodor et al., 2006) 

 

 
70.2 +-21.5  

μM 
 

 
- 

 
α1 

 

 
HEK 293 cells 

 
(Ahrens et al., 

2008) 

Betaxalona 

 
- 

 
208±43 μM 

 
- 

 
Rat spinal cord cells 

 
(Fodor et al., 2006) 

 

Minaxolona 

 
13.1 (0.9) μM 

 

 
- 

 
α1 

 

Xenopus laevis oocyte 
 

 
(Weir et al., 2004b) 
 

Org 20599 

 
22.9 (1.5) μM 

 

 
- 

 
α1 

 
Xenopus laevis oocytes 

 

 
(Weir et al., 2004b) 
 

Co-2-6749 

 
- 

 
* 

 
- 

 
Rat spinal cord cells 

 
(Fodor et al., 2006) 

 

Tetrahidro-deoxycorticosterona 

 
 

ND 
 

 
 

- 

 
α1 

 
α1β 

 

 
 

HEK293 Cells 

 
 

(Wilkins et al., 
2016) 

 

 

En el caso de Alopregnanolona se produce una modulación de manera 

diferencial en RGli compuesto por la subunidad α1. Por los reportes de Weir 

et al., 2004b, a una concentración de 0.25 μM se genera una potenciación de 

las corrientes evocadas por glicina. Sin embargo, por Fodor et al., 2006, se 

reportó que alopregnanolona generó una inhibición del 60 ± 8 % de estas 

corrientes a una concentración de 40 µM (Fodor et al., 2006; Weir et al., 
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2004b). Esta diferencia puede ser atribuida al tipo de sistema que se utilizó en 

cada estudio. Sin embargo, a pesar de la modulación producida en estas 

subunidades, ninguno de estos presenta datos funcionales sobre NS como 

ALO y DHEA en RGli α3. 

De manera análoga, la función del RGABAA es potenciada significativamente 

por alopregnanolona, llegando a un máximo de potenciación del 750% a una 

concentración de 1 μM (Sugasawa et al., 2020.; Weir et al., 2004b). Dentro de 

las estructuras cristalográficas reportadas para RGABAA con compuestos NS, 

residuos polares como glutamina 245 y treonina 309, e hidrofóbicos como 

triptófano 249 e isoleucina 242 componen el bolsillo de unión para el isómero 

de alopregnanolona denominado Pregnanolona (Miller et al., 2017; Sugasawa 

et al., n.d.). Por otra parte, mutaciones sitio-dirigidas junto con registros de 

electrofisiología para este receptor confirman la criticidad del estos residuos 

para el bolsillo de unión de alopregnanolona en RGABAA (Sugasawa et al., 

n.d.). No obstante, a pesar de la similitud estructural, funcional y relevancia 

farmacológica que presenta R-GABAA y RGli α3, la modulación de RGli α3 por 

ALO no ha sido completamente dilucidada, pese a que los datos 

experimentales que muestran la participación de la subunidad 3 de RGli en 

núcleos neuronales han incrementado significativamente, no existen estudios 

funcionales que demuestren efectos modulatorios de alopregnanolona en esta 

subunidad, teniendo en cuenta que: 

1.-   RGli α3 se expresa en regiones relacionadas a funciones 

superiores, donde se sintetizan compuestos neuroesteroidales. 
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2.- Existe una modulación de RGli α1 y α2 confirmada 

experimentalmente para compuestos neuroesteroidales como PREG, 

PREGS y THDOC. 

Por lo que, en base a estos antecedentes, nuestra hipótesis y objetivos buscan 

demostrar, mediante predicciones in silico y registros funcionales de 

electrofisiología, la modulación de la función del receptor de glicina α3 con 

alopregnanolona. 

 

Figura 4: Representación de la modulación de RGli mediante neuroesteroides 

y las diferentes subunidades que conforman al receptor. Los compuestos como 

DHEA, PREG-S y Pregnanolona disminuyen la función de RGli compuesto por las 

subunidades α1-2-3. Sin embargo, la modulación por Alopregnanolone solo se ha 

demostrado para RGli α1. 
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5. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 

 

 

4.1 Hipótesis 

 

La función del receptor de glicina α3 es modulada por alopregnanolona. 

4.2 Objetivo General 

 

Caracterizar la modulación de la función del receptor de glicina α3 por 

alopregnanolona. 

4.3 Objetivos Específicos 

 

1. Caracterizar los sitios putativos de interacción entre el receptor de 

glicina y alopregnanolona usando análisis in silico. 

2. Determinar si la función del receptor de glicina α3 es modulado por 

alopregnanolona mediante registros electrofisiológicos en células 

HEK293. 

3. Caracterizar el potencial sitio de unión de alopregnanolona mediante 

electrofisiología y mutaciones sitio-dirigidas. 
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6. METODOLOGÍA 
 

 

 

5.1 Cultivo celular y Transfección 

 

Células HEK293 (Human Embrionic Kidney) fueron cultivadas usando 

métodos estandarizados en nuestro laboratorio (cita). Las células fueron 

cotransfectads transientemente mediante Lipofectamina 2000, utilizando 1,5 

μg del plásmido codificante para la subunidad α3 del receptor de glicina y 1 

μg del plásmido codificante para GFP como marcador de transfección positiva. 

Estos fueron añadidos a una solución de Opti-MEM® (Invitrogen), la cual fue 

aplicada directamente sobre las células. Estas células fueron estudiadas 

después de 18-24 horas post-transfección. 

