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Resumen

El RGIi pertenece a la superfamilia de canales ionicos activados por ligando
pentaméricos (pLGICs) y se ha demostrado que subunidades especificas del
RGIi puedendesempeniar un papel clave en varias enfermedades. En el caso
de lasubunidad as; se ha visto relacionada con la nocicepcion y mecanismos
de sensibilizacion al dolor crénico. Esta subunidad del receptor de glicina
presenta dos variantes; asL y asK, que difieren en 15 aminoacidos ubicados
en el ICD de la variante asL y que no presenta la variante osK. Esto debido al

splicing alternativo que elimina el exon 8 del gen GNRL3.

Se ha estudiado un mecanismo de sensibilizacién al dolor inflamatorio crénico,
dependiente de la pérdida de inhibicién glicinérgica del RGli asL, tras la
activacién de los receptores neuronales EP2 y consecuente activacion de
PKA.

De modo que, a través de estudios de inmunocitoquimica y registros
electrofisioldgicos pudimos observar que la mutacion fosfomimética o la
activacion de PKA a través de bPAC, disminuye las corrientes glicinérgica de
la variante asK del RGIi. Esta disminucion es producto de una disminucion en
la conductancia unitaria del canal. Por lo tanto, nuestros hallazgos muestran
qgue la variante o3K actda de una forma similar a la variante asL del RGlIi,
frente a la activacion de PKA mediante bPAC o en el modelo fosfomimético de

a3k,

De igual manera, pudimos observar que el PAM del RGli; 2,6-DTBP, restaur6
la conductancia unitaria del RGIli asK S346E, siendo esta similar a la

conductancia de la variante azK WT del RGIi.

Finalmente, el desarrollo de herramientas farmacoldgicas para la restauracion
de la actividad glicinérgica podria ejercer efectos anti-nociceptivos,
recuperando el equilibrio excitatorio — inhibitorio fundamental en el

funcionamiento del SNC.



Graphical Abstract
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Figura 1: Modulacién de la conductancia unitaria del RGli a3K. A) RGli asK
con una mutacion fosfomimética en el ICD (S346E), presenta conductancia
unitaria reducida. B) RGIi asK y bPAC activada con luz azul, provoca una
reduccion de la conductancia unitaria del canal. C) RGIi asK activado con Gli y
un PAM como el 2,6-DTBP provoca una restauracion de la conductancia

unitaria del canal.



Abstract

RGli belongs to the superfamily of pentameric ligand-gated ion channels (pLGICs) and
it has been shown that specific subunits of RGIli may play a key role in several
diseases. In the case of the a3 subunit; It has been seen to be related to nociception
and mechanisms of sensitization to chronic pain. This subunit of the glycine receptor
has two variants; asL and a3K, which differ in 15 amino acids located in the ICD of the
a3l variant and which does not present the asK variant. This is due to alternative
splicing that eliminates exon 8A of the GNRLS3 gene.

A mechanism of sensitization to chronic inflammatory pain has been studied,
dependent on the loss of glycinergic inhibition of RGIi asL, after the activation of EP2
neuronal receptors and consequent activation of PKA.

Thus, through immunocytochemistry studies and electrophysiological recordings we
were able to observe that the phosphomimetic mutation or the activation of PKA
through bPAC decreases the glycinergic currents of the asK variant of RGli. This
decrease is the product of a decrease in the unitary conductance of the channel.
Therefore, our findings show that the asK variant acts in a similar way to the asL variant
of RGIi, against PKA activation by bPAC or in the a3K phosphomimetic model.
Similarly, we could observe that the PAM of the RGIi; 2,6-DTBP restored the unitary
conductance of RGIi asK S346E, this being similar to the conductance of the asK WT
variant of RGli.

Finally, the development of pharmacological tools for the restoration of glycinergic
activity could exert anti-nociceptive effects, recovering the fundamental excitatory-

inhibitory balance in the functioning of the CNS.

xi



Introduccion

1. Generalidades del Receptor de Glicina (RGli)

El Receptor de glicina (RGIi) pertenece a la superfamilia de canales i6nicos
pentaméricos activados por ligando (pLGICs, por sus siglas en inglés), junto
a los receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChR), el receptor de serotonina
tipo 3 (5-HT3) y el receptor de GABA tipo A (GABAAR) y C (GABACR)
(Changeux, J. P. & Edelstein, S. J.1998; Miller, P. & Smart, T. 2010; Lynch,
JW. et al., 2017). Cada subunidad, que da origen al complejo pentamérico,
corresponde a un polipéptido de aproximadamente 450-500 aminodcidos.
Estudios tempranos de topologia de membrana mostraron que estas
subunidades se ordenan en la membrana formado un dominio extracelular
(ECD, por sus siglas en inglés), el cual forma el bolsillo de unién al agonista
(glicina), cuatro hélices transmembrana (TM 1-4) donde las cadenas laterales
del TM2 forman anillos de constriccion en la region del poro, que formarian
parte de los filtros de selectividad a aniones, y un largo dominio intracelular
(ICD) que conecta los TM3 y TM4 (Lynch, J. 2009; Du et al., 2015; Huang et
al., 2017; Yu et al., 2021; Zhu et al., 2021) (Figura 1). Recientemente estas
predicciones sobre la topologia general del RGIi han sido corroboradas por
estudios estructurales por difraccion de rayos X y por crio-microscopia
electronica (Du, J. et al, 2015). Estas estructuras, resueltas a 2.8-3A, muestran
gue el ECD ademas de presentar el sitio ortostérico donde interacciona glicina,
presenta sitios alostéricos de modulacién para la sulfonamida triciclica AM-
1488 (Bregman, H. et al, 2017) y para su antagonista estricnina, entre otros
(Du, J. et al, 2015).

