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RESUMEN 

 

La quinasa dependiente de ciclina 5 (Cdk5) es una enzima que fosforila 

residuos de serina o treonina dirigidos por prolina. Cdk5 participa en 

diferentes etapas del desarrollo del sistema nervioso y está mayoritariamente 

activa en neuronas post-mitóticas, debido a la alta expresión de sus 

activadores p35 y p39. Estudios anteriores han reportado que Cdk5 puede 

modificar la actividad de canales iónicos y receptores neuronales mediante 

fosforilación. Sin embargo, la posibilidad de que Cdk5 module los receptores 

inhibitorios de glicina (RGlis) aún no ha sido explorada. Los RGlis 

pertenecen a la familia de canales iónicos activados por ligando y median la 

entrada del ion cloruro a la neurona, generando una hiperpolarización del 

potencial de membrana y un control efectivo de la excitabilidad neuronal. 

Estudios preliminares de nuestro grupo indican que en el dominio intracelular 

de las subunidades α1, α2 y β de RGli hay potenciales sitios consenso de 

fosforilación mediada por Cdk5. Estos análisis mostraron que la subunidad β 

posee un sitio de consenso canónico para fosforilación por Cdk5 (391TPVH), 

mientras que la subunidad α1 y α2 solo posee un motivo mínimo de 

serina/treonina guiada por prolina (408SP y 392TP respectivamente). A través 

de ensayos de inmunofluorescencia, se analizó el efecto de la activación o 

inhibición de Cdk5 sobre la expresión y localización subcelular de los RGli 

recombinantes (de configuración α1, α1β, α2β, α3β) así como RGli nativos 

en cultivos primarios de neuronas espinales. Nuestros análisis mostraron que 

la activación de Cdk5 no afecta la expresión de RGli recombinantes 

compuestos por la subunidad α1 y α3β. De manera contraria, se observó un 
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aumento significativo (del 33%) en la expresión los RGli heteroméricos (α1β 

o α2β) al activar Cdk5 mediante la sobreexpresión de p35 en células 

HEK293. Por otro lado, al analizar la inhibición de Cdk5 con roscovitina (30 

µM), este aumento de expresión se ve bloqueado. Los estudios en cultivos 

primarios espinales mostraron que, la activación de Cdk5 disminuye la 

expresión de RGli (50%). Sin embargo, al inhibir la actividad de esta quinasa, 

no se observaron variaciones en la expresión de este receptor. En resumen, 

nuestros resultados indican que la expresión y localización de los RGli 

heteroméricos (α1β o α2β) podrían ser regulados por Cdk5, probablemente 

mediante fosforilación de la subunidad β, lo que podría tener implicancias 

importantes en el control glicinérgico de la excitabilidad neuronal. 
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ABSTRACT 

 

Cyclin-dependent kinase 5 (Cdk5) phosphorylates proline-directed serine or 

threonine residues. Cdk5 participates in different stages of nervous system 

development and is mainly active in post-mitotic neurons, due to the high 

expression of its p35 and p39 activators. Previous studies have reported that 

Cdk5 can modify the activity of ion channels and neuronal receptors through 

phosphorylation. However, the possibility that Cdk5 modulates inhibitory 

glycine receptors (GlyRs) has not yet been explored. GlyRs belong to the 

family of ligand-gated ion channels and mediate chloride ion entry into the 

neuron, generating a hyperpolarization of the membrane potential and 

effective control of neuronal excitability. Preliminary studies from our group 

indicate that in the intracellular domain of the α1, α2, and β subunits of GlyR, 

there are potential consensus phosphorylation sites mediated by Cdk5. These 

analyses showed that the β subunit has a canonical consensus site for Cdk5 

phosphorylation (391TPVH), while the α1 and α2 subunits only have a 

minimal proline-directed serine/threonine motif (408SP and 392TP, 

respectively). Through immunofluorescence assays, the effect of Cdk5 

activation or inhibition on the expression and subcellular localization of 

recombinant GlyRs (α1, α1β, α2β, α3β) as well as native GlyRs in primary 

spinal neuron cultures was analyzed. Our analyses showed that Cdk5 

activation does not affect the expression of recombinant GlyRs composed of 

the α1 and α3β subunits. In contrast, a significant increase (of 33%) in the 

expression of heteromeric GlyRs (α1β or α2β) was observed when Cdk5 was 

activated by overexpressing p35 in HEK293 cells. On the other hand, when 
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Cdk5 was inhibited with roscovitina (30 µM), this increase in expression was 

blocked. Studies in primary spinal cultures showed that Cdk5 activation 

decreases GlyR expression (50%). However, inhibiting the activity of this 

kinase did not lead to any variations in receptor expression. In summary, our 

results suggest that the expression and subcellular localization of heteromeric 

GlyRs (α1β or α2β) may be regulated by Cdk5, possibly through 

phosphorylation of the β subunit, which could have significant implications 

for the glycinergic control of neuronal excitability. 
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INTRODUCCIÓN 

 

 

1. Aspectos generales de la proteína quinasa Cdk5 y su activador p35 

 

La proteína quinasa dependiente de cíclica 5 (Cdk5) pertenece a la 

familia de quinasas dependientes de ciclinas (Cdks), las cuales fosforilan 

residuos de serina o de treonina dirigidos por prolina en la secuencia 

consenso (S/T)PX(K/H/R) (Borquez et al., 2013). En este contexto, Cdk5 se 

asoció a esta familia de proteínas por su 60% de homología con Cdk1 

(Meyerson et al.,1992). La mayoría de las Cdks participan activamente en la 

regulación de las diferentes etapas del ciclo celular (Hellmich et al., 1992). 

De manera particular Cdk1 aumenta su actividad en la etapa S del ciclo 

celular por lo cual, en un comienzo se pensó que Cdk5 también participaba 

en esta etapa del ciclo celular (Enserink et al., 2010; Su & Tsai, 2011). Sin 

embargo, a diferencia de Cdk1, la actividad de Cdk5 no se ha asociado 

directamente a la regulación del ciclo celular (Lopes & Agostinho, 2011). 

Diversos estudios han determinado un rol fundamental de Cdk5 en el 

desarrollo y función del cerebro, regulando principalmente procesos de 

desarrollo, sobrevivencia, migración, neurotransmisión y plasticidad en 

neuronas post-mitóticas (Figura 1) (Shah & Lahiri, 2014).  

La relevancia fisiológica de Cdk5 ha sido demostrada principalmente 

en ratones deficientes para esta quinasa, los cuales mueren en estados 

perinatales por deficiencias en su desarrollo cerebral (Ohshima et al., 1996; 

Ko et al., 2001). Por otra parte, la hiper-activación de Cdk5 se ha asociado a 
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alteraciones en la sinapsis y a procesos de muerte neuronal en diferentes 

enfermedades neurodegenerativas, tales como la enfermedad de Alzheimer 

(AD), la enfermedad de Parkinson (PD) y la enfermedad de Hungtington 

(HD) (Allnut et al., 2020).  

Cdk5 se expresa ubicuamente en células de mamíferos (Pao & Tsai, 

2021), aunque está mayormente activa en neuronas tanto del sistema nervioso 

periférico como central (Pao & Tsai, 2021). A diferencia de otros miembros 

de la familia de las Cdks, esta proteína no es regulada por la actividad de una 

ciclina y tampoco requiere de fosforilación en su sitio de activación para 

promover su actividad quinasa (Tarricone et al., 2001). La actividad de Cdk5 

es regulada por la unión de sus activadores neuronales p35 o p39, y sus 

respectivas formas clivadas p25 o p29 (Shah & Rossie, 2017). La unión de 

estos activadores con Cdk5 es suficiente para la activación de la quinasa 

(Saito, 2003). 
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Figura 1. Procesos celulares regulados por Cdk5. Cdk5 está involucrada 

en diferentes procesos relacionados al desarrollo cerebral (1), tales como la 

migración (2,3) a través de la fosforilación de diferentes proteínas de unión a 

actina (ABP) (Shah & Rossie, 2017). También modula la estabilidad de los 

microtúbulos (4), donde a partir de la fosforilación de diferentes proteínas 

asociadas a microtúbulos (MAPs) controla la polimerización o disociación 

de los heterodímeros (α/β-tubulina) que forman los microtúbulos. Por otra 

parte, Cdk5 (5,6) inhibe la adhesión celular al fosforilar β-catenina evitando 

la formación de complejos con N-cadherina, disminuyendo la adhesión entre 

células. De modo interesante, Cdk5 (7,8) participa como un regulador de la 

sinapsis y de procesamiento nociceptivo a partir de la fosforilación de 
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diferentes canales iónicos, tales como TRPV1, NMDA, P2X2 y canales de 

calcio. (Imagen modificada de Su & Tsai, 2011) 

 

2. Proceso de activación de la señalización mediada por Cdk5 

 

Las proteínas activadoras p35 y p39 poseen una estructura terciaria 

similar a las ciclinas, lo que les permite activar a Cdk5 (Tarricone et al., 

2001). La formación del complejo Cdk5-p35, en situaciones fisiológicas, está 

autorregulada por la degradación de p35 (Kusakawa et al., 2000). Este evento 

ocurre como consecuencia de la fosforilación de p35 por Cdk5, lo que genera 

una señal de ubiquitinación y su posterior degradación mediada por el 

proteosoma (Patrick et al., 1998). A nivel celular, la expresión de p35 es 

menor a la de Cdk5, por lo que es ampliamente aceptado que los niveles de 

p35 son el determinante principal de la actividad de esta quinasa (Kusakawa 

et al., 2000). 

Un aumento en señales extracelulares y la consiguiente activación 

desregulada de diferentes vías de señalización y receptores de membrana, 

tales como receptores de neurotrofinas, de citoquinas y el neurotransmisor 

glutamato, promueven un aumento en la expresión de p35 y la activación de 

la enzima calpaína (Gomez et al., 2020). Principalmente esta cascada de 

señalización promoverá la actividad de la quinasa ERK1/2 induciendo la 

expresión y activación del factor de transcripción EGR1, el cual se une al 

promotor de p35 y por ende aumenta la expresión de p35 (Shah & Lahiri, 

2014). El proceso de activación de calpaína es gatillado por la entrada de 

calcio a la célula a través de canales iónicos (Kusakawa et al., 2000). 
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Calpaína es una proteasa dependiente de calcio que se encuentra como pro-

enzima en el citoplasma (Saito, 2003). En su forma activa, esta proteasa corta 

p35 o p39 produciendo los fragmentos p25 o p29 respectivamente, siendo 

estos fragmentos más estables que la proteína completa, llegando a tener una 

vida media 5 veces mayor (Kusakawa et al., 2000). Además, p25 no sufre 

ubiquitinación, por lo que tiene mayor resistencia a la proteólisis (Patrick et 

al., 1998). Por otra parte, p35 se encuentra anclada a la membrana por 

modificaciones post-traduccionales, sin embargo, al ser clivada, su dominio 

N-terminal queda libre en el citoplasma, provocando un cambio en la 

localización de Cdk5 activada (Saito. et al, 2003). Así, el complejo Cdk5-p35 

se encuentra principalmente anclado a la membrana, mientras que el 

complejo Cdk5-p25 se ha detectado mayormente en el citoplasma y/o 

cercano al núcleo (Chang et al., 2011). Así, p25 genera una activación 

sostenida de Cdk5 en el tiempo (Peterson et al., 2010) (Figura 2). 
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Figura 2. Vías intracelulares involucradas en la activación de Cdk5. 

Diferentes moléculas como neurotrofinas (NGF, BNDF, GDNF), citoquinas 

(TGF-β1, TNF-α, IL-6) y neurotransmisores (glutamato), activan vías de 

señalización (ERK1/2 y PI3K) que inducirán un aumento de p35, 

promoviendo la activación de Cdk5. Un aumento en el Ca2+ intracelular 

activará a calpaína, induciendo el clivaje proteolítico de p35 y formando p25, 

una proteína más estable que promoverá la activación sostenida de Cdk5. 

Este estado de hiperactivación de Cdk5 facilitara la fosforilación de sus 

diferentes sustratos, tales como canales iónicos o receptores. (Imagen 

modificada de Shah & Lahiri, 2014; Allnut et al., 2020; Gomez et al., 2020) 
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3. Hiperactivación/desregulación de Cdk5 

 

Como se menciona anteriormente, la actividad de Cdk5 está 

mayormente regulada por la expresión de p35 (Kusakawa et al., 2000). Un 

aumento en la expresión de esta proteína o su clivaje a p25 produce una 

hiperactividad de Cdk5 y su deslocalización de la membrana promoviendo 

una fosforilación desregulada de diferentes sustratos (Chang et al., 2011). 