 

5.2 Electrofisiología 

 

 La solución externa está compuesta de (mM): 150 NaCl, 5.4 KCl, 2 

CaCl2, 1 MgCl2, 10 glucosa y 10 HEPES. Esta solución fue ajustada a un pH 

de 7.35 y a una osmolaridad de 320-330 mOsm, la cual fue almacenada a 

4°C. La solución interna está compuesta de (mM): 120 CsCl, 2 MgCl2, 2 ATP-

Na2, 10 BAPTA, 0.5 GTP y 10 HEPES. Esta solución fue ajustada a un pH de 

7.35 y a una osmolaridad entre 290-310 mOsm, almacenada a -20 °C. La 

solución de glicina fue preparada para llegar a un stock de 10 mM almacenada 

a -20 °C, la cual fue diluida en solución externa al momento de realizar los 
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experimentos. Para la solución con alopregnanolona, se utilizó DMSO al 100% 

para la solución base. Luego esta solución fue diluida en solución externa para 

la obtención de las soluciones con su concentración de trabajo 

correspondiente para su uso en los registros de electrofisiología. Los registros 

de electrofisiología en la modalidad de célula completa (whole-cell), fueron 

realizados incorporando la solución interna dentro de un capilar de borosilicato 

pulido anteriormente, donde se encuentra el electrodo de referencia. Las 

células fueron depositadas en un pocillo Nunc y embebidas en solución 

externa. Las células que presentaban una transfección positiva fueron 

identificadas mediante un dispositivo de luz ultravioleta con un filtro FITC, 

gracias a su emisión de fluorescencia. Manteniendo un potencial de 

membrana de -60 mV, las corrientes de glicina fueron evocadas mediante un 

dispositivo de microperfusión, con concentraciones de glicina entre 10-1500 

μM. Estas corrientes fueron registradas por un amplificador EPC10 (HEKA 

Electronics, Alemania) y almacenadas en el software de PatchMaster (HEKA 

Electronics, Alemania). Estas corrientes fueron analizadas utilizando la 

ecuación. 

Igli=Imax(gli) nh((gli)nh+(EC50) nh) 

donde Imax corresponde a la corriente máxima obtenida en presencia del 

agonista de glicina, y nh corresponde al número de Hill. El mismo protocolo 

fue utilizado para la medición de corrientes evocadas por glicina para el 

receptor con la mutación W239 y A303T. Todos los registros analizados fueron 
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cuantificados mediante ClampFit 9.0 (Axon Instruments), en donde la 

conversión de los datos fue obtenida mediante Origin 6.0 (Microcal USA). 

Las puntas de borosilicato empleadas en los registros fueron realizadas en un 

micro-puller (PC-100), y pulidas en micro-forga (MF-830, Narishige Japan),  

 

5.3 Estructuras de RGli α3 

 

 Las estructuras del receptor de glicina α3 fueron obtenidas de la base 

de datos Protein Data Bank (PDB ID: 5TIO, 5CFB) en sus conformaciones 

abierta y cerrada, respectivamente, y preparadas previo su utilización 

mediante Protein Preparation Wizard (Madhavi Sastry et al., 2013) de Maestro 

(Maestro, Schrödinger, LLC, New York, NY, 2021). Este proceso incluyó la 

adición de los átomos de hidrógeno no enlazados, eliminación de moléculas 

de agua, predicción de los estados de protonación y corrección de enlaces 

energéticamente desfavorables junto con las cargas formales de la estructura. 

 

5.4 Estructura del ligando 

 

 Las estructuras de los neuroesteroides fueron obtenidas desde la base 

de datos PubChem, y preparadas utilizando LigPrep (LigPrep, Schrödinger, 

LLC, New York, NY, 2021.) generando su estado de ionización con un pH de 

7.0 +- 0.2 con epik en el software de Maestro (Maestro, Schrödinger, LLC, 

New York, NY, 2021). Estas fueron Alo (CID: 92786), THDOC (CID: 101771), 

3α-Diol (CID: 15818), PREGS (CID: 105074) y DHEAS (CID: 12594). 

cid:101771
cid:15818
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5.5 Docking Molecular 

 

El docking proteína-ligando se realizó empleando las estructuras del 

receptor de glicina α3 en su conformación abierta y cerrada. Como primer 

paso, el docking molecular fue realizado mediante Autodock Vina (Eberhardt 

et al., 2021; Trott & Olson, 2010), clasificando los complejos obtenidos según 

su docking score. Como segundo paso, una vez los complejos fueron 

obtenidos, se realizó un docking proteína-ligando restringido a esta región 

mediante Glide (Friesner et al., 2006; Halgren et al., 2004). Cálculos teóricos 

de energía libre fueron realizados mediante Prime MM-GBSA (Jacobson et 

al., 2002, 2004). Todas las imágenes fueron obtenidas mediante el software 

de Maestro (Maestro, Schrödinger, LLC, New York, NY, 2021) y pymol (The 

PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0 Schrödinger, LLC.). 

 

5.6 Alineamiento de secuencias 

 

 Las secuencias para el receptor de glicina α1-3 y para el receptor de 

GABA tipo A fueron obtenidas de la base de datos de UniProt (GLRA1: 

P23415; GLRA2: P23416; GLRA3: O75311; GABRA1: P14867; GABRA5: 

P31644). El alineamiento fue realizado mediante Clustal Omega de EMBL-

EBI (Madeira et al., 2022). 
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5.7 Simulación de dinámica molecular 

 

 Las poses generadas anteriormente fueron replicadas 5 veces para 

formar el receptor homopentamérico con los cinco posibles bolsillos de unión 

ocupados. El complejo final fue centrado en una membrana de 1-palmitoyl-2-

oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (POPC) y el sistema completo fue 

solvatado mediante un modelo de agua single point charge (SPC). 