En el caso del ICD, la informacién estructural no esta completa, debido a la
alta movilidad intrinseca de esta region dificultando la obtencion de datos
estructurales de alta resolucion (lvica, J. et al., 2021). Sin embargo, en este
ultimo tiempo ha sido altamente estudiado su aspecto funcional en el receptor,
incluyendo desensibilizacién, modulacion del canal tanto por sustancias

enddgenas como exogenas, modificaciones postranscripcionales
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y trafico celular ala membranay al nacleo (Langlhofer, G. & Villmann, C. 2016;
Thompson, J. et al., 2023)

Arquitectura y Topologia de membrana

N

Dominio
Extracelular -
(ECD)

Dominio
Transmembrana —
(TMD)

Dominio _I:
Intracelular

(icb)

Figura 2: Esquemade laarquitecturay topologiade membrana del receptor
de glicina. A) Receptor de glicina y sus dominios: Dominio Extracelular (ECD),
Dominio Transmembrana (TMD) Y Dominio Intracelular (ICD). B) Subunidad del

receptor de glicina.

El ICD de la subunidad f interactta con la proteina de andamio Gefirina, que
conecta al receptor con elementos del citoesqueleto, regula el trafico del
receptor, por lo que es importante para el anclaje y localizacion sinéptica,
ademas de controlar procesos de traduccion de sefales (Sola, M. et al., 2004;
Lynch, J. 2009). Este bucle puede ser modificado mediante modificaciones
postraduccionales y se une a moduladores alostéricos que, a su vez, influyen
en las propiedades funcionales del canal i6nico. Sin embargo, la evidencia

sugiere un papel poco estudiado del bucle presente entre TM3-
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TM4 en la interaccidn con otras proteinas intracelulares (Sadtler y col., 2003;
Melzer y col., 2010; Langlhofer, G. & Villmann, C. 2016).

La secuencia de aminoacidos del bucle TM3-TM4 determina las propiedades
del canal de iones. Los conocimientos estructurales del bucle entre TM3- TM4
se limita a pequefios segmentos cercanos a estas regiones, por lo que la
informacion estructural de este bucle no se encuentra completa (lvica, J. et
al., 2021).

La union del agonista enddgeno, glicina, en el sitio ortostérico gatilla un re-
arreglo conformacional a nivel del ECD, el cual es transducido hacia la region
del poro del canal (conocido como el proceso de “gating”) lo que expande el
poro central, permitiendo el flujo de iones cloruro a favor de su gradiente
electroquimico (Lynch, 2009 ; Zeilhofer et al., 2012; Kumar, A. et al, 2020).
Una vez activado por glicina, la entrada de iones cloruro causa la
hiperpolarizacion de las neuronas postsinapticas, regulando la excitabilidad de
la red neuronal (Lynch, 2009; Dutertre, S, et al. 2012).

De esta forma, el canal transita entre un estado inactivo/cerrado (no unido al
agonista) y el estado activo/abierto (unido al agonista) (Figura 2). Un tercer
estado (no comprendido totalmente) corresponde a un estado unido al
ligando, pero inactivo/cerrado, conocido como estado desensibilizado (Nikolic
y col., 1998; Breitinger et al.,2009; Langlhofer, G. & Villmann, C. 2016; Kumar,
A. et al, 2020).

Esta transicion entre el estado inactivo/cerrado, el estado activo/abierto y el
estado desensibilizado, est4 determinada por la afinidad del receptor por el
agonista, sumado a las propiedades cinéticas intrinsecas del receptor (Kumar,
A. et al, 2020). Estas propiedades determinan el tiempo promedio en que el
receptor pasa en su estado abierto o cerrado, el tiempo que transcurre desde
el estado abierto al estado desensibilizado y la cantidad de iones que pasan
por el canal abierto por unidad de tiempo, conocido como conductancia
(Moraga Cid et al., 2022) Estas propiedades intrinsecas corresponden a la

firma identificatoria para cada tipo de receptor.

El receptor de glicina se encuentra distribuido en el hipocampo, médula
14



espinal y tronco encefélico, en particular en los nucleos trigémino, el ndcleo
cuneiforme, el nacleo gréacil, el ndcleo moto hipogloso, los ndcleos reticulares
y los nucleos cocleares (Probst. A, et al 1986; Lynch. J, 2004). De igual
manera, se ha observado una expresiéon menor del receptor de glicina en la

retina, el oido interno y el hipocampo (Lynch, J. 2004).