Cdk5 puede modular, por ejemplo, la dinámica de los microtúbulos (MTs), 

participando activamente en su polimerización o despolimerización (Allnut 

et al., 2020). Esta dinámica está regulada por proteínas asociadas a 

microtúbulos (MAPs), las cuales interactúan con estas estructuras 

estabilizándolas o desestabilizándolas (Su & Tsai, 2011). Un ejemplo de esta 

modulación es fosforilación de la proteína tau por Cdk5 (Shah & Lahiri, 

2014). La proteína Tau es una MAPs encargada de la estabilización de MTs 

tanto en los axones como en las dendritas (Kapitein & Hoogenraad, 2015). 

Una fosforilación de Tau mediada por Cdk5 promoverá una menor unión 

entre Tau y MTs, produciendo la agregación de Tau y la formación de 

agregados de esta proteína hasta ovillos neurofibrilares. Estas estructuras 

promueven la muerte neuronal en regiones cerebrales, una característica 

principal en la enfermedad de Alzheimer (AD) (Allnut et al., 2020). 

Por otro lado, diversos estudios han asociado a Cdk5 con la 

enfermedad de Parkinson (PD) (Avraham et al., 2007; Zhang et al, 2016). 

Esta enfermedad se caracteriza por la muerte de neuronas dopaminérgicas en 

la sustancia nigra. Uno de los gatillantes de la muerte neuronal es una 

disfunción en la mitocondria y el aumento de especies reactivas del oxígeno 
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(ROS) (Hwang et al 2013). Producto de lo anterior se producirá una 

desregulación del calcio intracelular promoviendo la actividad de calpaínas 

(Smith et al., 2006). La actividad de esta proteasa promoverá el clivaje de 

p35 a p25 y por consiguiente una hiperactividad de Cdk5 (Dhavan & Tsai, 

2001). Una de las vías de acción de Cdk5 es la fosforilación de la peroxidasa 

peroxiredoxinas (Prx2), donde la fosforilación en treonina 89 reduce la 

actividad de Prx2, aumenta la producción de especies reactivas de oxígeno 

(ROS) y por consiguiente produce muerte neuronal (Qu et al., 2007). Por otro 

lado, la inhibición de la actividad de Cdk5 previene la muerte neuronal en 

modelos de PD de ratón (He et al., 2018) 

En el contexto de enfermedades neurodegenerativas, la enfermedad de 

Huntington (HD) también está caracterizada por la pérdida de un tipo de 

población neuronal, específicamente neuronas espinosas medianas del 

cuerpo estriado (MSNs) (McColgan & Tabrizi, 2018). En este contexto, un 

aumento en la actividad de calpaínas promueve la agregación de fragmentos 

tóxicos de la proteína huntingtina (HTT) (Liman et al., 2014). Por otro lado, 

la fosforilación de HTT en serina 434 por acción de Cdk5 produce una 

disminución en la agregación de los fragmentos de HTT (Allnut et al., 2020). 

En esta línea, la fosforilación de la Serina 1181 y 1201 de HTT por Cdk5 

también previene la toxicidad asociada a la agregación de esta proteína y la 

muerte neuronal (Pao & Tsai, 2021).  

 

En resumen, la actividad de Cdk5 se puede asociar con diferentes 

enfermedades neurodegenerativas actuando de diferente manera, como por 

ejemplo en las enfermedades de AD y PD, esta quinasa promueve la muerte 
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neuronal y por ende la progresión de la enfermedad, mientras en HD una 

fosforilación mediada por Cdk5 funciones protectoras (Allnut et al., 2020). 

En este contexto, Cdk5 también participa activamente en la regulación de 

otras enfermedades de alta incidencia en la población como el dolor crónico, 

donde su actividad esta mayormente ligada a la modulación tanto en función 

como expresión y localización de diferentes canales iónicos (Utreras et al., 

2009; Gomez et al., 2020). 

 

4. Canales iónicos modulados por Cdk5 

 

Uno de los principales grupos de sustratos de Cdk5 son receptores y 

canales iónicos implicados en la transmisión nerviosa (Pao & Tsai, 2021). 

Diferentes investigaciones han reportado que la fosforilación mediada por 

Cdk5 de residuos específicos regula la actividad de canales iónicos del 

sistema nervioso central y periférico (Kwok-on & Nancy, 2009; Liu et al., 

2015; Gomez et al., 2020; Cheng et al., 2022). Un ejemplo destacado es la 

fosforilación del receptor TRPV1 vía Cdk5 (Pareek et al, 2007). Los TRPV1 

son canales iónicos termosensibles altamente expresados en neuronas 

sensoriales (Wang, 2018). Temperaturas mayores a 42°C activan este canal, 

generando un influjo de Ca+2 al interior celular, produciendo una 

despolarización que permite activar las vías neuronales que procesan la 

información sensorial de temperatura nociceptiva (Caterina et al., 2001). 

Estudios bioquímicos realizados en neuronas sensoriales y en modelos 

recombinantes de TRPV1 han reportado que el residuo de treonina 407 

(T407) de este receptor es sustrato para la actividad de Cdk5 (Pareek et al., 
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2007). Otros estudios realizados por Liu y su grupo demostraron que Cdk5 

juega un papel crucial en el tráfico de este receptor a la membrana, donde la 

activación de esta quinasa aumenta la expresión de este receptor en la 

membrana, mas no su nivel de proteína total (Xing et al., 2012; Liu et al., 

2015). Por otro lado, análisis funcionales indican que la fosforilación 

mediada por Cdk5 de TRPV1 incrementa la función del canal (Rozas et al., 

2016). En contexto de dolor inflamatorio, se observó que la fosforilación de 

TRPV1 mediada por Cdk5 produjo una hipersensibilidad a estímulos 

térmicos nociceptivos en ratones (Pareek et al., 2007; Rozas et al., 2016).  

Los receptores de glutamato NMDA y AMPA también han sido 

identificados como sustratos de Cdk5 (Li et al., 2001). Estos receptores están 

formando tetrámeros de las subunidades GluN1 con GluN2(A-D) o 

GluN3(A-B), para el caso de los receptores NMDA, y GluA1-4 para el caso 

de los receptores AMPA (Kwok-on & Nancy, 2009; Gomez et al., 2020; 

Cheng et al., 2022). El glutamato es el mayor neurotransmisor excitatorio del 

SNC promoviendo el influjo de Ca2+ y Na+, resultando en la despolarización 

de la membrana generando potenciales excitatorios (Bourinet et al., 2014). 

Estos receptores están ampliamente expresados en el sistema nervioso central 

y participan tanto de la comunicación sináptica basal como de procesos de 

plasticidad sináptica (Xia et al., 2001). La subunidad GluN2A del receptor 

NMDA es fosforilada en el residuo de serina 1232 (S1232) produciendo un 

aumento de función de receptores NMDA recombinantes en células 

HEK293, aumento que no es posible observar al mutar S1232 por alanina 

(Wang et al., 2003). Al estudiar la fosforilación en receptores NMDA 

recombinantes en células HEK293 se observa un aumento de función del 
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canal en comparación al receptor mutado en S1232A. En el caso de los 

receptores AMPA, se ha reportado que Cdk5 modula la expresión de estos 

receptores en membrana de manera indirecta (Cheng et al., 2022). CRMP2 

es una proteína asociada mayormente al crecimiento de neuritas, sin 

embargo, participa activamente en el tráfico de canales iónicos (Brittain et 

al., 2009). Esta proteína posee, en su N-terminal, distintos sitios de 

fosforilación, siendo el residuo serina 522 (S522) fosforilado por Cdk5 

(Moutal et al., 2019). CRMP2 promueve un aumento en la expresión 

citoplasmática de la subunidad GluA1 de los receptores AMPA, sin embargo, 

la fosforilación por Cdk5 reduce la expresión en membrana de estos 

receptores (Cheng et al., 2022). 

Al igual que los receptores AMPA, los canales Cav2.2 también 

modifican su función indirectamente a través de la fosforilación de la proteína 

CRMP2 por Cdk5 (Brittain et al., 2011). La expresión de este canal está 

presente en neuronas tanto del SNP como del SNC, de manera predominante 

en terminales sinápticos y espinas dendríticas (Westenbroek et al., 1992). 

Estos canales están compuestos por 4 o 5 subunidades distintas, donde la 

subunidad α es la encargada de dar las características funcionales del canal y 

subunidades auxiliares que darán diferentes propiedades en expresión y 

biofísicas (Dolphin, 2016). La fosforilación mediada por Cdk5 de la proteína 

CRMP2 produce un aumento en su afinidad por el canal de calcio Cav2.2, 

promoviendo el tráfico de este a la membrana, aumentando su expresión y 

por consiguiente un mayor influjo de Ca+2 y una mayor excitabilidad 

neuronal (Joel et al., 2012; Moutal et al., 2016). De manera contraria, la 

fosforilación de la subunidad α del canal Cav2.1 disminuye su actividad al 
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inhibir su interacción con el complejo SNARE, evitando así la liberación de 

neurotransmisores (Tomizawa et al., 2002). 

Cdk5 también es capaz de fosforilar los receptores purinérgicos 

P2X2R (Coddou et al., 2017). Este es un receptor abundantemente expresado 

en SNC y SNP (Illes et al., 2021). P2X2 es activado por ATP extracelular y 

su apertura permite el influjo de cationes a la célula (Illes et al., 2021). 

Estudios in vitro indican que la activación de Cdk5 produce un aumento en 

los niveles de P2XR fosforilado sin cambiar los niveles de expresión del 

receptor (Nair et al., 2010). Estudios funcionales de la actividad de P2X2 

demostraron que al activar Cdk5 hubo una disminución en la 

desensibilización del canal, sugiriendo una modulación de su actividad 

mediada por Cdk5 (Coddou et al., 2017). 

 

Los antecedentes presentados aquí muestran que Cdk5 posee una 

función fisiológica en la maduración y desarrollo de sistema nervioso. A su 

vez, la inhibición de la actividad de Cdk5 produce, la muerte de ratones a 

partir de malformaciones cerebrales. Por otro lado, Cdk5 puede actuar de 

manera patológica en diferentes enfermedades neurológicas como AD, PD y 

HD. Cdk5 también está implicada en las vías de señalización del dolor, 

regulando la transmisión sináptica lo que provoca despolarización de la 

membrana plasmática con el subsecuente aumento de la actividad neuronal, 

lo que gatilla la señalización de dolor. En este aspecto, los efectos de Cdk5 

se han estudiado mayormente sobre canales iónicos excitatorios. Sin 

embargo, a la fecha se desconoce si la actividad de Cdk5 modula canales 
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iónicos inhibitorios, tales como los receptores de glicina o los receptores de 

GABA del tipo A.  

 

5. Aspectos generales de los receptores de glicina (RGli) 

 

La glicina, junto con el GABA, son los neurotransmisores liberados en 

las sinapsis inhibitorias a lo largo del sistema nervioso. Al unirse a sus 

respectivos receptores ionotrópicos permiten el paso del ion cloruro al 

interior de la neurona, generando una hiperpolarización del potencial de 

membrana y un control efectivo de la excitabilidad neuronal (Aprison, 1990; 

Dutertre et al.,2012; Zeilhofer et al., 2018; Kasaragod & Schindelin, 2018). 

Los RGli, junto con los receptores de GABAA, receptores 5-HT3 y nAChR 

forman parte de la familia de canales iónicos activados por ligando 

pentaméricos (pLGICs) (daCosta & Baenziger, 2013). Los miembros de esta 

familia tienen estructuras altamente conservadas, y son distinguibles 

principalmente por la presencia de dos puentes disulfuro formado por cuatro 

residuos de cisteína en su N-terminal (Jaiteh et al., 2016). Los RGli están 

formados por cinco subunidades organizadas alrededor de un poro permeable 

a aniones (Breitinger & Becker, 2002). Cuando glicina se une al receptor se 

produce una apertura de este poro, permitiendo el paso de cloruro, 

hiperpolarizando el potencial de membrana (Lynch, 2004). 