Concentraciones iónicas de sodio y cloruro fueron añadidas al sistema en una 

concentración de 0.15 M en ambos lados de la membrana, manteniendo una 

temperatura y presión constante a 300 K y 1.01325 bar. Subsecuentemente 

el sistema fue equilibrado durante 20 ns con restricciones de 5 kcal*mol-1*Å-2. 

Luego, las restricciones fueron removidas, ejecutando una simulación de 500 

ns utilizando un ensamble semi-isotrópico NPɣT, con una constante de 

tensión de superficie de 0.0 bar Å para la producción. Las dinámicas 

moleculares fueron realizadas en Desmond (Bowers et al., 2006, Desmond 

Molecular Dynamics System, D. E. Shaw Research, New York, NY, 2021.) 

utilizando un campo de fuerza OPLS2005. Los análisis de contacto entre la 

superficie del receptor y del ligando fueron producidas mediante Desmond. El 

mismo procedimiento fue realizado para el receptor que presenta las 

mutaciones para W239Q y A303T. Dentro de la producción de 500 ns, se 

realizó un análisis de clusters, definiendo un límite de RMSD cut off en 1 Å. El 

análisis de clusters fueron realizados en Maestro (Maestro, Schrödinger, LLC, 

New York, NY, 2021) y analizadas mediante el comando de Clustering “ligand 

receptor interaction frequency” (Peña-Varas & Ramírez, 2021). Similarmente, 
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el análisis de clusters fue realizado para el receptor de glicina que presenta 

las mutaciones W239Q y A303T. 
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7. RESULTADOS 
 

 

 

6.1 Estudio in silico de Docking proteína-ligando con Rgli α3 y 

neuroesteroides 

 

 Para evaluar la posible interacción entre el receptor de glicina α3 y los 

compuestos neuroesteroidales, realizamos un docking proteína-ligando entre 

RGli α3 en su conformación abierta y cerrada (Figura 4A), con los compuestos 

Alo, PREG-S, DHEA-S, THDOC y 3α-Diol los cuales comparten el esqueleto 

neuroesteroidal, con una diferencia en los grupos funcionales ubicados en R1, 

R2 y R3 (Figura 4B). En primer lugar, realizamos un docking molecular 

utilizando el dominio transmembrana como proteína blanco. En esta 

condición, los complejos formados solo fueron obtenidos para el receptor en 

su conformación abierta, (Figura 5A). Los compuestos como Alo, 3α-Diol y 

THDOC comparten un sitio similar, junto con una orientación del hidroxilo 

ubicado en el C´3 en dirección al TM1, y una cetona en C´17 en orientación 

hacia el TM3 (Figura 5B). Estos complejos presentan un docking score 

negativo con un valor alrededor de -6 a -8 (Figura 5C). Para identificar el 

posible bolsillo de unión entre RGli α3 y estos compuestos, realizamos un 

docking dirigido proteína-ligando, utilizando como grilla de unión la región 

identificada anteriormente (Figura 6). Dentro de estos complejos, con 

Alopregnanolona, residuos como W239 y W243 se encuentran presentes en 



 

34 
 

su bolsillo de unión (Figura 6A y 7A), caso similar para los Ns como 3α-Diol y 

THDOC (Figura 6B, 6C, 7B y 7C) donde W243 forma un puente de hidrógeno 

con estos. Por otra parte, los NS sulfatados, presentan una diferencia en su 

posición y orientación, con una mayor interacción con TM4 (Figura 6D, 6E, 7D 

y 7E). Sumado a esto, para corroborar la estabilidad energética de los 

complejos formados, realizamos un cálculo teórico energético, obteniendo 

valores entre -57.4 hasta -66.4 kcal*mol-1 (Figura 7F).  

 

 

 

Figura 5: Estructura de RGli α3 y compuestos neuroesteroidales. (A) Estructura 

del receptor en su conformación abierta 5TIO y su conformación cerrada 5CFB. (B) 

Estructura de los compuestos neuroesteroidales con los grupos funcionales críticos 

diferenciados en R1, R2 y R3. 
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Figura 6: Docking proteina-ligando mediante Autodock Vina. Representadas 

como Alopregnanolona (Morado), 3-Diol (Naranjo), THDOC (Celeste), PREG-S 

(Amarillo) y DHEAS (Rojo), con el receptor de glicina α3. (A, B) Representación de 

dos subunidades de RGli α3 con el TMD como sitio principal para NS. (C) El gráfico 

representa el Docking Score obtenido de cada complejo. 

 

6.2 Comparación estructural entre RGli α1-3 y RGABAA 

 

Dentro de la familia pLGICs, la actividad del receptor de GABA tipo A, 

es aumentada por alopregnanolona a concentraciones nanomolares, 

generando hasta 500-700% de potenciación (Sugasawa et al., n.d.; Weir et 

al., 2004b), es por esto que, para comparar los bolsillos de unión entre 

RGABAA y RGli α3 realizamos un alineamiento múltiple 
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Figura 7: Docking proteína-ligando obtenido entre RGli α3 con NS mediante 

Glide. (A) Representación del complejo obtenido para Alopregnanolona. La misma 

representación fue realizada para 3-Androstanediol (B), THDOC (C), PREG-S (D) y 

DHEAS (E). (F) El gráfico representa el cálculo teórico energético obtenido para los 

distintos complejos. 
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Figura 8: Diagrama 2D de interacción del ligando entre RGli α3 con 

Alopregnanolona (A), 3α-Diol (B), THDOC (C), PREG-S (D) y DHEAS (E). 