Se ha observado que el RGIi participa en la coordinacion motora,
controlando la excitabilidad de las motoneuronas de la médula espinal y el
tronco encefélico, control del ritmo respiratorio y mecanismos de control en el

procesamiento sensorial. (Lynch, J. 2009)

Alteraciones en la neurotransmision glicinérgica puede ocurrir por: genes
mutados que codifican diversas subunidades del receptor de glicina o
proteinas adyacentes del complejo del receptor, edicibn del receptor o
modulacion del receptor por mecanismos postraduccionales. Este tipo de
alteraciones puede conducir a déficits neuromotores como hiperekplexia
(Bakker, van Dijk, van den Maagdenberg, & Tijssen, 2006; Bode, A. & Lynch,
J., 2014), epilepsia del |6bulo temporal (Eichler et al., 2009, 2008; Meier et al.,
2005), trastornos espectro autista (Lionel et al.,2013; Zhang, Y. et al., 2017) o
sensibilizacién al dolor inflamatorio crénico (Acufia, M. et al,. 2016; Lynch, J.
2017)

Estados del Receptor de Glicina

Estado
Abierto

B C
Estado Estado
Cerrado Desensibilizado




Figura 3: Esquema de los diferentes estados del receptor de glicina. A)
Estado Abierto: El receptor unido al agonista y el canal abierto. B) Estado
Cerrado: Elreceptor no esta unido al agonista y el canal esta cerrado. C) Estado

desensibilizacién: El receptor esta unido al agonista y el canal se encuentra cerrado.

2. Las subunidades del RGli

El receptor de glicina puede presentarse en una conformacion
homopentamérica, conteniendo solo subunidades alfa (a) o0
heteropentaméricas conteniendo subunidades alfa y beta (a/f) con una
estequiometria de 2a::3p (Durisic et al., 2012; Yang, Taran, Webb y Lynch,
2012), sin embargo, un estudio reciente describié una estequiometria de 4o.:13
(Yu,H. etal., 2021; Zhu et al., 2021) (Figura 3). Ala fecha, cuatro subunidades
a (a1-a4) han sido clonadas, las cuales aun cuando comparten un alto grado
de similitud en su secuencia primaria (>90% aproximadamente)(Dutertre et
al., 2012; Lynch, J. 2017), presentan diferentes patrones de expresion a lo
largo del Sistema Nervioso Central y diferentes propiedades fisicoquimicas y
farmacolégicas (Lynch, J. W., et 2004; Lynch, 2009; Yevenes et al., 2010;
Zeilhofer et al., 2018). Mientras que entre subunidades o y la subunidad

existe una identidad de aminoacidos menor al 50% (Dutertre et al., 2012)
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Conformaciones del Receptor de Glicina

A B

Heteropentamero Homopentamero

Figura 4: Esquema de las conformaciones del receptor de glicina. A)

Conformacién heteropentamérica. B) Conformacion homopentamérica.

La subunidad o1 del RGIi se expresa ampliamente a lo largo de la médula
espinal y tronco encefélico a partir de la tercera semana postnatal (Lynch, J.
2009). Diferentes lineas de investigacién sugieren que gran parte de la
neurotransmision glicinérgica en adultos estd mediada por el receptor
heteromeérico a1f3 (Lewis, TM. et al., 2003; Lynch, J. 2009) y se ha observado
gue modificaciones en el gen GRLA1 que permite la expresion de esta
subunidad del RGIi provoca fenotipos hiperekpléxicos en ratones (Schaefer
et al., 2013; Bode and Lynch, 2014).

De igual manera, se ha caracterizado la expresion y funcién de esta subunidad

del receptor en poblaciones neuronales relacionadas a los
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circuitos de recompensa del cerebro (Munoz et al., 2018; Gallegos et al., 2019;
Munoz et al., 2020).

En cuanto a la subunidad o2, en el estado embrionario se encuentra distribuido
ampliamente en todas las capas de la corteza cerebral, diencéfalo, nucleo
accumbens, el ndcleo estriado, hipocampo, talamo, cerebelo, tronco
encefalico y medula espinal (Kuhse et al., 1991; Avila et al., 2013; McCracken
et al., 2017). Se ha observado en diversos estudios que esta involucrado en
la migracion cortical, la neurogénesis y la memoria de reconocimiento (Avila
et al.,, 2013; Pilorge et al.,, 2016; Lin et al., 2017). Esta subunidad, en
mamiferos adultos, posee una baja 0 ausente expresion en la asta dorsal de
la medula espinal (Lynch, J. W, 2009; Zeilhofer, H. U., et al. 2012; San Martin,
V. P., et al. 2022). Sin embargo, se observa ARNm o2 en el hipocampo, la
corteza cerebral y el talamo de adultos (Malosio et al., 1991; Sato, Kiyama y
Tohyama, 1992; Lynch, J. 2004, Araya et al., 2021).

La subunidad a3 comienza a expresarse a partir de las dos semanas postnatal
en retina, hipocampo, cerebro anterior y laminas superficiales de lamedula
espinal (Harvey et al., 2004; Lynch, 2009; McCracken et al., 2017), en adultos
se encuentra restringida a la red respiratoria del tronco encefalico
contribuyendo al control de la respiracion, a las laminas superficiales I, 11 y Il
del asta dorsal de la medula espinal contribuyendo al procesamiento sensorial
(Harvey et al., 2004; Manzke et al., 2010; Dlugaiczyk et al., 2016; Tziridis et
al.,2017). Diferentes estudios han evidenciado que a3 RGli es un importante
mediador de la neurotransmision inhibitoria glicinérgica en circuitos
neuronales sensoriales nociceptivos en laminas del asta dorsal de la médula
espinal (Lynch, J. 2009).