La estructura de cada subunidad del RGli consta de 3 dominios 

principales: el dominio extracelular (DEC), los dominios de transmembrana 

(DTM, del 1 al 4) y el intracelular (DIC) entre los DTM 3 y 4 (Figura 3) 

(Burgos et al., 2016). En el DEC es donde se encuentran los elementos 
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necesarios para la unión del ligando, mientras que los DTM son 

fundamentales para formar la estructura del poro que permite el paso 

selectivo de aniones (Nemecz et al., 2016). Por otra parte, el DIC tiene 

influencia en la conductancia del canal y en la asociación del receptor a 

estructuras del citoesqueleto (Choii & Ko, 2015; Breitinger et al., 2018; 

Moraga-Cid et al., 2020). Además, el DIC representa el principal sitio de 

modificaciones postraduccionales, como por ejemplo la fosforilación (Ivica 

et al., 2021).                                              

 

Figura 3. Estructura y 

conformación del RGli. En (A) se 

muestra una representación de los 

diferentes dominios de una subunidad 

del RGli. DEC en gris, DTMs en 

amarillo. Se destaca el DTM 2 en 

morado, el cual forma el poro del 

canal. El DIC se muestran en gris (IL). 

En (B) se muestra la configuración 

pentamérica del RGli y como los 

diferentes dominios están distribuidos. En la figura inferior se puede apreciar 

la formación del poro aniónico mediante la asociación de los dominios DTM2 

(Modificado de Burgos et al., 2016). 

 

Se han identificado cinco subunidades del RGli en vertebrados, cuatro 

subunidades α (1-4) y una β (Burgos et al., 2016). Sin embargo, en el genoma 
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humano sólo se expresan los genes para las subunidades α (1-3) y β (GLRA1, 

GLRA2, GLRA3, GLRB) (Zeilhofer et al., 2018; Davies et al., 2010). También 

se han identificado variantes de splicing alternativo de las subunidades α: α1 

(α1 - α1ins), α2 (α2A - α2B) y α3 (α3K - α3L) (Webb & Lynch, 2007; Zhang 

et al., 2019). 

Los RGli pueden estar compuestos de 5 subunidades α 

(homopentámeros) o de 4 subunidades α y 1 β (heteropentámeros) (Lynch, 

2004). La subunidad α es crítica para el funcionamiento del canal, debido a 

que el sitio de unión a ligando se encuentra en el DEC, en la interfase de dos 

subunidades α (Lynch, 2009). A la subunidad β se le asocia tradicionalmente 

un rol estructural, ya que interacciona con la proteína de anclaje postsináptica 

gefirina (Breitinger & Becker, 2002).  Gefirina actúa como puente entre RGli 

y filamentos de actina del citoesqueleto, produciendo la formación 

agrupaciones de estos receptores en la región postsináptica (Kirsch et al., 

1995). Así, gefirina también es utilizado como un indicador positivo que 

sugiere la presencia de RGli sinápticos (Choii & Ko, 2015). 

La expresión de las diferentes subunidades α de los RGli varía en las 

diferentes etapas del desarrollo del SNC (Salceda, 2022). Los niveles de 

expresión de la subunidad α2 son altos en estado prenatal y disminuyen 

postnatalmente, de manera contraria las subunidades α1 y α3, las cuales 

aumentan su expresión postnatalmente (Watanabe & Akagi, 1995).  De 

manera similar, la expresión de la subunidad β es mayor en etapas tardías del 

desarrollo embrionario y en estados postnatales (Weltzien et al., 2012). En 

adultos, las subunidades α1 están altamente expresadas en la médula espinal, 

tronco encefálico, mesencéfalo, y zonas específicas del cerebro, mientras que 
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la subunidad α3 se encuentra mayormente en las láminas 1 y 2 de la asta 

dorsal en la médula espinal (Harvey et al., 2004; Webb & Lynch, 2007). Por 

otra parte, la subunidad β está expresada ampliamente en el sistema nervioso 

(Imboden et al., 2001).  

La estequiometría de los RGli heteropentaméricos no estaba 

completamente definida, dado que existían evidencias de la formación de 

complejos de estequiometría 3α2β y/o 2α3β (Durisic et al., 2012). Sin 

embargo, estudios cristalográficos recientes han demostrado que sólo RGli 

heteroméricos con una estequiometria 4α1β presentan conductancia similar a 

la de RGli nativos, mientras que RGli con un mayor número de subunidades 

β no genera canales funcionales (Yu et al., 2021; Zhu & Gouaux, 2021). Dado 

que solo los RGli conformados por la subunidad β pueden unirse a la proteína 

de andamiaje gefirina (Specht et al., 2013), los RGli heteropentaméricos de 

estequiometria 4α1β son los RGli mayormente expresados en las sinapsis del 

sistema nervioso de mamíferos (Maric et al., 2017).  

Se han identificado sinapsis inhibitorias mediadas por los RGli en el 

SNC, principalmente en la médula espinal, tronco encefálico, así como 

también en la retina (Werman et al., 1967; Chery et al., 1999; Mitchell et al., 

2007; Wässle et al., 2009, Dutertre et al.,2012, Gamlin et al., 2018). La 

importancia fisiológica de la subunidad α1 en el control global de la 

excitabilidad neuronal ha sido demostrada con la generación de ratones 

deficientes para α1 RGli, los cuales no sobreviven las dos semanas 

postnatales (Kling et al., 1997). Además, mutaciones en α1 RGli causan un 

desorden neurológico denominado hiperekplexia o enfermedad del 
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sobresalto, el cual se caracteriza por fallas en el control motor debido a 

estímulos sorpresivos (Langlhofer & Villmann., 2016).  

La subunidad α2 de RGli se asocia principalmente con la 

sinaptogénesis y la migración de interneuronas por su mayor expresión en 

esta etapa del desarrollo (Chen et al., 2022). Por ejemplo, estudios en murinos 

mostraron la importancia de esta subunidad en la formación correcta de 

fotoreceptores en la retina (Haverkamp et al., 2004). Además, en ratones 

deficientes de esta subunidad se observó microcefalia en ratones recién 

nacidos y un aumento en las ramificaciones de las dendritas, promoviendo un 

incremento en la excitabilidad neuronal y haciéndolos más susceptibles a 

tener ataques de epilepsia (Zhang et al., 2015a). También en estos ratones se 

observaron problemas de memoria y motores, además de problemas en la 

potenciación a largo plazo (LTP) (Morelli et al., 2017). Por otra parte, meta-

análisis y estudios funcionales han identificado mutaciones en la subunidad 

α2 que se han asociado al trastorno del espectro autista (ASD) (Pilorge et al., 

2016). 

La subunidad α3 se ha asociado mayormente al procesamiento 

sensorial en las láminas superficiales de la médula espinal (Lynch et al., 

2017). En ratones deficientes de la subunidad α3 se demostró su importante 

función en el procesamiento nociceptivo (Harvey et al., 2004). Estudios de 

comportamiento con modelos de dolor crónico de origen inflamatorio 

demostraron que ratones deficientes en α3 presentan una recuperación 

acelerada a la hipersensibilidad a estímulos térmicos y mecánicos 

comparados con ratones de tipo silvestre, mostrando de ese modo que la 

señalización glicinérgica mediada por α3 RGli tiene un papel importante en 
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fenómenos de dolor crónico de origen inflamatorio (Harvey et al., 2004). Esta 

subunidad también se encuentra expresada en el hipocampo de forma 

extrasináptica (Aroeira et al., 2011). La expresión de la variante 

GlyRα3LP185L gatilla comportamientos similares a la ansiedad a partir de un 

aumento de la función de este canal, promoviendo una desregulación en la 

excitabilidad derivando en síntomas psiquiátricos (Winkelmann et al., 2014). 

Los RGlis sinápticos se encuentran agrupados a partir de la interacción 

con la subunidad β y con la proteína gefirina (Kirsch et al., 1995). La 

subunidad β esta expresada en todo el SNC modulando las sinapsis 

inhibitorias a partir de la formación de agrupaciones de receptores 

(“clusters”) (Lynch, 2009). Una disrupción en esta interacción promoverá la 

difusión de RGlis en la membrana y disminuirá la presencia de RGlis 

sinápticos (Specht et al., 2011). Al igual que la subunidad α1, para la 

subunidad β también se ha reportado la presencia de mutaciones en pacientes 

con hiperekplexia (James et al., 2013). En este aspecto mutaciones como 

R450X, Y470C, P169L en la subunidad β disminuyen la expresión en 

membrana de estos receptores, sin embargo, la expresión total de la 

subunidad no se ve afectada (Chung et al., 2012). 

 

6. Fosforilación de receptores de glicina por proteínas quinasas 

 

 Uno de los principales mecanismos de regulación de la función y 

localización de los canales iónicos es la fosforilación (Kumar et al., 2010). 

Aunque las subunidades α del RGli poseen una alta identidad (80%) entre 

ellas, la mayor diferencia se encuentra en el dominio intracelular, lugar donde 
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ocurren modificaciones postraduccionales (Langlhofer & Villmann., 2016). 

En este contexto, diversos estudios han mostrado que la fosforilación del 

dominio intracelular del RGli altera su función, y expresión y distribución en 

la membrana (Moss & Smart, 1996; Meyer et al., 1995; Specht et al., 2011; 

Talwar & Lynch, 2014; Moraga-Cid et al., 2020; Breitinger & Breitinger, 

2020, San Martin et al., 2022). La activación de proteína quinasa C (PKC), 

proteína quinasa dependiente de cAMP (PKA), proteína tirosina quinasa 

(PTK), proteína calcio calmodulina quinasa II (CaMKII), así como también 

la proteína quinasa regulada por señales extracelulares (ERK1/2), se han 

reportado como moduladoras del RGli en diversos modelos experimentales 

(Wang et al, 1995; Caraiscos et al., 2002; Breitinger et al., 2018; Zhang et 

al., 2019).  

PKC fosforila la subunidad α1 en serina 389 (Lynch, 2004) y a la 

subunidad β en serina 403 (Specht et al., 2011). Estudios previos han 

mostrado que la activación de PKC produce cambios en la sensibilidad a 

glicina de α1 y α1β RGli (Breitinger et al., 2018). Estudios funcionales 

reportaron que la acción de PKC produce un aumento en el EC50 del RGli 

expresados en células HEK293, reduciendo la amplitud de las corrientes 

evocadas por glicina (Breitinger et al., 2018). Además, la fosforilación en el 

aminoácido S403 de la subunidad β incrementó la difusión del receptor en la 

membrana, disminuyendo la presencia de RGli en la post-sinapsis (Specht et 

al., 2011).  

A diferencia de PKC, la subunidad α1 no tiene un sitio consenso de 

fosforilación para PKA. Por el contrario, α3 posee un sitio consenso de 

fosforilación para PKA en la serina 346 (Harvey et al, 2004). Estudios 
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iniciales determinaron que la fosforilación RGli por PKA potencia la 

corriente activada por glicina (Vaello et al., 1994), mientras que 

investigaciones posteriores demostraron que la fosforilación en α3-RGli por 

PKA disminuye la corriente activada por glicina debido a una reducción de 

la conductancia del canal iónico (Harvey et al., 2004; Moraga-Cid et al., 

2020). Sin embargo, una subunidad α1 generada a partir de splicing 

alternativo, que contiene una inserción de 8 aminoácidos en su región 

intracelular (α1ins), posee un sitio de fosforilación que posiblemente estaría 

siendo fosforilada por PKA (Malosio et al., 1991).  

Investigaciones recientes demostraron además la existencia de un sitio 

consenso de fosforilación para ERK en la subunidad α1ins de RGli (Zhang 

et al., 2019). Estudios previos en cultivos celulares y neuronales mostraron 

que la fosforilación de esta subunidad por ERK provocó una disminución de 

la amplitud de las corrientes evocadas por glicina (Zhang et al., 2019). 

Finalmente, otros reportes han demostrado que la PKT y que la CaMKII son 

capaces de modular a RGli (Wang & Randic, 1996; Carraicos et al, 2002). 

En el caso de PTK, se identificó un sitio consenso (Y413) dentro del dominio 

intracelular de la subunidad β, cuya fosforilación aumentó la función y la 

desensibilización de RGli (Carraicos et al, 2002). De modo similar, estudios 

en cultivos primarios de neuronas espinales mostraron que la actividad de 

CaMKII incrementó la corriente de cloruro mediada por glicina (Wang & 

Randic, 1996).  

En conjunto, estos reportes confirman que el DIC del RGli es un 

sustrato importante para varias proteínas quinasas. Sin embargo, a la fecha se 

desconoce si los RGli pueden ser modulados por fosforilación vía Cdk5. 