Diagrama 2D obtenido desde los complejos proteína-ligando mediante Maestro. 
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Figura 9: Estructura y alineamiento de secuencias para RGli y RGABAA. Se tomó 

de referencia al TMD de cada subunidad. Los residuos W239 y A303 para RGli han 

sido seleccionados para realizar una mutación sitio dirigida con glutamina y treonina 

en su lugar. 
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de secuencias, centrado principalmente en el TMD (Figura 9). Dentro de las 

principales diferencias entre las subunidades α1, α2, α3 y β de RGli frente a 

las subunidades α1 y α5 de RGABAA encontramos a residuos como Q239 y 

T303, los cuales han sido identificados como críticos para la unión de 

compuestos neuroesteroidales con RGABAA (Miller et al., 2017). Estos 

residuos no se encuentran presentes en RGli α3, lo que podría sugerir una 

diferencia en la modulación producida por Alo sobre la actividad de cada uno 

de estos receptores, tanto para RGli α3 y RGABAA (Figura 8A). En conjunto, 

estos resultados indican que una parte importante del bolsillo de unión de RGli 

α3 con Alopregnanolona, está conformada por los residuos W239 y A303. 

Bajo este criterio, realizamos una mutación sitio-dirigida mediante Maestro 

(Maestro, Schrödinger, LLC, New York, NY, 2021) para los residuos de 

W239Q y A303T en RGli α3 (Figura 10A). Dentro de los cálculos teóricos de 

estabilidad para los residuos mutados, estos contribuyen a la estabilidad del 

receptor en un orden de -7,25 para W239Q, -14,31 en A303T y -21,58 para 

W239Q A303T (Figura 10B-D), Estos resultados sugieren que la mutación de 

estos residuos no afecta de manera crítica a la estabilidad de la proteína 

(Figura 10E). Para comprobar si esta mutación genera un cambio en el bolsillo 

de unión para Alopregnanolona, realizamos nuevamente un docking proteína-

ligando en las situaciones de RGli α3 WT, RGli α3 W239Q, RGli α3 A303T y 

RGli α3 W239Q A303T (Figura 11A-D). Dentro del cálculo teórico energético 

obtenido, tendremos un ΔG para RGli α3 W239Q, RGli α3 A303T y RGli α3 

W239Q A303T entre -70 y -85 kcal*mol-1, a diferencia de su control RGli α3 WT 

con un ΔG de -57,37 kcal*mol-1 (Figura 11E). Para generar una mayor 
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caracterización dentro de las diferencias encontradas en los resultados de 

docking molecular, realizamos simulaciones de dinámica molecular para RGli 

α3 WT y RGli α3 W239Q A303T con Alopregnanolona. 

 

Figura 10: Energía de afinidad de los complejos obtenido mediante alanine 

scanning residue. (A) Los residuos seleccionados para la mutación son W239Q y 

A303T ubicados en el TMD de RGli α3, donde encontramos los complejos de (B) RGli 
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α3 W239Q, (C) RGli α3 A303T y (D) RGli α3 W239 A303T. (E) Los rangos de energía 

fueron rankeados en orden de menor a mayor afinidad. 

 

Figura 11: Docking proteína-ligando obtenido entre RGli α3 W239Q, RGli α3 

A303T y RGli α3 W239Q A303T mediante Glide. (A) Representación del complejo 

obtenido para RGli α3 WT. La misma representación fue realizada para (B) RGli α3 

A303T, (C) RGli α3 W239Q y (D) RGli α3 W239Q A303T. (E) El gráfico representa 

los cálculos teóricos energético-obtenidos para los complejos. 
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6.3 Evaluación del bolsillo de unión mediante simulación de dinámica 

molecular para RGli α3 WT y RGli  

 

 Basados en los resultados de docking proteína-ligando para RGli α3 

con Alopregnanolona, fueron posicionados los complejos para RGli α3 WT y 

RGli α3 W239Q A303T en una bicapa fosfolipídica, generando una simulación 

de dinámica molecular de 500 ns, con un equilibrado previo de ambos 

sistemas de 20 ns (Figura 12A), clasificando las regiones de interacción de la 

estructura de Alopregnanolona para su mejor identificación (Figura 12B). Para 

analizar la estabilidad de ambos complejos durante la simulación, el RMSD de 

la estructura del receptor RGli α3 WT y RGli α3 W239Q A303T, fue 

monitoreada alcanzando valores entre 1-2 Å, sin cambios significativos en el 

transcurso de ambas dinámicas (Figura 13A-14A). En consiguiente, para 

analizar la orientación, posicionamiento e interacción de cada simulación, se 

seleccionaron los 1000 conformeros de cada condición, para realizar un 

análisis de clustering (1 pose por cada 0.5 ns de los 500 ns de la producción 

completa). Dentro de los clusters formados para cada condición, identificamos 

grupos con alta representatividad para la condición de RGli α3 W239Q A303T, 

a diferencia de RGli α3 WT, que presenta una menor cantidad de conformeros 

en el cluster de mayor población (Figura 13B-14B). Estos resultados indican 

que, Alo adopta una posición con un menor movimiento dentro del bolsillo de 

unión, lo cual indica una mayor estabilidad del conformero a lo largo de la 

dinámica para RGli α3 W239Q A303T, a diferencia de la condición RGli α3 
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WT. Utilizando cada cluster con mayor representatividad, se realizó un análisis 

de la interacción en cada uno de los 5 bolsillos de unión,  

 

 

Figura 12: Representación de la simulación de dinámica molecular para RGli α3 

WT. (A) Dentro del dominio transmembrana se encuentran los 5 bolsillos de posible 

unión para Alo, donde los fosfatos de los fosfolípidos fueron resaltados para una 

mejor visualización del posicionamiento de la membrana. (B) Diferencia en las 

regiones de posible interacción de Alo con RGli α3. 