Cabe destacar que existe poca evidencia de la expresion funcional del gen
gue permite la expresion de la subunidad a4 en ratas (Lynch, 2009) (Figura
4).
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Por su parte, la subunidad 8 del receptor de glicina, se encuentra expresada
tanto en periodos pre y postnatales en todo el sistema nervioso central
(Malosio et al., 1991; Aguayo et al., 2004; Lynch, 2009). Esta subunidad no
forma canales homomeéricos funcionales, pero es clave para la formacion de
“clusters” o agrupaciones de receptores (Lynch, J. 2009). De igual manera,
otorga mayor estabilizacion de los receptores de glicina en la sinapsis, ya
que permite la interacciéon del ICD de la subunidad con la proteina de
andamiaje; Gefirina. (Sola, M. et al., 2004; Lynch, J. 2009; Tyagarajan and
Fritschy, 2014; Groeneweg et al., 2018) Gefirina es una proteina
citoplasmatica de 98kDa que es esencial en el anclaje del receptor al
citoesqueleto, asi como en la agrupacion de receptores en densidades
postsinapticas mediante la subunidad B y los microtdbulos intracelulares
(Fritschy et al., 2008).

Finalmente, se tiene conocimiento actualmente que los receptores de glicina
singpticos comprenden mayoritariamente complejos heteroméricos (Lynch,
2009).
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Figura 5: Esquema de las subunidades del receptor de glicina y su
ubicaciéon. A) Subunidad o1 presente en medula espinal y tronco encefalico. B)
Subunidad 2 presente en el nlcleo accumbens y el nlcleo estriado y su expresion
disminuye o esausente en la medula espinal de mamiferos adultos, no asi en el
cerebro. C) Subunidad o3 presente principalmente en el asta dorsal de la médula

espinal. D) Subunidad o4 no se expresa en mamiferos.

3. Lasubunidad a3y sus variantes

El RGIi a3 es expresado en la forma de dos variantes posibles: asL 0 asK.
Estas proteinas son producto del empalme alternativo que elimina el exén 8
del gen GLRAS3 (Nikolic, Z. et al., 1998; Lemmens, V. et al., 2021). Esta
modificacién postraduccional resulta en la eliminacibn de 15 residuos
(TEAFALEKFYRFSDT) en el ICD de la variante asK, produciendo distintos
patrones en la distribucion subneuronal, conductancia unitaria,
desensibilizacion, agrupamiento, interacciones con componentes
subcelulares y propiedades de difusion en la membrana (Lemmens, V. et al.,
2021). Por ejemplo, se ha descrito que el exdn 8A confiere propiedades
diferentes en el trafico subcelular y el agrupamiento de RGIli a3, debido a que
el segmento TEAFALEKFYRFSDT, facilita la interaccion del receptor con
la proteina SEC8 (Wilkenman, A. et al., 2014) (Figura 5). Ademas, se ha
demostrado que ambas variantes se co-expresan en neuronas; la variante
a3l se localiza principalmente en las pre-singpsis, mientras que la variante
asK se localiza en el soma y dendritas (Nikolic, Z. et al., 1998; Wilkenman, A.
etal., 2014). Un estudio reciente ha demostrado que ambas variantes difieren
en sus corrientes unitarias. Mientras la variante asL mostré una conductancia
principal de ~40 pS (2.3 pA), la conductancia de la variante azK fue de ~96 pS
(6.2 pA). La incorporacion de la variante osK al pentdmero, produjo
conductancias unitarias de ~96 pS en el receptor asl/asK (Lemmens, V.
et al., 2021).

De manera interesante, diversos estudios han observado que en el hipocampo
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de los pacientes con epilepsia se expresa predominantemente la isoforma de
empalme largo asL (Langlhofer, G. & Villmann, C. 2016). Por otra parte, la
evidencia experimental adjudica un papel critico en el dolor inflamatorio
cronico al receptor de glicina as presente en el asta dorsal. (Ahmadi et al.,
2002; Harvey et al., 2004; Zelhofer, H. et al., 2021)

Desafortunadamente, estos estudios que comparan ambas variantes no
profundizan sobre los determinantes moleculares que determinan estas

diferencias.

A raiz de estas observaciones, los datos experimentales mostraron que la
conductancia de la variante asL es modulada por eventos de fosforilacion
mediada por PKA mecanismo que se ha visto relacionado con mecanismo

de sensibilizacion al dolor inflamatorio crénico (Moraga Cid, et al., 2020)

Como mencionamos antes, estos eventos de fosforilacién han sido implicados
en la generacion de eventos de dolor crénico (Ahmadi, S. et al., 2002; Harvey
etal., 2004; Velazquez Flores, M. A & Salceda, R. 2011; Zeilhofer et al., 2018)

Variantes de la subunidad a, del RGli

Gen
GLRA3
| / A
-EXONS )
A

a3l a3K

299 392
3L ROHKELLRFRRKRKNKTEAFALEKFYRFSDMDDEVRESRFSFTAYGMGPCLOAKDGMT PKGPNHPVQVMPKSPDEMRKVEI DRA
3K RQHKELLRFRRKRKNK——————————————- DDEVRESRFSFTAYGMGPCLQAKDGMT PKGPNHPVQUMPKSPDEMRKVFIDRA

Figura 6: Esquema de las variantes de la subunidad a3 del receptor de

glicinay sus diferencias aminoacidicas en el ICD.
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4. Modulacion de la funciéon del RGIi as

Diferentes estudios se han dedicado a estudiar las sinapsis inhibitorias
producidas por los receptores de glicina presentes en el sistema nervioso.
Varias moléculas de origen enddégeno o exdgeno (Tabla 1) son capaces de
alterar las propiedades funcionales del canal; conocidos como moduladores
alostéricos. Estas moléculas poseen una variada naturaleza quimica entre
los cuales se encuentran alcoholes, anestésicos generales, neuroesteroides,

Zinc y cannabinoides (Yu, J. et al., 2021).