36 

 

Como un primer paso para resolver esta pregunta, nuestro grupo de 

investigación, en colaboración con el grupo de investigación del Dr. Elías 

Utreras (U. Chile), identificó sitios putativos consenso de fosforilación por 

Cdk5 en diferentes subunidades del RGli (Figura 4). De modo interesante, 

utilizando el servidor Phosphosite Plus (www.phosphosite.org), encontramos 

que el sitio de fosforilación putativo canónico en la subunidad β de RGli 

(TPVH) ha sido detectado en su conformación fosforilada en estudios de 

caracterización masiva de proteínas a través de técnicas de High-Throughput 

Sequencing (HTS) (Wiśniewski et al., 2010; Lundby et al., 2012). A su vez, 

encontramos sitios de consenso mínimos (SP o TP) en la subunidad α1ins y 

en la subunidad α2 (Figura 4). De modo interesante, un reporte reciente ha 

mostrado que la secuencia SP de α1ins es fosforilada por la quinasa ERK 

(Zhang et al., 2019). 

 

 

Figura 4. Sitios de fosforilación putativos para Cdk5 en el dominio 

intracelular del RGli. Análisis de las estructuras de las diferentes 

subunidades muestras posibles sitios de fosforilación para Cdk5, marcados 

en rojo. En azul se muestran sitios de fosforilación previamente estudiados. 

a1
RQHKELLRFRRKRRHHKDDEGGEGRFNFSAYGMGPACLQAKDGISVKGANNNNTTNPAPAPSKSPEEMRKLFIQRAKKIDKISR

a2
RQHKEFLRLRRRQKRQNKEEDVTRESRFNFSGYGMGHCLQVKDGTAVKATPANPLPQPPKDADAIKKKFVDRAKRIDTISR

a3
RFRRKRKNKTEAFALEKFYRFSDTDDEVRESRFSFTAYGMGPCLQAKDGVVPKGPNHAVQVMPKSADEMRKVFIDRAKKIDTISR

b
RVEAEKARIAKAEQADGKGGNAAKKNTVNGTGTPVHISTLQVGETRCKKVCTSKSDLRSNDFSIVGSLPRDFELSNYDCYGKPIE

VNNGLGKPQAKNKKPPPAKPVIPTAAKRIDLYAR

Cdk5

Cdk5

Cdk5

PKA

PKC

PTK
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La existencia de sitios putativos de Cdk5 en diferentes subunidades de 

RGli permite sugerir que la expresión, la distribución y la función de estos 

canales iónicos pudiera ser controlada por Cdk5. En base a los estudios 

publicados (Breitinger et al., 2018; Zhang et al., 2019; Moraga-Cid et al., 

2020) la fosforilación de RGli por Cdk5 podría gatillar cambios 

conformacionales que podrían modular su localización en la sinapsis o en la 

membrana plasmática, así como también sus características funcionales. Este 

trabajo de tesis pretendió evaluar la potencial modulación de la localización 

y expresión de las subunidades α1 y β del RGli en condiciones de activación 

o inhibición de Cdk5.  
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HIPÓTESIS 

 

Estudios previos han determinado que la activación de Cdk5 modula 

varios canales iónicos presentes en el sistema nervioso de mamíferos. A la 

fecha, se desconoce si los RGli son modulados por Cdk5. Nuestros análisis 

de secuencia primaria muestran que las subunidades α1, α2 y β presentan 

secuencias consenso que potencialmente pudieran ser fosforilados por Cdk5. 

En base a estos antecedentes, se propone la siguiente hipótesis de trabajo:  

 

La expresión y distribución de los receptores de glicina son regulados por la 

proteína quinasa dependiente de ciclina 5 (Cdk5). 

 

 

OBJETIVO GENERAL 

 

Determinar si la expresión y distribución subcelular de los receptores de 

glicina es alterada por la activación o la inhibición de Cdk5. 

 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

 

1. Determinar los efectos de la activación de Cdk5 sobre la expresión y 

distribución de los receptores de glicina α1 homoméricos 

recombinantes expresados en células HEK293 mediante 

inmunocitoquímica. 
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2. Determinar los efectos de la activación o inhibición de Cdk5 sobre la 

expresión y distribución subcelular de los receptores de glicina α1β 

recombinantes expresados en células HEK293 mediante 

inmunocitoquímica. 

 

3. Determinar los efectos de la activación de Cdk5 sobre la expresión y 

distribución subcelular de los receptores de glicina α2β y α3β 

recombinantes expresados en células HEK293 mediante 

inmunocitoquímica. 

 

 

4. Determinar los efectos de la activación o inhibición de Cdk5 en la 

distribución de los receptores de glicina neuronales mediante 

inmunocitoquímica. 

 

En líneas generales, este trabajo estudió la expresión de los RGli homo y 

heteropentaméricos mediante la transfección transitoria en células HEK293 

en condiciones de activación e inhibición de Cdk5. Además, evaluamos la 

expresión de los RGli nativos en cultivos primarios de neuronas espinales 

utilizando técnicas de inmunocitoquímica. La activación de Cdk5 fue 

inducida a partir de la expresión de p35, mientras que la inhibición fue 

estudiada mediante el uso del inhibidor roscovitina.  
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METODOLOGÍA 

 

1. Amplificación de plásmidos 

 

1.1 Transformación de bacterias 

 

Los plásmidos requeridos para los experimentos se transformaron 

bacterias E. coli XL Blue quimiocompetentes. La transformación se trabajó 

bajo mechero. Primero, se mezclaron 0.2 µL de plásmido con 50 µL de E. 

coli XL Blue quimiocompetentes en un tubo eppendorf y se dejaron 

incubando 15 min. Pasado el tiempo, el volumen completo se agregó a una 

placa de medio agar/LB, la cual tenía el antibiótico correspondiente a la 

resistencia para cada plásmido, para sembrar así las bacterias. Las placas se 

incubaron toda la noche a 37°C, para luego a la mañana siguiente ser selladas 

con Parafilm y guardadas en un refrigerador a 4°C hasta su uso. 

 

1.2 Amplificación de Bacterias 

 

Luego de la obtención de colonias de E. coli XL Blue quimio-

competentes aisladas, se seleccionó una de estas utilizando un asa plástica, 

para ser traspasada a un tubo estéril con 15 ml medio de cultivo LB con el 

antibiótico respectivo. Posteriormente, la colonia se incubó a 37°C en 

agitación (150-170 rpm) durante toda la noche. 
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1.3 Purificación de plásmidos 

 

Al día siguiente, después de obtener una turbidez en el medio, se 

procedió a extraer y purificar el ADN a partir del cultivo bacteriano mediante 

la utilización del kit E.Z.N.A® Plasmid Mini Kit II (Omega BIO-TEK, USA) 

para finalmente cuantificar la concentración y pureza de los plásmidos 

obtenidos utilizando NanoQuant Infinite M200PRO (TECAN, USA) en su 

configuración de ADN doble hebra. 

 

2. Expresión de las subunidades α1, β del RGli y de p35 en células 

HEK293  

 

2.1 Cultivo celular 

 

Las células HEK293 (CRL-1573; American Type Culture Collection, 

Manassas, VA, USA) fueron cultivadas utilizando métodos estándar (Lara et 

al., 2019). El método de transfección utilizado se presenta en la sección 2.3. 

Los experimentos se hicieron 24 h luego de la transfección. 

 

2.2 Plásmidos 

 

Los plásmidos utilizados en esta investigación se presentan en la 

siguiente tabla: 

Gen Vector 

RGli α1-WT (“Wild-type”) pCI 
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RGli α1-V5-His-TOPO pcDNA3.1 

RGli α2-WT (“Wild-type”) pCI 

RGli α3-WT (“Wild-type”) pCI 

RGli β-V5-His-TOPO pcDNA3.1 

p35/EGFP pAAV-EF1-FLG-HA-CMV-EGFP 

EGFP pGreenLantern 

 

Tabla 1. Plásmidos utilizados en la realización de la tesis. 
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Figura 5. Representación de principales plásmidos utilizados. 

(A) Representación del plásmido utilizado para la expresión de p35/EGFP y 

sus respectivos promotores (EF1 para p35 y CMV para EGFP). (B) 

Representación del plásmido utilizado para la expresión de las subunidades 

α1-His o β-His. (C) Esquema de una subunidad de RGli donde se muestran 

los dominios transmembrana y el respectivo epítope de Hexa-Histidina 

utilizado para el marcaje de cada subunidad. 

B 

A 

C 
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2.3 Transfección 

 

Las células fueron transfectadas utilizando Lipofectamine 2000 

(Invitrogen, USA). Los estudios de inmunofluorescencia se realizaron en 

placas de 24 pocillos. Para los ensayos con receptores homoméricos se 

transfectaron 400 ng de plásmido que codifica para RGli α1, los cuales fueron 

agregados a un tubo eppendorf con 100 µL de Opti-MEM® I (1x) 

(Invitrogen, USA), mientras en otro tubo eppendorf fueron agregados 0.8 µL 

de lipofectamina 2000 con 100 µL de Opti-MEM®. Se adicionó la solución 

con el ADN sobre la solución que contiene la lipofectamina y se incubo 10 

min la mezcla a temperatura ambiente. A cada pocillo se le retiraron 100 µl 

previo a agregar los 200 µl de la mezcla resultante, la cual se agregó gota a 

gota, de forma directa, sobre el medio de cultivo con las células. En los 

experimentos de inmunofluorescencia con receptores heteroméricos α1β-

RGli, α2β-RGli y α3β-RGli el protocolo fue el mismo, sin embargo, los 

plásmidos que codifican para las subunidades α y β fueron transfectados en 

una proporción 1:5 respectivamente para favorecer la formación de 

receptores heteropentaméricos (Muñoz et al., 2021).  

Tanto para la transfección de α1, α1β, α2β o α3β, se utilizó GFP como 

marcador positivo de transfección y como condición control. Para estudiar 

los efectos de la activación de Cdk5, células HEK293 fueron transfectadas 

con los RGli de interés y con el vector p35/GFP 

Para los experimentos de purificación de proteínas se utilizaron placas 

de 10 cm respectivamente. La cantidad de plásmido a transfectar en estas 

placas se determinó estableciendo una relación en base a los diámetros de los 
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pocillos/placas, de manera que en todas las placas tuvieran una cantidad de 

proporcional de células transfectadas. 

 

 Configuración Subunidad 

α (1, 2, 3) 

Subunidad 

β 

GFP o 

GFP/p35 

Placa 24 

pocillos 

α1 400 ng - 400 ng 

α1β 300 ng 1200 ng 400 ng 

α2β 400 ng 1600 ng 600 ng 

α3β 400 ng 1600 ng 600 ng 

Placa 10 cm α1β 1000 ng 4000 ng 1000 ng 

 

Tabla 2. Cantidades de plásmido utilizadas en la transfección de células 

HEK293. 

 

2.4 Ensayos con Roscovitina 

 

Para evaluar los efectos del bloqueo de la actividad quinasa de Cdk5 

en las células HEK293 transfectadas, se utilizó el inhibidor comercial 

roscovitina (AK Scientific, California). Luego de 12 h de transfección, las 

células fueron incubadas con roscovitina (30 µM) por 12 h (Coddou et al., 

2017). Para ello se descartó el medio de cultivo y se agregó medio nuevo con 

roscovitina a la concentración de trabajo. Los ensayos se realizaron 12 h 

posteriores a este tratamiento. 
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Figura 6. Condiciones de transfección utilizadas para la realización de 

experimentos. De manera inicial se trabajó con la subunidad α1-RGli la cual 

se marca mediante un epítope de His. Luego se trabajó con las diferentes 

subunidades α (1-3) “WT” de RGli y la subunidad β era la marcada con un 

epítope de His. S/T = sin transfectar, S/1°= sin anticuerpo primario. 
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3. Tratamientos en cultivos primarios de neuronas espinales 

 

3.1 Cultivos primarios de neuronas espinales 

 

Se utilizaron ratones wild-type C57BL/J6 o transgénicos 

VGAT::CHR2-EYFP (Zhao et al., 2011). Los ratones fueron mantenidos en 

cajas en grupos de 2 a 4, en un ciclo de 12 h de luz/oscuridad, con agua y 

comida ad libitum. Para la realización de los cultivos primarios de medula 

espinal se utilizaron embriones de ratón de 13.5 de gestación (E13.5).  