 

para ambas condiciones. Para RGli α3 WT, dentro de las interacciones 

representativas, podemos observar que L299, A302, V240 y W243 presentan 

contactos hidrofóbicos. Por otra parte, W243 y R327 presentan un puente de 

hidrógeno mediado por agua, el cual se mantiene a lo largo de la simulación. 

Solo W239 presenta un puente de hidrógeno, sin embargo, este solo 

representa un 20% de la interacción total que presenta este residuo a lo largo 

de la dinámica (Figura 13C-D). La mayoría de estos contactos se producen en 

las regiones R1 del esqueleto neuroesteroidal. Por su parte, para RGli α3 
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W239Q A303T, se mantienen los puentes de hidrógeno mediados por agua 

para W243 y R327, junto con un puente de hidrógeno formado con el residuo 

mutado de W239Q el cual participa en un 100% de la interacción de este 

residuo a lo largo de la dinámica. Estas interacciones están presentes en el 

R1 del esqueleto, donde se ubica el grupo hidroxilo en C´3 del esqueleto 

neuroesteroidal. Asimismo, el residuo mutado de A303T genera un puente de 

hidrógeno ubicado en el R3 de la estructura de Alo, donde esta interacción 

conforma el 40% de la interacción que presenta este residuo con el ligando 

de Alo (Figura 14C-D). Estos resultados obtenidos indican que los residuos de 

W239Q y A303T, al generar estas interacciones con los grupos funcionales 

del esqueleto de Alo, conforman una parte crucial de las uniones que 

mantienen al ligando en e bolsillo de unión. 

Esta evidencia, sumada con el resultado de docking proteína-ligando sugieren 

que Alo tiene como bolsillo principal de unión al dominio transmembrana del 

RGli, principalmente para TM1 y TM3 de RGli α3 WT, prediciendo una 

interacción mayormente hidrofóbica, con puentes de hidrógeno críticos 

formados los residuos mutados de W239Q y A303T. Para demostrar esta 

interacción y el efecto que produce alopregnanolona en la actividad de RGli 

α3 WT y RGli α3 W239Q A303T, fueron realizados registros de 

electrofisiología. 
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Figura 13: Representación del bolsillo de unión de RGli α3 WT con Alo. (A) Gráfico 

de RMSD durante los 500 ns del tiempo de la simulación. (B) Cluster de Alo en el 

bolsillo de unión para RGli α3 WT. (C) Ilustración concreta de la interacción entre Alo 

con W243 y R327. (D) Gráfico de la fracción de interacción entre los residuos del 

bolsillo para Alo, destacando una interacción hidrofóbica, y puentes de hidrógeno 

mediados por agua. 
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Figura 14: Representación del bolsillo de unión de RGli α3 W239Q y A303T con Alo. 

(A) Gráfico de RMSD durante los 500 ns del tiempo de la simulación. (B) Cluster de 

Alo en el bolsillo de unión para RGli α3 WT. (C) Ilustración concreta de la interacción 

entre Alo, con puentes de hidrógeno formados con W239 y T303, junto con W243 y 

R327 mediados por agua. (D) Gráfico de la fracción de interacción entre los residuos 

del bolsillo para Alo, destacando una interacción de puentes de hidrógeno y otros 

mediados por agua. 
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6.4 Estudio de la función de RGli α3 WT mediante técnicas de 

electrofisiología  

 

 Para evaluar la posible modulación de RGli α3 con Alopregnanolona, y 

además comprobar la diferencia propuesta en los complejos predichos in silico 

para RGli α WT y RGli α3 W239Q A303T, se realizaron experimentos de patch 

clamp en la modalidad de célula completa en cultivos de células HEK293 co-

transfectadas con RGli α3 WT. Se realizaron registros de las corrientes 

glicinérgicas evocadas por glicina en distintas concentraciones (3-1500) para 

generar curvas de concentración respuestas (Figura 15A), donde se 

obtuvieron parámetros de EC50 de 105 µM para la condición de RGli α3 WT. 

 

Figura 15: Curva concentración-respuesta de RGli α3 WT en células HEK293. 

(A) Gráfico de corrientes glicinérgicas normalizadas versus glicina (3-1500 µM). (B) 

Gráfico del porcentaje de respuesta de los trazos representativos de la sensibilidad 

al agonista de glicina, en células HEK-293 co-expresando RGli α3 WT y GFP como 

marcador de transfección positiva. 
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Para evaluar el efecto de la Alopregnanolona sobre la función del receptor de 

glicina, realizamos una coperfusión de una concentración de alopregnanolona 

creciente (0,05 – 2 µM), generando un aumento de las corrientes evocadas 

por glicina con un máximo de potenciación a los 2 µM (Figura 16A). La 

alopregnanolona genera una potenciación de un máximo de 27% a la 

concentración de 1 µM (Figura 16B). Esto confirma que Alopregnanolona 

aumenta los registros obtenidos para RGli α3. Así mismo, para corroborar los 

resultados obtenidos anteriormente de los experimentos de docking proteína-

ligando y simulación de dinámica molecular, realizamos registros de 

electrofisiología en las mutantes RGli α3 W239Q y RGli α3 W239Q A303T. 

 

Figura 16: Efecto de Alopregnanolona en la función de RGli α3 WT. (A) Trazos 

representativos de corrientes evocadas por glicina (50 µM) junto con una 

concentración creciente de Alopregnanolona (0,1-2 µM). (B) Curva de concentración 

respuesta normalizada, para una concentración fija de glicina (50 µM) y creciente de 

Alo (0,1-2 µM). 
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6.5 Estudio de la función de RGli α3 W239Q mediante técnicas de 

electrofisiología. 