Actualmente, la estricnina es el antagonista mas clasico y potente del receptor
de glicina. Es un alcaloide aislado de Strychnos nux vomica, altamente téxico,
no tiene color y posee un sabor amargo. Es comunmente utilizado en
pesticidas para vertebrados pequefios, pajaros y roedores (Pribilla, I. et al.,
1992; Breitinger, U., & Breitinger, H. 2020).

Se tiene conocimiento de que moduladores alostéricos tales como: el
analgésico AM-3607, taurina, cafeina, colchicina, Zinc, tropeinas, etanol y -
alanina se unen en el ECD. Las bajas concentracion de estos compuestos
inhiben competitivamente respuestas mediadas por glicina, mientras que
concentraciones mas altas provocan una corriente significativa (Breitinger,
U., & Breitinger, H. 2020).

Estudios anteriores han demostrado que moléculas tales como: ivermectina,
tetrahidrocannabidiol (THC) (Yevenes, G. E., & Zeilhofer, H. U, 2011), etanol
(Burgos, CF. et al,. 2015) , anestésicos generales, anestésicos volatiles,

presentan sitio de unién en el TMD (Breitinger, U., & Breitinger, H. 2020).

A pesar de que no se ha resuelto la estructura de alta resolucion del ICD,
durante la Ultima década, el ICD ha emergido como un componente estructural
relevante en términos de la modulacion alostérica del receptor (Bregman, H.
et al., 2017). Por ejemplo, se han descrito sitios que median los efectos de
etanol y propofol localizados en el ICD (Burgos, CF. Et al,. 2015; Yevenes, G.
E., & Zeilhofer, H. U, 2011)
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Ademas, esta regién también cumple un rol fundamental en la modulaciéon
del RGIi por componentes intracelulares (Bregman, H. et al., 2017; Ivica, J. et
al., 2020).

Se han identificado sitios de interaccion de endocannabinoides (Yévenes, G.
E. etal.,, 2011), etanol (Mihic, S. J. et al., 1997), ubiquitinacion (Villmann, C. et
al., 2009) y fosforilaciones producidas por proteinas quinasas A (Breitinger,
U.etal., 2018) y C (Vaello, M. L. et al., 1994; Han, L. et al 2013; Langlhofer, G.
& Villmann, C. 2016; Breitinger, U., &Breitinger, H. 2020) en el ICD del RGli.

Asi, se han descrito residuos localizados en ellCD, que median la
interaccion del RGIi con el heterodimero Gpy, interaccidbnque potencia la
funcidn del receptor (Yévenes et al., 2003; Yévenes et al., 2006). De igual
forma, se ha descrito que existen sitios de fosforilacion mediada por PKA/PKC
(Naito, A. et al., 2015).

Uno de los primeros datos que muestran analgesia dependiente del receptor
de glicina proviene de estudios realizados con un derivado sintético de los
fitocannabinoides de-hidroxilcannabidiol (DH-CBD) (Lara, C. O. et al., 2020).

De igual manera, el 2,6-di-tercbutilfenol (2,6-DTBP) un analogo no sedante del
Propofol, mejoro la corriente evocada por glicina de a1y as. En modelos de
dolor inflamatorio, redujo la hiperalgesia inflamatoria en un receptor os
dependiente. De igual manera, el derivado del Propofol fue capaz de ampliar
la cinética del tiempo de decaimiento de la corriente sinaptica glicinérgica en
las neuronas del asta dorsal de animales inflamados o después de la
activacion de EP2 con PGE2 lo que sugiere la recuperacion de la inhibicion
glicinérgica espinal como principal mecanismo de accién (Acufia, M. A. et al.,
2016; Lara, C. O. et al., 2020).
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Tabla 1: Moduladores de la funcion del RGIi. (Breitinger, U., & Breitinger, H.

2020).
Glicina Agonista Histamina Antagonista
b-alanina Agonista parcial Picotroxina Antagonista
Taurina Agonista parcial Resveratrol Antagonista
Ivermectina Agonista Estricnina Antagonista
Bicuculina Antagonista Anandamida Modulador
Bifasico
Cafeina Antagonista Canabidiol Modulador
Bifasico
Clozapina Antagonista Propofol Modulador
alostérico positivo
Colchicina Antagonista Etanol Modulador
alostérico positivo
Fluoxetina Antagonista Gelsimina Modulador
Bifasico
AM-3607 Modulador Pentobarbital Modulador
alostérico positivo alostérico positivo
Melatonina Modulador 2,6-DTBP Modulador
alostérico positivo alostérico positivo
PKA Por fosforilacion PKC Por fosforilacion
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5. Fosforilacion del as RGIi por la Proteina Quinasa A (PKA):
Mecanismos moleculares y relevancia fisiopatolégica

La fosforilacién es una de las modificaciones postraduccionales que regulan
diversas funciones biolégicas y que pueden modular receptores de membrana
provocando cambios conformacionales, de expresion, de internalizacion, de
movilizacién incluso puede alterar los parametros microscépicos propios del

receptor. (Breitinger, U., & Breitinger, H. 2020).