Los cultivos de médula espinal fueron preparados siguiendo protocolos 

anteriormente descritos (Lara et al., 2016; Yévenes et al., 2003). Se realizó 

la eutanasia de una hembra preñada mediante la inhalación de CO2 y posterior 

dislocación cervical. Luego se realizó inmediatamente la remoción de los 

embriones (E13.5), los cuales fueron decapitados para proceder a la disección 

de la médula espinal. El tejido de la médula espinal fue triturado mecánica y 

enzimáticamente (tripsina 0.25%; Merck) para luego ser sembrado a una 

confluencia de 320.000 células/vidrio, en vidrios de 18 mm de diámetro 

(Placa de 12 pocillos), o con una confluencia de 160.000 células /vidrio, en 

vidrios de 12 mm de diámetro (placa de 24 pocillos) tratados previamente 

con poly-lysine (Sigma #P4707). Las células sembradas se mantuvieron en 

medio platting, el cual contiene MEM/EBBS (Hyclone®, #SH30244.02) 

suplementado con 10% suero de caballo (Gibco #26050-088), 1% glutamina 

(Gibco #25030-081) y 1% DNAse I (Roche, #11284932001) a 37°C en una 

atmosfera saturada de H2O y 5% CO2. Luego de 24 h de la siembra, se 

reemplazó el medio platting por el doble de volumen de medio feeding 
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(MEM/EBBS suplementado con 4% suero fetal bovino (Gibco #16000-044), 

4% suero de caballo (Gibco #26050-088) y 0.4% de una mezcla de nutrientes 

y factores de crecimiento. Los cultivos fueron incubados a 37°C en una 

atmosfera saturada de H2O y 5% CO2 hasta su utilización a los 14 – 21 días 

de maduración. 

Los protocolos que se utilizon en esta investigación para el cuidado 

animal y la experimentación se rigen por los establecidos por el NIH 

(National Institutes of Health, Maryland, EEUU), además se cumplió con los 

protocolos éticos establecidos, y fueron supervisados, por el Comité de 

Bioética y Bioseguridad de la Universidad de Concepción. 

 

3.2 Experimentos de sobreactivación/inhibición de Cdk5 en cultivos 

primarios espinales 

 

Luego de 14-15 días de maduración, los cultivos primarios espinales 

fueron infectados para sobreexpresar el activador p35 o tratados con 

roscovitina para inhibir la señalización de Cdk5. Para evaluar la 

sobreactivación de Cdk5, cultivos de médula espinal fueron infectados por 3 

días con virus adeno-asociados (AVV). Se utilizaron dos AVV, uno 

promoverá la expresión de p35 y otro se utilizará como condición control el 

cual expresará sólo GFP (AAV9-hsyn-GFP, AAV9-hsyn-p35/GFP). Para 

llevar a cabo la infección/inhibición y evitar la muerte o estrés neuronal, se 

removió 100 µL de medio de cultivo del pocillo a infectar/inhibir y se mezcló 

con el virus/molécula para luego ser nuevamente agregados en forma de gotas 

directamente sobre el medio en el pocillo. Como primer tratamiento, para la 
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infección, los cultivos fueron tratados con 7.5 µL de virus para placas de 24 

pocillos.  

Como segundo tratamiento, de manera aislada al anterior, para evaluar 

los efectos de la inhibición de Cdk5, los cultivos fueron incubados con 

roscovitina (30 µM) (AK Scientific, California) o DMSO como vehículo. 

Luego de 72 h de infección/inhibición los cultivos primarios neuronales 

fueron fijados para inmunodetección. 

 

4. Inmunofluorescencia  

 

Los ensayos de inmunofluorescencia fueron realizados 24 h posterior 

a la transfección de células HEK293 con las diferentes conformaciones de 

RGli recombinantes y luego 14 – 21 días de maduración de cultivos primarios 

espinales en el caso de RGli nativos. 

 

  

4.1 Inmunofluorescencia en células HEK293. 

 

Para estudiar la expresión y localización del RGli, las células 

transfectadas fueron lavadas 2 veces con PBS 1X por 1 min para luego ser 

fijadas con paraformaldehido 4% (Sigma-Aldrich, MO) por 15 min a 4°C y 

luego fueron bloqueadas durante 30 min (BSA 5%, Genesee Scientific). Las 

células fueron incubadas con el anticuerpo primario a 4°C durante 1 h en 

cámara húmeda. Para investigar la localización en la membrana celular del 

RGli, la incubación del anticuerpo primario se realizó en células sin 
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permeabilizar, de acuerdo con estudios previos del laboratorio (Moraga-Cid 

et al., 2020). En cambio, para estudiar la expresión total del receptor, el 

anticuerpo primario fue incubado en condiciones permeabilizantes utilizando 

Tritón X-100 0,1%. Luego de la incubación con el anticuerpo primario, las 

células se lavaron 3 veces con PBS 1X por 3 min y se incubaron con el 

anticuerpo secundario por 30 min en cámara húmeda en oscuridad a 

temperatura ambiente. Finalmente, las células fueron lavadas 3 veces por 3 

min con PBS 1X y se montaron en medio de montaje (Fluorescence 

Mounting Medium, Dako Cytomation Dako, USA) el que se dejó secar toda 

la noche a temperatura ambiente y en oscuridad. 

 

4.2 Inmunofluorescencia en cultivos primarios de médula espinal 

 

Para estudiar la expresión de RGli nativo en cultivos primarios de 

neuronas espinales, se lavó 1 vez PBS 1X por 1 min para luego ser fijadas 

con paraformaldehido 4% (Sigma-Aldrich, MO) por 20 min a 4°C. Las 

neuronas fueron permeabilizadas por 10 min utilizando Tritón X-100 0.1%, 

y luego sobre la solución de permeabilización se agregó solución de bloqueo 

(BSA 5%, Genesee Scientific) por 30 min. Luego las neuronas fueron 

incubadas con los anticuerpos primarios correspondientes durante toda la 

noche a 4°C, para al día siguiente ser lavas 5 veces con PBS 1X por 3 min. 

Al finalizar los lavados las neuronas fueron incubadas con anticuerpos 

secundarios durante 2 horas a temperatura ambiente, para finalmente ser 

lavadas 5 veces con PBS 1X por 3 min y se realizó un último lavado en agua 

destilada previo al montaje (Fluorescence Mounting Medium, Dako 
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Cytomation Dako, USA). Las muestras se dejaron secar toda la noche a 

temperatura ambiente y en oscuridad. 

 

4.3 Anticuerpos utilizados 

 

El receptor de glicina se marcó mediante un epítope de histidina 

utilizando el anticuerpo Mouse 6x-His (1:100 diluido en BSA 5%, 

Proteintech, USA) y luego como anticuerpo secundario se utilizó Cy3 anti-

mouse (1:500 diluido en BSA 5%, Jackson Immuno Research Laboratories, 

USA) para la condición sin permeabilizar, y para la condición de células 

permeabilizadas se utilizó un anticuerpo Cy5 anti-mouse (1:500 diluido en 

BSA 5%/ Jackson Immuno Research Laboratories, USA). Para corroborar la 

expresión tanto de p35 y GFP en las células, se utilizó un anticuerpo anti-

rabbit para p35/25 (1:200 diluido en BSA 5%/ Cell Signaling #2680S) y 

como anticuerpo secundario se utilizó un anticuerpo Cy5 anti-rabbit (1:500 

diluido en BSA 5%/ Jackson Immuno Research Laboratories, USA). Para 

analizar RGli nativo en neuronas se utilizó el anticuerpo Pan-α (1:500 diluido 

en BSA 5%, Synaptic Systems GmbH, Germany) y como marcador neuronal 

se utilizó un anticuerpo anti-MAP2 (1:300 diluido en BSA 5%, Synaptic 

Systems GmbH, Germany) 

 

4.4 Análisis de expresión relativa a través de imágenes confocales 

 

Para los análisis cuantitativos de inmunofluorescencia, los campos de 

visualización de las células fueron escogidos de manera aleatoria para ser 
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observados en el Microscopio láser confocal, LSM700 Zeiss (CMA Bio-Bio) 

donde la configuración de los laser utilizados se mantuvo igual para todas las 

condiciones analizadas en cada experimento. Se obtuvieron de 4 a 6 imágenes 

por muestra en forma de “stacks” con 0.5 µm de intervalo, las cuales se 

adquirieron en 2 canales de inmunofluorescencia de color verde (488nm) y 

rojo (550nm). El lente objetivo utilizado fue de 40X.  La cuantificación de la 

intensidad de fluorescencia asociados a los receptores se realizó de manera 

off-line utilizando el software ImageJ (NIH, USA) en donde se procesaron 

las imágenes como proyecciones de máxima intensidad (MIPs). A partir de 

las MIPs se analizó la fluorescencia de célula completa, a la cual se le resto 

el fondo (Δ(F-Fº)), obteniendo sólo la fluorescencia asociada a la expresión 

total del receptor. Para esta medición se demarcó de manera manual el borde 

celular en las MIPs de cada célula y se analizó en el canal rojo para RGli.  En 

estos análisis se consideraron sólo las células que presentaban ambos canales 

(verde y magenta) en ambas condiciones. De esta forma, se cuantificó la 

intensidad de fluorescencia de RGli únicamente en las células que sobre 

expresan p35. 

 

5. Análisis estadísticos 

 

Los datos obtenidos a partir de la cuantificación de intensidad de 

inmunofluorescencia fueron analizados utilizando el programa Prism 

(GraphPad) versión 6.01. Para la comparación de los datos obtenidos en las 

2 condiciones de trabajo (control y transfectadas con p35) se realizó la prueba 

t-Student en condición no pareada para comparar las variaciones en la 
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fluorescencia de ambos grupos. En el caso de tratamiento con roscovitina se 

utilizó la prueba ANOVA unidireccional con post hoc de múltiple 

comparación Bonferroni (Se compararon todos los grupos contra todos, o 

contra la condición de activación/inhibición de Cdk5). Se consideró 

estadísticamente significativo un valor de p < 0.05. Los datos son presentados 

en los gráficos como valor de la media ± SEM.   
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RESULTADOS 

 

1.- Efectos de la activación Cdk5 en la expresión de RGli compuestos de 

subunidades α1 

 

Se analizaron los efectos de la activación de Cdk5 sobre la expresión 

en membrana de a1-RGli. Para ello, se realizaron ensayos de 

inmunocitoquímica sin permeabilizar en células HEK293 co-transfectadas en 

las siguientes condiciones: i) α1-RGli (α1-His) + GFP (condición control), 

ii) α1-RGli (α1-His) y p35/GFP (condición de activación de Cdk5). Las 

imágenes obtenidas muestran en magenta el marcaje de a1-RGli asociado a 

membranas celulares y en canal verde se observa el marcaje citoplasmático 

de GFP (Figura 7A). De forma cualitativa se observa en las imágenes que la 

señal de a1-RGli es más abundante que la señal de EGFP (Figura 7A). En 

nuestro análisis cuantitativo la señal de fluorescencia asociada al RGli fue 

estudiada mediante microscopía confocal sólo en células que mostraron tanto 

la señal verde para GFP y magenta para RGli (Figura 7A). Esta estrategia 

permite analizar la expresión en membrana de a1-RGli exclusivamente en 

células que expresan p35, las cuales, por ende, tienen activada a Cdk5. La 

cuantificación de la intensidad de fluorescencia en condiciones control no fue 

significativamente diferente a la condición de sobreexpresión de p35 

(GFP=2,872x109 ± 1,937 x108 v/s p35=3,204x109 ± 2,926 x108; t-Student no 

pareado, valor de p=0,3546) (Figura 7B).  Por lo tanto, los resultados 
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sugieren que la activación de Cdk5 no afecta la expresión en la membrana 

celular de RGli en su conformación α1 homopentamérica. 
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Figura 7. La activación de Cdk5 no produce alteraciones significativas 

en la expresión de α1-RGli.  

 (A) Imagen obtenidas mediante microscopía confocal representativa de 

inmunocitoquímica para α1-RGli (40X). Las imágenes fueron obtenidas 

mediante z-stack y procesadas como Proyección de Máxima Intensidad 

(MIP). Barra de calibración: (A) 50 µm. (B) Cuantificación de la intensidad 

de fluorescencia de α1-RGli (α1-His) en ambas condiciones. Los datos 

cuantificados se obtuvieron a partir de análisis de las imágenes utilizando el 

programa ImageJ. Los resultados presentan la media ± SEM de 3 réplicas 

para cada condición (N=3) en donde se analizaron 2 covers (pocillos) por 

cada experimento (n=6), (GFP= 185 células; p35= 208 células). t-Student no 

pareado, ns, no significativo. 

 

2.- Efectos de la activación Cdk5 en la expresión de RGli compuestos de 

subunidades α1 y β. 