 

 Para analizar la diferencia en la modulación de la función de RGli α3 

WT e identificar el bolsillo de unión propuesto en los objetivos anteriores para 

Alopregnanolona, realizamos experimentos de patch clamp en modalidad de 

célula completa en cultivos de células HEK293 co-transfectadas con RGli α3 

W239Q. Se realizaron nuevamente registros de las corrientes evocadas por 

glicina en distintas concentraciones crecientes (3-1500), generando una curva 

de concentración respuesta (Figura 17A). A partir de este análisis obtuvimos 

parámetros de EC50 de 155,19 ± 16,6 µM, con concentraciones saturantes de 

1500 µM (Figura 17B). Para evaluar el efecto de Alopregnanolona sobre RGli 

α3 W239Q, obtuvimos registros mediante una co-perfusión de una 

concentración de glicina (300 µM) frente a una concentración de Alo (1 µM) y 

una co-perfusión de una concentración saturante de glicina (1500 µM) y Alo 

(1 µM) (Figura 18). Se puede observar un aumento en el tiempo de de-

activación de la corriente, donde a concentraciones saturantes se genera un 

efecto similar en el tiempo de desensibilización de RGli α3 W239Q (Figura 

18A-B).  
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Figura 17: Curva de concentración respuesta de RGli α3 W239Q en células 

HEK293. (A) Trazos representativos de corrientes evocadas por concentraciónes 

crecientes de glicina (3-1500 µM). (B) Gráfico del procentaje de respuesta de los 

trazos representativos de la sensibilidad al agonista de glicina para RGli α3 W239Q. 

   

Figura 18: Efecto de Alopregnanolona en la actividad de RGli α3 W239Q. (A) 

Trazos representativos de dos corrientes evocadas por glicina (300 µM) con una co-

perfusión de Alo (1 µM) durante 4 segundos. (B) Trazos representativos de una 

corriente evocada por glicina (1500 µM) con una co-perfusión de Alo (1 µM) durante 

4 segundos). 
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6.6 Estudio de la función de RGli α3 W239Q A303T mediante técnicas de 

electrofisiología. 

 

 Para evaluar la diferencia entre la presencia de los residuos Q239 y 

T303 en el bolsillo de unión, realizamos registros de electrofisiología para RGli 

α3 W239Q A303T. Mediante registros en la modalidad de célula completa, 

corrientes glicinérgicas fueron evocadas por glicina, obteniendo un patrón 

similar a los registros de los objetivos anteriores (Figura 19A), con parámetros 

de EC50 de 147,38 ± 24,8 µM (Figura 19B). Además, se evaluó la modulación 

por Alopregnanolona (1 µM) frente a una concentración fija de glicina 500 µM 

(Figura 20A) y una saturante de 1000 µM (Figura 20B), donde se ve un cambio 

en la amplitud de la corriente, y en el proceso de desensibilización del 

receptor, similar al caso de los registros obtenidos para RGli α3 W239Q. 

 

Figura 19: Curva de concentración respuesta de RGli α3 W239Q A303T en 

células HEK293. (A) Trazos representativos de corrientes evocadas por 

concentraciónes crecientes de glicina (3-1500 µM). (B) Gráfico del procentaje de 

respuesta de los trazos representativos de la sensibilidad al agonista de glicina para 

RGli α3 W239Q A303T. 
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Figura 20: Efecto de Alopregnanolona en la función de RGli α3 W239Q A303T. 

(A) Trazos representativos de corrientes evocadas por glicina (500 µM) con una co-

perfusión de Alo (1 µM). (B) Trazos representativos de las corrientes glicinérgicas 

evocadas por glicina (2000 µM) frente a una co-perfusión con Alo (1 µM). 
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8. DISCUSIÓN 
 

 

 

Alopregnanolona es un neuroesteroide, caracterizado por su 

participación en trastornos del comportamiento como la ansiedad y la 

depresión (Boero et al., 2019; Naylor et al., 2010; Sripada et al., 2014), 

empleado actualmente en el campo clínico para el tratamiento de la depresión 

post-parto (Meltzer-Brody & Kanes, 2020). Tradicionalmente, el mecanismo 

por el cual Alo afecta a la excitabilidad neuronal ha sido asociado a la 

modulación de la función de receptores de la familia pLGICs (Chase Matthew 

& Doodipala Samba, 2013; Drexler et al., 2020). Dado que la excitabilidad de 

núcleos neuronales como acumbens y estriado está relacionada con la 

generación de trastornos del comportamiento (Delaney et al., 2010; Jonsson 

et al., 2009; McCracken et al., 2017), la familia pLGIC ha ganado un particular 

interés como blanco terapéutico. Registros de electrofisiología demuestran la 

modulación de Alo sobre la función del receptor de GABAAR (Belelli & 

Lambert, 2005), que comparte una similitud estructural y funcional con RGli. 

Avances similares, demuestran que la función del receptor de glicina es 

modulada por otros compuestos neuroesteroidales similares a Alo como 

THDOC y PREG, efecto descrito para RGli α1 y RGli α2 disminuyendo o 

potenciando su función (Maksay et al., 2001; Weir et al., 2004). Estudios in 

silico sugieren una interacción entre el complejo de RGli-α3 unido a 

ivermectina con Alo (Alvarez & Pecci, 2019), sin embargo, la modulación de 
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RGli α3 por Alo no ha sido descrita. En este contexto, en este trabajo de tesis 

investigamos la modulación de la función del RGli α3 por Alopregnanolona, 

dilucidando su bolsillo de unión.  