Un estudio realizado en neuronas del asta dorsal de ratones demostré que
solo las corrientes evocadas por glicina se veian disminuidas cuando el
receptor EP2 se activaba con PGEZ2, a diferencia de lo que ocurria en las
corrientes evocadas por los receptores de GABA, AMPA y NMDA, que no se

veian afectadas por la aplicacion de PGE2. (Ahmadi, S., et al., 2002).

En este contexto, se ha reportado al RGIli como un sustrato de diferentes
guinasas, viendo su actividad mayormente asociada a los diversos sitios de
fosforilacién descritos que estan presentes en el bucle intracelular, que se
encuentra entre TM3 y TM4. (Naito, A. et al., 2015; Lynch. J, et al., 2007).

Entre las proteinas quinasas que desempefian un papel en la modulacion de
la funcion del RGli, se destaca PKA. La evidencia experimental ha demostrado
gue la disminucion de las corrientes glicinérgica espinales provocada por la
fosforilacion dependiente de PKA en el RGIi, esta especificamente restringida
a los RGli heteroméricos a1y as sinaptico. (Zeilhofer, H. 2005; San Matrtin, V.
P., etal. 2022)

Estudios realizados con ratones knockout para as permitio identificar que dicha
subunidad es esencial para los efectos de activacion de PKA por los
receptores EP2 por PGE2. Por lo que la disminuciéon de las corrientes
glicinérgicas de la subunidad asz del RGIi se encuentra relacionada con la
sensibilizacién al dolor inflamatorio cronico (Harvey R.J et al 2004; Acufia, M.
et al., 2016).

Finalmente, estudios realizados con la variante L de la subunidad oz del

RGli, demuestran que la fosforilacion realizada por PKA en el residuo
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Serina 346 presente en el ICD del receptor, provoca una disminucion de la
amplitud de las corrientes glicinérgica (Harvey R J, et al 2004), y que esta no
se produce por una pérdida en la afinidad aparente del receptor por su ligando
ni por cambios en la expresion del receptor, sino por una disminucion
significativa de la conductancia unitaria del receptor. (Moraga Cid et al., 2020)
(Figura 6)

La evidencia anteriormente mencionada ha llevado al desarrollo de
herramientas farmacoldgicas para la reparacion de la actividad glicinérgica.
Nuevos estudios han proporcionado evidencia de que los moduladores
alostéricos positivos (PAM) del receptor de glicina ejercen efectos anti-
nociceptivos en modelos preclinicos de dolor cronico (San Martin, V. P., et
al. 2022).

Por lo tanto, restaurar la actividad del RGIli as sindptico a través de
moduladores alostéricos positivos puede constituir un enfoque terapéutico
basado en mecanismos contra el dolor inflamatorio crénico. (Acufia. M, et al.,
2016; Zeilhofer et al., 2018, 2021).
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Figura 7: Esquema del receptor de glicina a3 relacionado con procesos de

sensibilizacion al dolor crénico. Activacion del receptor EP2 por
prostaglandinas de tipo 2 que genera una cascada de sefializacion que provoca

la activacion de la PKA y la posterior fosforilacion del receptor de glicina

A partir de los antecedentes presentados, diferentes metodologias se han
utilizado para realizar estudios de fosforilacion a partir de diferentes técnicas,
tales como: modificaciones quimicas de residuos de aminocidos (mutacion
fosfomimetica) (Figura 8), activacion de PKA mediante bPAC (Figura 9),
incubaciones con 8-Br- cAMP, activacion de AC por Forskolina, entre muchas
otras técnicas que permiten la simulacion o activacion directa o indirecta de
PKA, facilitando la realizacion de estudios enfocados en el mecanismo

molecular de accion de PKA con un receptor de membrana.

5.1 Mutaciones Fosfomimeticas

Diferentes estudios han utilizado modificaciones quimicas para simular
efectos de las fosforilaciones producidas por proteinas quinasas
intercambiando residuos de Serina o Treonina, como sitios de consenso de
fosforilacion para proteinas quinasas, por residuos de acido glutdmico o acido
aspartico (Acuiia M.Aet al., 2016; Moraga Cid., et al. 2020). Debido a que
estos aminoacidos presentan, a pH fisiolégico, carga negativa que simula la

incorporacion de grupos fosfatos a los residuos. (Figura 8)

27



DIFERENCIA ENTRE MUTACION FOSFOMIMETICA Y FOSFORILACION
A B C

Figura 8: Esquema comparativo entre una mutacion fosfomimética y una
fosforilacion en el sitio de consenso de fosforilacion serina 346. A) ICD del
RGliy el sitio de consenso de fosforilacidon; Serina 346. B) ICD del RGli destacando
el residuo Serina 346 fosforilado por una quinasa (*) C) ICD del RGIi con la
mutacion fosfomimética S346E.
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5.2Adenil Ciclasa Fotoactivable (bPAC)

La optogénica nos permite manipular de forma no invasiva y precisa en un
espacio-temporal las funciones celulares, combinando la ingenieria genética
con el control de la funcién de proteinas mediante la luz. (Jansen V. et al.,
2017)