 

De manera similar al punto anterior, se utilizaron sistemas recombinantes 

para estudiar los cambios en la expresión de α1β-RGli debido a la activación 

de Cdk5. En esta serie de experimentos se utilizó un plásmido que codifica a 

la subunidad α1-RGli silvestre en combinación con un plásmido que codifica 

la subunidad β con epítopes extracelulares de V5 y His. De este modo, 

pudimos determinar directamente la expresión de β en posible combinación 

con subunidades α1. 

Mediante el análisis de las imágenes obtenidas a partir de microscopia 

confocal (Figura 8A), se evaluó si la activación de Cdk5 debido a la 
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sobreexpresión de p35 produce algún cambio en la intensidad de 

fluorescencia de RGli heteropentaméricos en células sin permeabilizar. De 

manera cualitativa se observa en magenta la señal de β-RGli con un patrón 

punteado y asociado a membrana, mientras que la señal de GFP se observa 

uniformemente distribuida en el citoplasma (Figura 8A). Este patrón es más 

evidente al observar la colocalización de los dos canales de estudio. Sólo se 

analizaron células que presentan tanto la señal para el canal verde (p35) como 

el magenta (β-RGli). Los resultados obtenidos a partir de la cuantificación de 

la intensidad de fluorescencia sugieren un aumento significativo en la 

expresión del receptor α1β-RGli en presencia de p35 en comparación a la 

condición control (control=2,24x109± 2,455 x108 v/s p35=3,263x109 ± 3,655 

x108; *p <0.05, t-Student no pareado, valor de p=0,0437) (Figura 8B). Así, 

a diferencia de α1-RGli, aproximaciones inmunocitoquímicas sugieren que 

α1β-µµ aumenta su expresión en la membrana al activar Cdk5 mediante la 

sobreexpresión de p35. 

Además, a partir de inspección cualitativa de las imágenes es posible 

observar un cambio en el perfil de expresión de membrana entre receptor 

homomérico y heteropentámerico. Así, mientras la expresión de α1 muestra 

un marcaje más difuso centrado levemente hacia la membrana plasmática, 

mientras que la co-expresión de α1 y β muestra una distribución fuertemente 

descentralizada en toda la superficie celular, así como también un patrón 

mayormente punteado del receptor (Figura 8A). 
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Figura 8. La activación de Cdk5 resulta en un aumento en la 

fluorescencia asociada a RGli heteropentámerico en la superficie celular. 

Las imágenes obtenidas mediante microscopía confocal muestran en color 

verde el control de transfección GFP, en magenta al β-RGli (β-His) y la 

superposición de ambos canales (blanco). (A) Imagen representativa de 

inmunocitoquímica para β-RGli (40X). Barra de calibración: (A) 50 µm. (B) 

Cuantificación de la intensidad de fluorescencia de β-RGli (β-His) en ambas 

condiciones. Los datos cuantificados se obtuvieron a partir de análisis de las 

imágenes utilizando el programa ImageJ. Los resultados presentan la media 

± SEM de 3 réplicas para cada condición (N=3) en donde se analizaron 2 

covers (pocillos) por cada experimento (n=6), (GFP= 311 células; p35= 316 

células). t-Student no pareado, *p <0.05. 

 

En una segunda aproximación experimental, se evaluó si la activación 

de Cdk5 mediante sobreexpresión de p35 tiene algún efecto en la expresión 

total del RGli heteropentámerico. Para ello, se realizaron ensayos de 

inmunocitoquímica en células permeabilizadas, lo que permitió evaluar la 

expresión integrada de receptores en membrana y en compartimentos 

intracelulares. Cualitativamente se observa que cada canal por separado 

presenta un patrón de marcaje uniforme. Sin embargo, la superposición de 

µambos muestra que la señal de GFP es más bien citoplasmática mientras 

que la señal de β-RGli se encuentra asociado a la membrana citoplasmática 

(Figura 9A). La cuantificación de la intensidad de fluorescencia indica un 

aumento significativo en la expresión total de RGli en la condición de 

transfección con p35 al compararlo con la condición control (GFP=1,915x109 
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± 2,131x108 v/s p35=3,126x109 ± 1,130 x108; ***p <0.001, t-Student no 

pareado, valor de p=0,0005) (Figura 9B). 
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Figura 9. La activación de Cdk5 resulta en un aumento en la 

fluorescencia asociada a RGli heteropentámericos en células 

permeabilizadas. 

Las imágenes obtenidas mediante microscopía confocal muestran en color 

verde el control de transfección GFP, en magenta al β-RGli (β-His) y la 

superposición de ambos canales (blanco). (A) Imagen representativa de 

inmunocitoquímica para β-RGli (40X). Barra de calibración: (A) 50 µm. (B) 

Cuantificación de la intensidad de fluorescencia total de β-RGli (β-His) en 

ambas condiciones. Los datos cuantificados se obtuvieron a partir de análisis 

de las imágenes utilizando el programa ImageJ. Los resultados presentan la 

media ± SEM de 3 experimentos para cada condición (N=3) en donde se 

analizaron 2 covers (pocillos) por cada experimento (n=6), (GFP= 313 

células; p35= 347 células). t-Student no pareado, ***p <0.001. 

 

Para confirmar que la transfección produce efectivamente una 

sobreexpresión de p35, se realizó una inmunocitoquímica en células HEK293 

utilizando un anticuerpo que reconoce p35 junto a los anticuerpos 

anteriormente utilizados. Como se observa en el panel de la Figura 10, GFP 

en color verde aparece con el característico marcaje citoplasmático y β-RGli 

(β-His) presenta un marcaje punteado principalmente en la membrana 

citoplasmática (Figura 10). El canal celeste indica el marcaje del anticuerpo 

anti p35, el cual se observa en forma de clústers citoplasmáticos (Figura 10). 

Además, al superponer los canales se observa un grado de colocalización 

entre la señal de β-RGli y la asociada a p35. 
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Figura 10. Expresión de p35 en celulas HEK293 co-transfectadas. 

Celulas HEK293 co-transfectadas con α1-WT y β-His-RGli en conjunto con 

GFP/p35, analizadas mediante inmunocitoquimica. Imágenes adquiridas 

mediante microscopia confocal 40X y presentadas como MIPs. En color 

verde GFP, en color magenta se observa a β-RGli y en color cyan a p35. 

Merge entre RGli y p35 (blanco). Barra de calibracion: 50µm. 

 

En una aproximación alternativa para corroborar la influencia de Cdk5 

en la expresión de α1β-RGli, se estudió el efecto de la inhibición de esta 

quinasa utilizando el inhibidor roscovitina. Células HEK293 transfectadas 

con α1β-RGli y GFP o p35-GFP fueron incubadas con 30 µM roscovitina por 

12h (GFP-ROSCO) o DMSO (GFP-ROSCO) como vehículo (Figura 11A). 

En el grupo control, el cual fue transfectado con α1β-RGli y GFP, muestra el 

patrón de marcaje que se ha observado en los experimentos anteriores 
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(Figura 8A y 9A). La cuantificación de la intensidad de fluorescencia de 

GFP-ROSCO indica que el tratamiento con roscovitina no produce 

diferencias significativas en la intensidad de fluorescencia de α1β-RGli al 

compararla con el grupo GFP-DMSO (Figura 11A).  En el caso del grupo 

p35-DMSO, al ser comparado con los grupos control, la cuantificación de la 

intensidad de fluorescencia mostró que la sobreexpresión de p35 produce un 

aumento significativo en la intensidad de fluorescencia de α1β-RGli (GFP-

DMSO=2,661x109 vs p35-DMSO=4,566x109; GFP-ROSCO=2,214x109 vs 

p35-DMSO=4,566x109; p35-ROSCO=1,943x109 vs p35-DMSO=4,566x109; 

****p <0.0001, ANOVA con post hoc de Bonferroni, comparación múltiple 

de todos los grupos contra todos, valor de p=0,0023, p=0,0002 y p=< 0,0001 

respectivamente) (Figura 11B). La cuantificación del grupo p35-ROSCO 

indicó que el bloqueo de la actividad de Cdk5 produce una disminución 

significativa de la intensidad de fluorescencia de α1β-RGli comparado con el 

grupo p35-DMSO (p35-ROSCO=1,943x109 vs p35-DMSO=4,566x109; p < 

0,0001) (Figura 11B), alcanzando valores de intensidad de fluorescencia 

similares al grupo control. De este modo, los resultados obtenidos confirman 

que la actividad de Cdk5 modifica la expresión en membrana de 

heteropentámeros α1β-RGli.  
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Figura 11. Roscovitina bloquea el aumento en la expresión de α1β-RGli 

producido al activar Cdk5. 

Las imágenes obtenidas mediante microcopia confocal muestran en color 

verde el control de transfección GFP, en magenta a β-RGli (β-His) y la 

superposición de ambos canales (blanco), esto tanto para el caso control 

(GFP) en condiciones de vehículo (DMSO) e inhibición (rosco), asi como 

tambien de activación de Cdk5 (+p35) en ambas condiciones (rosco y 

DMSO). (A) Imagen representativa de inmunocitoquímica para β-RGli 

(40X). Barra de calibración:50µm. (B) Cuantificación de la intensidad de 

fluorescencia total de RGli en las 4 condiciones de trabajo. Los datos 

cuantificados se obtuvieron a partir de análisis de las imágenes obtenidas 

utilizando el programa ImageJ. Los resultados presentan la media ± SEM de 

3 experimentos para cada condición (N=3) en donde se analizaron 2 pocillos 

B 
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por cada experimento (n=6), (GFP-DMSO= 419 células; GFP-ROSCO= 469 

células; p35-DMSO= 383 células; p35-ROSCO= 449 células). ANOVA 

unidireccional con post hoc de Bonferroni, comparación múltiple de todos 

los grupos contra todos, **p <0.01, ***p <0.001****p <0.0001. 

 

3.- Efectos de la activación Cdk5 en la expresión de RGli compuestos de 

subunidades α2/3 y β. 

 

En la siguiente sección de experimentos se exploraron los efectos de la 

activación de Cdk5 sobre RGli heteroméricos compuestos por las 

subunidades α2 y α3. Para ello, se realizaron transfecciones transientes para 

expresar α2β-RGli o α3β-RGli en conjunto con GFP o GFP-p35, y 

posteriormente se realizaron ensayos de inmunocitoquímica para evaluar los 

cambios en la expresión total de β-RGli (β-His) producidos por la activación 

de Cdk5 (Figura 12 y 13). Al analizar las células que presentaron señal tanto 

para el canal verde (GFP) como el rojo (β-RGli) se determinó que la 

sobreexpresión de p35 mostró un aumento significativo en la expresión total 

de α2β-RGli en la condición de transfección con p35 al compararlo con la 

condición control (control=9,746 x108 ± 1,254 x108 v/s p35=1,872 x109 ± 

1,456 x108; **p <0.01, t-Student no pareado, valor de p=0,0016) (Figura 

12B). 
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Figura 12. La activación de Cdk5 resulta en un aumento en la expresión 

total de α2β-RGli heteropentámericos. 

Las imágenes obtenidas mediante microscopía confocal muestran en color 

verde el control de transfección GFP, en magenta al β-RGli (β-His) y la 

superposición de ambos canales (blanco). (A,) Imagen representativa de 

inmunocitoquímica para β-RGli (40X). Barra de calibración: (A) 50µm. (B) 

Cuantificación de la intensidad de fluorescencia total de β-RGli (β-His) en 

ambas condiciones. Los datos cuantificados se obtuvieron a partir de análisis 

de las imágenes utilizando el programa ImageJ. Los resultados presentan la 

media ± SEM de 3 experimentos para cada condición (N=3) en donde se 

analizaron 1-2 covers (pocillos) por cada experimento (n=5), (control= 152 

células; p35= 175 células). t-Student no pareado, **p <0.01. 

 

Al analizar los experimentos realizados en la conformación α3β-RGli, 

los datos mostraron solo una tendencia al aumento en la fluorescencia en los 

experimentos, ya que no se obtuvieron diferencias significativas al comparar 

la condición control con la condición de activación de Cdk5 con p35. 

(GFP=1,022 x109 ± 1,953 x108 v/s p35=1,641 x109 ± 3,239 x108, t-Student 

no pareado, valor de p=0,1407) (Figura 13B).  

 

Por lo tanto, los datos presentados en esta sección si bien nos dicen que 

p35 puede modular la expresión de manera significativa de α2β-RGli, para el 

caso de la conformación α3β-RGli esta variación no fue significativa. 
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Figura 13. La activación de Cdk5 no modula la expresión de α3β-RGli 

heteropentámericos. 