 

Estudio in silico de la interacción de RGli α3 con Alo 

 

 En nuestros resultados, pudimos observar que al realizar el docking 

proteína-ligando, el screening de compuestos neuroesteroidales sobre el TMD 

de RGli α3, solo fueron obtenidos en la conformación abierta del receptor, así 

no en su conformación cerrada. Estudios previos, mostraron que el TMD de 

los receptores de la familia pLGICs es crítica para la unión de compuestos 

neuroesteroidales como Alo, THDOC y PREG-S (Budelier et al., 2019; Chen 

et al., 2019; Cheng et al., 2018). Esto puede deberse al esqueleto esteroidal 

que poseen los neuroesteroides, y sus propiedades fisicoquímicas, lo que 

favorece al ligando neuroesteroidal el tener su bolsillo de unión en una región 

hidrofóbica (Budelier et al., 2019). Por ejemplo, en estructuras cristalográficas 

para el RGABAA y Ns tiene su bolsillo de unión en el TMD de su estructura 

(Miller et al., 2017; Sugasawa et al., n.d.). 

En cuanto al complejos obtenidos para cada estos compuestos, podemos ver 

que su posicionamiento radica en el TMD del receptor, con una localización y 

orientación inter-subunidad con el TM1 y TM3 como principal posible sitio de 

unión. En nuestro caso, podemos ver que los compuestos que no están 

sulfatados como Alo, 3α-Diol y THDOC comparten un sitio similar en el TM1-

TM3, mientras que PREG-S y DHEA-S tienen una posición con el TM4 la cual 
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se encuentra en la región más expuesta a los fosfolípidos. Sin embargo, no 

podemos descartar el rol de los fosfolípidos y la diferencia en su composición 

dentro de este bolsillo (Dämgen & Biggin, 2021; Kumar et al., 2020). Futuros 

experimentos en este sentido son necesarios para confirmar la participación 

de los fosfolípidos dentro de esta región crítica del receptor de glicina. 

 

Asimismo, dentro de los resultados de docking proteína-ligando, al comparar 

los sitios de unión para Alo, 3α-Diol y THDOC, estos comparten una región 

similar, compartiendo ciertos enlaces generados, con un mayor porcentaje de 

interacciones hidrofóbicas mediadas por W243 y un puente de hidrógeno 

mediado por agua con R327. Estos residuos han sido reportados como clave 

para la potenciación de Alo sobre la función del RGABAA, donde mutaciones 

sitio dirigidas para W243, F306 y L310 disminuyen la afinidad de Alo en el 

bolsillo de unión (Miller et al., 2017; Sugasawa et al., n.d.). De esta manera, 

nuestros complejos comparten una similitud, sin embargo, difieren en ciertas 

interacciones claves, mediadas principalmente por Q239 y T303, las cuales 

son diferentes en el alineamiento múltiple de secuencias, donde RGABAA α1, 

α3 y α5 poseen estos residuos (Miller et al., 2017). Por otra parte, los 

complejos formados con los compuestos sulfatados como PREG-S y THDOC-

S presentan una posición y orientación hacia el TM4, lo que podría sugerir una 

diferencia en la modulación de la función del RGli α3, debido a que, registros 

de electrofisiología para RGli α1 demuestran un efecto inhibitorio para los 

compuestos sulfatados,  (Maksay et al., 2001).  
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Posteriormente, mediante las simulaciones de dinámica molecular utilizando 

los complejos obtenidos anteriormente generamos proyecciones de 500 ns 

para visualizar y reportar una diferencia a nivel del TMD de nuestros 

complejos. Dentro de las dos simulaciones de dinámica molecular, ambas 

presentan un RMSD sin oscilaciones significativas, lo que indica la estabilidad 

de los complejos generados a lo largo de la proyección. Principalmente, dentro 

de las interacciones principales encontramos a W239 y R327 con un puente 

de hidrógeno mediado por agua, el cual sugiere que ambos residuos son 

críticos en el bolsillo de unión para Alo. Cabe destacar que durante la DM para 

RGli α3, estos puentes de hidrógeno mediados por agua solo representan el 

40% de la interacción total de estos aminoácidos con el esqueleto de Alo, 

teniendo un carácter no menos importante de interacciones hidrofóbicas, 

donde W243 forma parte de esta. De igual manera, estudios reportados para 

el dominio transmembrana del receptor GLIC con compuestos 

neuroesteroidales, estos residuos de W243, W239 y F306 son críticos en el 

bolsillo de unión con Alo (Cheng et al., 2018). De la misma manera, se 

observaron otros residuos aminoacídicos importante los cuales tienen un 

carácter hidrofóbico como F306, A302 y A303. Estas observaciones son 

coherentes con nuestros complejos obtenidos anteriormente, donde los 

principales aminoácidos se encuentran presentes.  

 

Por otra parte, al realizar la mutación de los residuos W239Q y A303T, se 

genera una interacción de puentes de hidrógeno, los cuales se mantienen 

durante la proyección de la DM. Dentro de estos residuos, estos sugieren un 
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aumento en el tiempo de interacción y movimiento a nivel del TMD, ya que 

dentro de los residuos postulados como crítico para la conformación 

desensibilizada del RGli, se mantiene a un radio de 1.4 Å, a diferencia de RGli 

α3 WT el cual se mantiene en 0,83 Å, lo que sugiere un movimiento 

mayoritariamente a nivel de la prolina 250 el cual podría sugerir un efecto en 

la desensibilización del receptor. Esta región ha sido reportada como crucial 

en la conformación desensibilizada del RGli (Yu et al., 2021), lo que reafirman 

nuestras predicciones, y sugieren que estos residuos afectan a nivel del TMD 

del receptor, lo que analizamos mediante registros de electrofisiología. 