Un estudio identificé en el genoma de la bacteria Beggiatoa, una secuencia
de ADN que codifica una adenil ciclasa directamente unida a un dominio
sensor de luz de tipo BLUF; bPAC (Figura 9) (Stierl M.et al., 2010)

bPAC, funciona como un dimero, formado por las interacciones de dos hélices
BLUF a3, lo que hace que las modificaciones de la cinética de los
fotorreceptores sean mas sencillas. El peso molecular de bPAC es de 33kDa.
La distancia desde el amino terminal al croméforo es de 2.09 nm (Kinjo T. et
al., 2020)

En la oscuridad, bPAC presenta una actividad reducida ya que
ocasionalmente asume una conformacion cataliticamente competente y
genera CAMP. La absorcion de luz extiende el angulo de apertura y
reposiciona los residuos cataliticos para interactuar mejor con el sustrato y
catalizar la reaccion. (Yang S. et al., 2021) De igual manera, puede ser
activada con luz LED 455nm (Jansen V. et al., 2017)

Estudios realizados con bPAC demostraron que las elevaciones de AMPc
inducidas por la luz en las neuronas, son altamente reproducibles y
proporcionales a la dosis de luz, lo que hace posible de forma no invasiva, el
control de la luz y en consecuencia la concentracion de AMPc en la biologia
celular y las neurociencias. (Stierl M.et al., 2010) Por lo tanto, bPAC se ha
convertido en la herramienta preferida para la realizacion de estudios que
utilizan PAC para aumentar los niveles de AMPc intracelular. (Jansen V. et al.,
2017) Esta herramienta nos permite producir AMPc de forma mas rapida
dentro de las células y se ha aplicado a varios tipos de células y animales.
(Kinjo T. et al., 2020).

En comparacion con las otras PAC existentes la manipulacion farmacolégica,
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la rpida reversibilidad y el aumento de la resolucion temporal y espacial que
confiere el uso de bPAC es una ventaja al estudiar la sefalizacién rapida y

compartimentada de AMPc (Yang S. et al., 2021)

Representacién estructura bPAC

Luz Azul
455nm

X

Dominio
BLUF

Dominio
catalitico

7~ A

ATP cAMP +
PPi

Figura 9: Esquema de Beggiatoa PAC (bPAC). Dominio BLUF y dominio
catalitico de bPAC.
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Hipotesis y Objetivos

El RGIli as juega un rol critico en la fisiologia normal del SNC. Su mal
funcionamiento ha estado ligado a la aparicion de eventos patolégicos como
epilepsia del I6bulo temporal (Eichler et al., 2009, 2008; Meier et al., 2005),y
dolor crénico (Acufia, M. et al,. 2016) (Lynch, J. 2017). El RGli a3 presenta dos
variantes producto de un proceso de empalme alternativo postraduccional;
ask y asK (Nikolic, Z. et al., 1998; Lemmens, V. et al., 2021). Estas variantes
presentan diferencias en sus patrones de expresion, localizacién subcelular,
funcién y modulacion por proteinas intracelulares (Lemmens, V. et al., 2021).
La evidencia experimental ha demostrado que el RGIli a3 juega un rol
importante en la generacion de procesos de dolor crénico (Ahmadi et al.,
2002; Harvey et al., 2004; Zelhofer, H. et al., 2021). Estos eventos son
mediados por una reduccion de la funcion del RGIi as por procesos de
fosforilacion mediada por PKA (Ahmadi, S., et al., 2002). La fosforilacion del
residuo S346, localizado en el ICD de la variante asL,produce una disminucion
significativa de la conductancia unitaria del canal (Moraga Cid et al., 2020).
Sin embargo, aun cuando ambas variantes pueden ser co-expresadas en un
mismo pentamero, el impacto de la fosforilacion en la variante asK ain no ha

sido estudiada.

PREGUNTA DE INVESTIGACION:

1.- ¢, Cémo afecta la utilizacién de una mutante fosfomimética o la activacion

de PKA através de bPAC a la conductancia unitaria de la variante RGIli a3K?

2.- ¢, Puede ser restablecida la conductancia de la variante asK S346E del RGli
por un PAM?

1. HIPOTESIS:

1.- La modificacion quimica de un residuo en el ICD o la activacion de PKA

mediante bPAC disminuye la conductancia unitaria de la variante ozK del RGli.
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2.- La reducciéon de la conductancia unitaria de la variante asK del RGIi

puede ser revertida por un PAM como el 2,6-DTBP

2. OBJETIVO GENERAL:

Determinar el efecto de la mutacion fosfomimética y la activacion de PKA en

la funcion de la variante RGIi asK expresada en células HEK293.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Determinar el efecto de una mutacién fosfomimética en los patrones de
expresion en la superficie de la membrana de la variante RGli asK

mediante estudios de inmunocitoquimica y microscopia confocal.

2. Determinar los efectos de una mutacidon fosfomimética en los
parametros macroscopicos de la variante RGIli asK (EC50, Imax)

mediante electrofisiologia con la técnica de Whole-Cell.