Las imágenes obtenidas mediante microscopía confocal muestran en color 

verde el control de transfección GFP, en magenta al β-RGli (β-His) y la 

superposición de ambos canales (blanco). (A,) Imagen representativa de 

inmunocitoquímica para β-RGli (40X). Barra de calibración: (A) 50µm. (B) 

Cuantificación de la intensidad de fluorescencia total de β-RGli (β-His) en 

ambas condiciones. Los datos cuantificados se obtuvieron a partir de análisis 

de las imágenes utilizando el programa ImageJ. Los resultados presentan la 

media ± SEM de 3 experimentos para cada condición (N=3) en donde se 

analizaron 1-2 covers (pocillos) por cada experimento (n=5), (GFP= 211 

células; p35= 171 células). t-Student no pareado; ns, no significativo. 

 

 

4.- Efectos de la activación e inhibición de Cdk5 sobre la expresión de 

RGli nativos en cultivos primarios de neuronas espinales 

 

 

Previamente determinamos que α1β-RGli expresados en células 

HEK293 puede ser modulado por Cdk5 al promover su activación mediante 

una sobreexpresión de su activador p35. Dado que la activación de Cdk5 

puede modular la localización subcelular de RGli en células HEK293, 

hipotetizamos que, en un contexto neuronal, al activar Cdk5 podría verse 

alterada la expresión de RGli. De manera inicial, para determinar si la 

actividad de Cdk5 afecta la expresión o localización subcelular de RGli 
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nativos, se trabajó con cultivos primarios de neuronas espinales las cuales 

fueron sometidas diferentes condiciones. 

Para evaluar las consecuencias de la activación de Cdk5, cultivos de 

médula espinal fueron infectados con adenovirus asociado que expresan 

p35/GFP (AVV-p35/GFP) y como control de esta condición se trabajó con 

un adenovirus asociado el cual expreso GFP (AAV-GFP). Además, se 

hicieron estudios con cultivos neuronales control sin infección (Figura 14). 

Luego de 3 días de infección, y en condiciones de permeabilización, se 

realizaron ensayos de inmunocitoquímica en donde los RGli fueron marcados 

mediante la utilización de un anticuerpo que reconoce las subunidades α de 

RGli. El efecto de la activación de Cdk5 en los RGli nativo, se analizó a partir 

de las imágenes obtenidas por microscopia confocal (Figura 14A). Al igual 

que cuando se analizaron las imágenes obtenidas desde cultivos de HEK293, 

se analizaron sólo las neuronas (MAP2+) que poseían tanto los canales 

verdes (GFP) como magenta (α-RGli). Los resultados obtenidos a partir de 

la cuantificación indican que comparado con las neuronas control con GFP y 

las no infectadas, el grupo que sobreexpresó p35 presentó una disminución 

significativa de la intensidad de fluorescencia del canal correspondiente a los 

RGli (p35=7,034x108 vs CTRL=1,027x109; p35=7,034x108 vs 

GFP=1,101x109; *p <0.05, **p <0.01, ANOVA con post hoc de Bonferroni, 

comparación múltiple de las condiciones CTRL y GFP vs p35, valor de p= 

0,0307 y p= 0,0092 respectivamente; control= 137 células; GFP= 135; p35= 

123 células) (Figura 14B). Así, de manera contraria a lo observado en células 

HEK293 co-transfectadas con α1β-RGli, y α2β-RGli, estos resultados 
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sugieren que la activación de Cdk5 disminuye la expresión de los RGli 

nativos de neuronas espinales. 
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Figura 14. La activación de Cdk5 resulta en una disminución de la 

expresión de RGli en cultivos primarios de neuronas espinales. 

Las imágenes obtenidas mediante microscopía confocal muestran en color 

verde el control de la infección GFP, en magenta al α-RGli, en azul MAP2 

(proteína asociada a microtúbulo 2) y la superposición de los 3 canales 

(MERGE). (A) Imagen representativa de inmunocitoquímica para α-RGli 

(40X). Barra de calibración: 50µm. (B) Cuantificación de la intensidad de 

fluorescencia total de α-RGli en las 3 condiciones. Los datos cuantificados 

se obtuvieron a partir de análisis de las imágenes utilizando el programa 

ImageJ. Los resultados presentan la media ± SEM de 3 experimentos para 

cada condición (N=3) en donde se analizaron 1 o 2 covers (pocillos) por cada 

experimento (n=5), (control= 137 células; GFP= 135; P35= 123 células). 

(ANOVA con post hoc de Bonferroni, comparación múltiple de las 

condiciones CTRL y GFP vs P35, *p <0.05, **p <0.01) 

B 
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Finalmente, se evaluó los efectos de la inhibición de Cdk5 sobre la 

localización de RGli nativos. Cultivos primarios de neuronas espinales 

fueron tratados con roscovitina, DMSO (vehículo) o sin tratamiento durante 

3 días de incubación. Luego del tratamiento se realizaron ensayos de 

inmunocitoquímica en las mismas condiciones del experimento anterior. El 

efecto de la inhibición de Cdk5 en la fluorescencia asociada a RGli nativo, se 

analizó a partir de las imágenes obtenidas por microscopia confocal (Figura 

15A).  Para este caso se analizaron las células que poseían señal tanto en los 

canales azul (MAP2) como magenta (α-RGli). Los resultados obtenidos a 

partir de la cuantificación no indican diferencias significativas entre los 

diferentes tratamientos (ROSCO=8,472X108 vs CTRL=1,068X109; 

ROSCO=8,472X108 vs DMSO=9,196X108; ANOVA con post hoc de 

Bonferroni, comparación múltiple de las condiciones CTRL y DMSO vs 

ROSCO, diferencias no significativas para ambos casos) (Figura 15B). Así, 

a diferencia de lo ocurrido en la condición de sobreactivación de Cdk5, la 

inhibición de esta quinasa no produjo variaciones significativas en la 

expresión de RGli. 
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Figura 15. La inhibición de Cdk5 no afecta la expresión de RGli en 

cultivos primarios de neuronas espinales. 

Las imágenes obtenidas mediante microscopía confocal muestran en color 

magenta al α-RGli, en azul MAP2 (proteína asociada a microtúbulo 2) y la 

superposición de los 2 canales (MERGE). (A) Imagen representativa de 

inmunocitoquímica para α-RGli (40X). Barra de calibración: 50µm. (B) 

Cuantificación de la intensidad de fluorescencia total de α-RGli en las 3 

condiciones. Los datos cuantificados se obtuvieron a partir de análisis de las 

imágenes utilizando el programa ImageJ. Los resultados presentan la media 

± SEM de SEM de 2 o 3 experimentos para cada condición (N=3) en donde 

se analizaron 1 o 2 covers (pocillos) por cada experimento (n=6-4), (control= 

137 células; DMSO= 89; ROSCO= 72 células). (ANOVA unidireccional con 

post hoc de Bonferroni, comparación múltiple de las condiciones CTRL y 

DMSO vs ROSCO. Las diferencias no fueron significativas) 
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DISCUSIÓN 

 

El RGli está altamente expresado en la médula espinal y tronco 

encefálico, y junto con los receptores GABAA, son responsables de la 

transmisión inhibitoria en el SNC (Dutertre et al., 2012). El RGli pertenece a 

la familia de canales iónicos activados por ligando pentaméricos (pLGICs) 

los cuales poseen una estructura similar (Nys et al., 2013). Al tener un gran 

DIC, los miembros de esta familia pueden ver modulada su actividad y 

expresión a partir de modificaciones en su dominio intracelular (Guo & 

Wecker., 2002; Terunuma et al., 2008; Pollock et al., 2009; Saliba et al., 

2012).  

Por otra parte, Cdk5 es una quinasa activa mayormente en neuronas 

postmitóticas, en donde a partir de diferentes vías de señalización puede ver 

aumentada su actividad fosforilando diferentes sustratos. De modo 

interesante, estudios previos han mostrado que procesos de fosforilación 

modulan la dinámica de los receptores sinápticos, ya sea fosforilando 

directamente el dominio intracelular del canal o fosforilando proteínas 

asociadas a estos. Entre los canales fosforilados por Cdk5 esta TRPV1 

(Pareek et al., 2007; Rozas et al., 2016), P2X2R (Coddou et al., 2017), los 

receptores de NMDA (Kwok-on & Nancy, 2009) y de AMPA (Cheng et al., 

2022). A la fecha, no existen reportes que asocien a RGli o algún otro 

receptor inhibitorio pentamérico con la actividad de Cdk5. A partir de esta 

primicia nos propusimos estudiar si la actividad de esta quinasa podría 

promover cambios en la expresión o localización subcelular de RGli, sucesos 

que si ocurre en alguno de los canales mencionados anteriormente (Lui et 
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al.,2015; Cheng et al., 2022). Mediante técnicas de inmunodetección se 

propuso analizar si la activación e inhibición de Cdk5 produciría alguna 

variación en la fluorescencia asociada a RGlis recombinantes y nativos. 

 

Modulación de RGli de conformaciones α1, α1β, α2β, y α3β por la 

activación de Cdk5 en células HEK293  

 

Como se mencionó anteriormente, Cdk5 puede modular la expresión y 

función de diferentes receptores excitatorios tales como TRPV1, Cav3.2, 

AMPA, P2X2R (Kwok-on & Nancy, 2009; Pareek et al. 2007; Coddou et al., 

2017; Gomez et al., 2020; Cheng et al., 2022). Los efectos de una 

fosforilación mediada por Cdk5 asociada a canales iónicos son variados e 

incluyen un aumento o disminución en la expresión de estos receptores en la 

membrana, así como cambios funcionales en la apertura, desensibilización y 

las corrientes evocadas por el canal (Coddou et al., 2017; Gomez et al., 2020; 

Cheng et al., 2022). Sin embargo, receptores inhibitorios modulados por la 

actividad directa de esta quinasa aún no se han reportado. De manera 

interesante, las subunidades que componen el RGli poseen un dominio 

intracelular largo entre los dominios transmembrana 3 y 4, este dominio es el 

que presenta la mayor variabilidad entre las diferentes subunidades, donde 

por ejemplo mientras la subunidad β tiene un DIC de 162 aa, las subunidades 

α1 y α3L poseen 91 aa y subunidad α3K 76 aa (Langlhofer & Villmann., 

2016). La variabilidad en este dominio intracelular se ha asociado a diferentes 

modificaciones postraduccionales, las cuales pueden modificar de manera 

particular a una subunidad u otra la función, expresión y localización 
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subcelular (Specht et al., 2011; Breitinger et al., 2018; Zhang et al., 2019; 

Moraga-Cid et al., 2020; Zeilhofer et al., 2021; San Martin et al., 2022).  

En nuestro caso, al cuantificar la fluorescencia asociada a los α1-RGli 

homéricos no se observó una diferencia significativa entre las condiciones 

control y activación de Cdk5 (Figura 7B). Los resultados obtenidos al 

analizar RGli homoméricos compuestos por la subunidad α1, que posee la 

secuencia 408SP409 (secuencia SP, Figura 4), sugieren que la activación de 

Cdk5 no modifica la expresión y localización subcelular de RGli 

recombinantes expresados en células HEK293. Estudios bioinformáticos 

sobre las secuencias de los sustratos de Cdk5 muestran que solo un 49% de 

estos poseen la secuencia consenso completa de Cdk5 por lo que las 

probabilidades de que Cdk5 no modulara a α1 eran altas (Borquez et al., 

2013). Sin embargo, conociendo los porcentajes de los sustratos que no 

poseen el sitio consenso completo y teniendo en cuenta las restricciones de 

nuestros análisis, donde solo se observó la expresión del receptor, no 

podemos descartar una potencial modulación de Cdk5 en la actividad de este 

canal homomérico, sobre todo considerando los estudios previos de nuestro 

grupo que reportaron la modificación de la conductancia de α3-RGli por 

fosforilación de PKA del residuo serina 346 (S346), lo que ocurre sin 

cambios detectables en la expresión del receptor (Moraga-Cid et al., 2020). 