 

Estudio de la modulación de RGli α3 WT, RGli α3 W239Q y RGli α3 W239Q 

A303T con alopregnanolona mediante técnicas electrofisiológicas en 

células HEK293.  

 

 Dentro de nuestros resultados, podemos ver que la función del RGli α3 

es levemente potenciada por Alo a concentraciones de 1-2 µM. El aumento 

del amperaje registrado puede deberse principalmente a la interacción de Alo, 

dentro del cual se encuentra nuestro modelo propuesto de interacción in silico. 

Sin embargo, no hubo mayor efecto a nivel de la desensibilización del 

receptor. Dentro de los registros electrofisiológicos reportados para Alo y 

RGABAA vemos un efecto diferente a nivel de las subunidades que conforman 

al receptor, siendo las α3 y α5 las más estudiadas, debido a su efecto en la 

desensibilización del receptor (Miller et al., 2017; Weir et al., 2004b). Sin 

embargo, dentro de la modulación del RGli α1, se postula que Alo, de manera 
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similar a nuestros resultados, también potencia la función del receptor 

(Maksay et al., 2001; Weir et al., 2004b). Por otra parte, similar con nuestros 

resultados, otros experimentos a nivel de neuronas hipocampales y de la 

médula espinal, en corrientes de desensibilización del receptor (Bukanova et 

al., 2020) lo que sugiere un efecto mayor a nivel del tiempo y probabilidad de 

apertura del receptor. Futuros experimentos podrían indicar las propiedades 

cinéticas en las que Alo afecta.  

Al generar las mutaciones para RGli α3 W239Q y RGli α3 W239Q A303T se 

evidencia un desplazamiento de la EC50 del receptor frente a glicina. En este 

contexto, esto puede surgir debido al cambio de estos residuos que se 

encuentran en una región crítica del receptor, la cual es el TMD. Estudios 

previos de mutación sitio-dirigída para RGli reportan, que la mutación de otros 

residuos que están próximos a la región inferior del TMD, generan un cambio 

significativo en su EC50 (Acuña et al., 2016; Moraga-Cid et al., 2020), lo que 

podría explicar su desplazamiento. Asimismo, los registros obtenidos para las 

mutantes RGli α3 W239Q y RGli α3 W239Q A303T, reportan un cambio 

funcional a nivel del paso del receptor desde su conformación abierta a la 

cerrada. Esto puede deberse a que la Alo estabiliza la conformación abierta 

del receptor, por lo que mantiene a RGli α3 en su estado abierto, lo que se 

refleja en el aumento del tiempo de la de-activación de la corriente registrada. 

En este contexto se han descrito residuos clave en el TM2 que participan en 

la conformación cerrada del receptor como 9´Leucina (posición 9 en TM2) y 

2´Prolina que es crucial en el estado desensibilizado del receptor.(Lape et al., 
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2012; Yu et al., 2021; Zhu, 2022). Así mismo, registros de electrofisiología en 

el RGABAA α1β3γ2 muestran que la mutación de L297A y F301 en la 

subunidad β3 redujo la potenciación de Alo (Miller et al., 2017), residuos que 

se encuentran presenten en el RGli α3, cerca de la 2´Prolina en el TM2. Por 

otra parte, también se reportó un bolsillo de unión para Alo en una región 

superior del TMD en el RGABAA α1β3, donde la mutación de V227 produjo 

una inhibición significativa para Alo en la amplitud de la corriente (Chen et al., 

2019). Esto sugiere que el ligando de Alo actúa en una región crítica del 

receptor, la cual participa en el proceso de desensibilización, donde las 

interacciones de W239 y A303 afectan a este punto de constricción para el 

paso de aniones de cloruro. 

Asimismo, para RGABAA α1β3, el isómero de Alo, correspondiente a 

Pregnanolona potencia en menor medida la actividad de este receptor 

(Tateiwa et al., 2023). Sin embargo para RGABAρ Pregnanolona disminuye la 

actividad de las corrientes registradas, actuando como un modulador 

alostérico negativo (Li et al., 2006). Esto indica la importancia de las distintas 

subunidades que componen a cada receptor, ya que dentro de las subunidad 

RGli α3 y RGABAρ se encuentran los mismos residuos como W239, W243 y 

A303, donde en ambos casos Pregnanolona disminuye las corrientes 

registradas (Jiang et al., 2006). Esto puede deberse a la diferencia en el 

posicionamiento del ligando por sobre su bolsillo de unión y la falta de residuos 

como Q239 y T303 para generar un posible efecto potenciador, sin embargo, 
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futuros experimentos de mutagénesis sitio-dirigida podrían caracterizar la 

diferencia de unión con Pregnanolona para RGli α3 y RGABAρ. 
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9. CONCLUSIÓN 

 

 

 

 Nuestros resultados mostraron que Alopregnanolona, ejerce un efecto 

en la función del RGli α3 a nivel del TMD. Dentro de nuestros hallazgos in 

silico, la diferencia de los residuos a nivel del TMD sugieren un cambio 

significativo en el perfil farmacológico frente a compuestos neuroesteroidales, 

donde las interacciones hidrofóbicas son mayoritarias. Finalmente, nuestros 

resultados electrofisiológicos, mostraron que, pesar de no tener un efecto 

significativo a nivel de la potenciación del receptor, nuestros registros de 

electrofisiología sugieren que los residuos W239 y A303 inciden en el paso de 

la conformación abierta del receptor a una cerrada. Futuros experimentos en 

sistemas que expresen a las diferentes subunidades del RGli contribuirán a 

definir si esta región es crítica en la unión de moduladores alostéricos que 

tengan un efecto a nivel de la de-activación de su función. 
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