Si bien es nuestra primera aproximación para denominar a α1-RGli como 

sustrato de Cdk5, futuros experimentos funcionales y bioquímicos nos 

permitirán clarificar si Cdk5 puede o no fosforilar α1-RGli en la secuencia 

408SP409 y modular su función.  
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Para el caso de heteropentameros de RGli, los resultados obtenidos 

mostraron un aumento significativo en la expresión de β-RGli al activar 

Cdk5, aumento observado tanto en células permeabilizadas como en células 

sin permeabilizar, sugiriendo así a la subunidad β como un posible sustrato 

para la actividad quinasa de Cdk5 promoviendo un aumento en la expresión 

total de α1β-RGli, sin descartar la posibilidad de una proteina intermediaria 

que pudiera promover el aumento en la expresión o estabilidad de esta 

subunidad. Una explicación para esta diferencia entre la subunidad α1 y la 

subunidad β, es que esta última tiene un sitio putativo canónico completo 

(391TPVH394) para Cdk5 (Figura 4), mientras que la subunidad α1 solo posee 

una secuencia mínima (SP) para la acción de Cdk5. En este contexto, la 

variabilidad del DIC de las subunidades produce diferencias en los patrones 

de fosforilación, donde por ejemplo la subunidad α1ins presenta sitio de 

fosforilación para la actividad de PKA, mientras la subunidad α1 no (Lynch, 

2004). En este contexto las subunidades α2, α3 y β tambien poseen sitios para 

la actividad de PKA (Heindl et al., 2007). Así, las diferencias observadas 

entre RGli homo y heteropentameros se podrían explicar a partir de la 

diferencia en la secuencia de su DMT, donde β posee la secuencia consenso 

completa, mientras la subunidad α1 solo la secuencia parcial. 

 

Para determinar si el aumento en la fluorescencia de α1β-RGli se debía 

a un aumento en la actividad de Cdk5, se utilizó el inhibidor roscovitina como 

tratamiento. Los datos obtenidos en esta actividad indican que los efectos de 

la activación de Cdk5 por p35 pueden ser atenuados al tratar las células con 

un inhibidor de esta quinasa, lo que nos permiten sugerir que el aumento en 
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la expresión de α1β-RGli es mediado por la actividad quinasa de Cdk5 y 

probablemente a partir de la fosforilación en la T391 del DIC de la subunidad 

β. Así una fosforilación mediada por Cdk5 en la subunidad β de RGli 

promovería un aumento en la expresión total del receptor en células HEK293.  

La literatura en conjunto con nuestros datos permite determinar un rol 

determinante en la fosforilación como moduladores en la expresión 

subcelular de RGli, sin embargo, para nuestro caso ensayos adicionales son 

necesarios, por ejemplo, realizar un control con subunidades β mutadas (i.e. 

T→A), donde el sitio consenso de acción de Cdk5 se eliminaría, pudieran 

contribuir a una mayor comprensión de los mecanismos relacionados a este 

fenómeno. 

Aun cuando la estequiometria α1β-RGli parece ser determinante en la 

sinapsis mediada por glicina, los heteropentámeros de α2β y α3β juegan un 

rol fundamental en el SNC (Winkelmann et al., 2014; Chen et al., 2022). Las 

fosforilaciones en estas subunidades han denotado variaciones en la actividad 

del canal (Han et al., 2013; Islam et al., 2018). Ambas subunidades poseen el 

sitio consenso de acción de PKA (RESR) (Harvey et al., 2004). Al analizar 

una mutación fosfomimética de α2 se observó una disminución en las 

corrientes postsinápticas inhibitorias (IPSC) (Islam et al., 2018). Mientras la 

subunidad α3 se ha asociado con el dolor inflamatorio a partir de una 

reducción en las corrientes inhibitorias mediadas por esta subunidad (Harvey 

et al., 2004). De esta forma la fosforilación y la consecuente variación en la 

funcionalidad de estos canales es de importancia por su implicancia en la 

participación de esta modificación postraduccional y su asociación con 
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diferentes patologías como el dolor, esquizofrenia y autismo (Harvey et al., 

2004; Pilorge et al., 2016; Chen et al., 2022).  

En este aspecto, es altamente sabido que el dominio intracelular de los 

pLGICs es blanco de diferentes modificaciones postraduccionales, sin 

embargo, este dominio es el menos conservado en esta familia de receptores. 

Los dominios intracelulares de las subunidades de RGli varían tanto en largo 

como en la secuencia de aminoácidos donde α2 posee 83aa y α3 posee 91aa 

(Langlhofer & Villmann., 2016). Al analizar la fluorescencia asociada a los 

receptores heteropentamericos α2β-RGli, en condiciones de activación co-

transfectados con p35/GFP se observa un aumento significativo al cuantificar 

las imágenes obtenidas, mientras en el caso de la configuración α3β-RGli, 

esta no varía de manera significativa al co-transfectar con p35/GFP (Figura 

13). En esta línea, y notando la diferencia en el DIC de RGli, diferentes 

reportes denotan la importancia de presencia o ausencia de sitios consenso, 

donde por ejemplo la subunidad α1ins puede ser regulada por la via ERK 

mientras, la subunidad α1, con 8aa menos, se ve afectada por esta quinasa al 

no poseer el sitio consenso (Zhang et al., 2019). De la misma forma la PKA 

puede modular tanto α1ins, α2 y α3, pero no a la subunidad α1 (Heindl et al., 

2007). La actividad de Cdk5 actúa de manera similar en otros canales donde 

la configuración P2X2a del receptor purinérgico P2X puede ver modulada su 

desensibilización mientras la variante P2X2b, generada a partir de un 

“splicing alternativo” pierde este sitio consenso y no se ven cambios en la 

funcionalidad de esta variante (Coddou et al., 2017). Sin embargo, para 

dilucidar la participación de Cdk5 en la modulación de α3β-RGli más 
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experimentos son necesarios, ya que como se observa en la Figura 13, los 

datos presentan una alta variabilidad.  

 

Estudio de la modulación de RGli nativo por Cdk5 en cultivos 

primarios espinales. 

 

Es altamente conocido que el mantenimiento de la excitabilidad 

neuronal es esencial para el correcto funcionamiento del sistema nervioso 

(Langlhofer & Villmann., 2016). Las sinapsis inhibitorias están encargadas 

de modular la excitabilidad neuronal mediante la hiperpolarización de la 

membrana (Chen et al., 2022). En este aspecto la localización de los 

receptores α1β-RGli postsinápticos cumple un rol fundamental en el 

desarrollo de su función, donde deben estar ubicados de manera específica 

en oposición al sitio de liberación del neurotransmisor y deben estar 

concentrados en forma de “clusters”. Estas agrupaciones son formadas a 

partir de la interacción del DIC de la subunidad β con la proteína de 

andamiaje gefirina (Kim et al., 2006; Petrini and Barberis., 2014; Grünewald 

et al., 2018). En este contexto, quisimos analizar si la sobreactivación de 

Cdk5 produciría cambios en la expresión de RGli, condición donde 

observamos una disminución en la fluorescencia asociada a RGli nativos en 

los somas neuronales (Figura 14). Los estudios mencionados anteriormente 

muestran como RGli puede ver modulada su expresión y localización 

subcelular a partir de fosforilaciones en los dominios intracelulares de sus 

subunidades, donde la actividad de Cdk5 podría denotar una nueva forma de 

regulación de la expresión de RGli (Breitinger et al., 2018; Zhang et al., 
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2019). Estudios futuros son necesarios para determinar qué tipo de 

interacción tienen RGli-Cdk5, donde a partir de la literatura es posible que la 

fosforilación del dominio intracelular de RGli posiblemente pueda gatillar 

una señalización de ubiquitinación (Zhang et al., 2019), cambios en la 

conformación del receptor (Han et al., 2013; Islam et al., 2018), una 

disminución en la interacción RGli-Gefirina (Specht et al., 2011), 

promoviendo la deslocalización del RGli evitando su expresión en el soma 

(región donde analizamos la fluorescencia) y promoviendo su expresión en 

las dendritas (Langlhofer & Villmann., 2016). Así, a partir de estas 

posibilidades, son necesarios más experimentos para determinar la relevancia 

de la potencial interacción RGli-Cdk5. 

De manera contraria, al analizar los datos sobre la inhibición de la 

actividad basal de Cdk5, no se observan variaciones significativas en la 

fluorescencia asociado a RGli (Figura 15), lo que nos estaría sugiriendo que, 

aun cuando las funciones de Cdk5/p35 son variadas, en condiciones basales 

RGli no sería un sustrato para la actividad de Cdk5 (Tomizawa et al., 2002). 

Previamente se ha reportado que una hiperactividad de Cdk5 o el clivaje de 

su activador p35, promueve una actividad deslocalizada/desregulada de 

Cdk5, lo que provoca la hiperfosforilación de sus sustratos, así como tambien 

la fosforilación de sustratos no fisiológicos (Chang et al., 2011). En este 

aspecto, al promover la sobreexpresión de p35, y por ende una hiper actividad 

de Cdk5 es posible que RGli se convierta en un sustrato para Cdk5, 

provocando la fosforilación del receptor. 

La actividad de Cdk5 ha sido altamente asociada a la vía de 

señalización nociceptiva (Gomez et al., 2020). En este aspecto se ha 
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reportado por ejemplo que un aumento en la expresión de Cdk5 y su activador 

p35 promueven una hiperalgesia al calor a partir de su actividad sobre el 

receptor TRPV1 (Pareek et al., 2007; Yang et al., 2007). También la 

fosforilación del canal Cav3.2 estaría promoviendo la expresión de este canal 

en la membrana aumentando el influjo de calcio y la excitabilidad en 

neuronas sensoriales (Gomez., 2020), donde se ha observado que la 

inhibición de Cdk5 reduce la alodinia mecánica en ratas SNL (Gomez., 

2020). En el contexto del dolor, la actividad inhibitoria de RGli espinales 

cumple un rol fundamental en la regulación de estímulos nocivos en el SNC 

(San Martin et al., 2022). Estudios recientes denotan una internalización y 

endocitosis de RGlis a partir de una fosforilación por ERK en la subunidad 

α1ins, donde tambien se sugiere una ubiquitinación, disminuyendo la 

presencia de RGlis y por consiguiente una disminución en las corrientes 

glicinérgicas promoviendo la señalización de dolor (Zhang et al., 2019). La 

subunidad α3 de RGli está altamente asociada al dolor inflamatorio, donde 

una fosforilación mediada por PKA disminuyendo las IPSCs (Harvey et al., 

2004). En este contexto el receptor de glicina se presenta como potenciales 

blancos farmacológicos para patologías como el dolor, donde Cdk5 también 

está altamente implicado (Gomez., 2020). Dicho esto, nuestros resultados 

están en concordancia con la actividad de Cdk5 y reportes previos de RGlis 

fosforilados. A partir de la disminución en la expresión de RGli en cultivos 

primarios espinales, es posible sugerir una disminución tambien en la 

actividad glicinérgica de esta región donde una modulación por Cdk5 

formaría parte de un nuevo mecanismo fisiopatológico que involucraría la 

interacción Cdk5-RGli. 



86 

 

 

De esta forma, los resultados obtenidos en esta investigación sugieren 

una interacción funcional entre Cdk5 y RGli, modulando la expresión y 

localización subcelular de RGlis recombinantes y nativos, ya sea a través de 

un intermediario o de manera directa.  Aun cuando más experimentos son 

necesarios para determinar si β-RGli es directamente fosforilado o no, 

nuestros datos sugieren a β-RGli como un nuevo un nuevo blanco molecular 

para la señalización mediada por Cdk5/p35. 
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CONCLUSIONES  

 

A partir de los datos obtenidos desde células HEK 293, es posible 

concluir que la activación de Cdk5 aumentó la expresión de RGli 

heteroméricos compuestos por la subunidad α1β o α2β, mientras que, por otra 

parte, la expresión de RGli recombinantes compuestos por la subunidad α1 y 

α3β no fue alterada.  Sin embargo, los estudios en cultivos de neuronas 

espinales mostraron que la activación de Cdk5 disminuyó la expresión de 

RGli, mientras que la inhibición de esta quinasa no generó variaciones 

significativas. En líneas generales, nuestros resultados sugieren que la 

expresión del RGli es, al menos en parte, regulada por la actividad de Cdk5, 

lo que podría tener implicancias importantes en el control glicinérgico de la 

excitabilidad neuronal. A pesar de que nuestros experimentos no permiten 

concluir si los RGli son directamente fosforilados por Cdk5, nuestros análisis 

de secuencia permiten sugerir que probablemente Cdk5 fosforila la 

subunidad β en el residuo de treonina 391T, el cual se encuentra dentro de la 

secuencia canónica 391TPVH. Futuros experimentos bioquímicos y 

moleculares podrán confirmar si los RGli son sustratos de Cdk5. 
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