3. Determinar los efectos de una mutacion fosfomimética o la activacion
de PKA mediante bPAC en los parametros microscopicos de la variante
RGIi asK (Conductancia unitaria, probabilidad de apertura) mediante

electrofisiologia con la técnica de Cell-Attached.
4. Determinar si la conductancia unitaria de la mutacién fosfomimética

realizada en el ICD de la variante asK es afectada por un PAM como
el 2,6- DTBP.
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Metodologia

Cultivos celulares y transfeccién:

Se utilizaron células HEK 293 (Human Embrionic Kidney), las cuales fueron
cultivadas y sembradas en vidrios de 18mm (para los experimentos de patch
clamp) y de 12 mm (para los experimentos de inmunocitoquimica) con medio
D-MEM (Dubelcco’s modified Eagle médium) y FBS (suero fetal de bovino) al
10% en una incubadora termo regulada con 5% de CO2a 37°C.

Las células sembradas se transfectaron con los vectores codificantes para las
diferentes variantes de la subunidad asy sus mutaciones fosfomiméticas,luego
de 48 horas aproximadamente al alcanzar una confluencia de 70%. Seutilizd
Lipofectamina 2000 (Invitrogen) para la transfeccion y se agregd en una
proporcion de 0,7 ul por cada 1 ug de DNA en 50 yL de Opti-MEM® | (1x)
(Invitrogen). Esta mezcla es agregada directamente sobre las células,las
cuales seran estudiadas después de 18 a 24 horas post-transfeccion.

Para obtener los registros realizados con la fibra 6ptica se co-tranfecté en una

relacion de 2:2:1 los plasmidos de asK, bPAC y mCherry respectivamente.

1. Plasmidos:

Los plasmidos utilizados en este proyecto son los siguiente (gen/vector):
GFP/pGreenLattern, RGli-asL/pcDNA3, RGli-asL>**E/pcDNA3 (Moraga Cid et
al., 2020), RGIli-azK/pcDNA3, RGli-azKS3*E/pcDNA3, RGli-azKS346A

/pcDNA3, pcDNA3.1/hChR2(H134R)-mCherry, b-PAC pCl, todos disponibles

en nuestro laboratorio
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CMV_fwd_primer
T7_promoter
Bglll (12) Nnel (895)
AmpR_promoter Nrul (208) Aflil (208)
ORF frame 2 CAG_enhancer Hindlll (811)
Ampicillin Ndel (484) Kpal (921)
CMV_immearly_promgter. (9’29;
EcoRlI (852)
EcoRV (864)
Notl (978)
Xhol (935)
Xbal (801)
Apal (1001
BCH_rev_primer
bGH_PA_terminator

5428 bp

f1_origin
pBABE_3_primer
5V40_enhancer
SV40_promoter
SV40_origin
SV40pro_F_primer

lac_promoter

M13_pUC_rev_primer Stul (2053)

M13_reverse_primer Xmal (2075)
EBV_rev_primer Smal (2677)
SV40_PA_terminator Narl (2264)
BstBl (2048) Mscl (2346)

Figura 10: Mapa de restriccion de vector pcDNA3.1(+). Este vector posee un
tamafno de 5,3 kb. El pcDNA3.1(+) posee un gen de resistencia a ampicilina para

seleccionar bacterias transformadas (Invitrogen Corporation).

34



Figura 11: Mapa de restrAic‘cié')‘n de vector pIRES2-EGFP. Este vectorposee un
tamafio de 5,3 kb y contiene el sitio interno de entrada al ribosoma (IRES) del virus
de encefalomiocarditis (EMCV) entre el sitio de multiclonamiento (MCS) y la regién
codificante para EGFP. Esto permite quetanto el gen de interés (clonado en el MCS)
como el gen que codifica para EGFP se traduzcan desde un mRNA bicistrénico
sencillo. EI MCS se encuentra entre el promotor temprano de citomegalovirus (CMV)
y la secuencia IRES. El pIRES2-EGFP posee un gen de resistencia a kanamicina

para seleccionar bacterias transformadas (Clontech Laboratories, Inc.).

2. Registros electrofisioldégicos en modalidad célula completa

Los registros electrofisiologicos fueron realizados en modalidad “Whole Cell”
siguiendo el protocolo de Moraga Cid et al,. 2020.

La solucién externa en la cual fueron registradas las células estuvo compuesta
de: 150mM NaCl, 5.4mM KCI, 2mM CaClz, 1mM MgClz, 10mM
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glucosa, 10mM HEPES. La solucién fue ajustada a pH 7,4 y a una osmolaridad
entre 320-330 mOsm, almacenado a 4°C hasta el momento de utilizacion.

La solucion interna estuvo compuesta por: 120 mM CsClI, 2 mM MgClz, 2 mM
ATP-Naz, 10 mM BAPTA, 0.5 mM GTP y 10 mM HEPES. La solucién fue
ajustada a un pH 7,40 — 7,45 y a una osmolaridad de 290-310 mOsm
almacenada a -20 °C hasta el momento de su utilizacion.

La solucidén “stock” de glicina de 10 mM fue preparada utilizando glicina
hidrocloruro (Sigma).

Las pipetas de registro fueron construidas con capilares de borosilicato (Sutter
Instrument Company) con un puller de pipetas (Narishige Group) y una
microforja (Narishige Group) para obtener pipetas de resistencia 5-7 MQpara
el modo de célula completa.

Se incorporo la solucion interna a la micropipeta y se conecté al electrodo de
registro de plata recubierto con AgCl. Se utilizO un microscopio invertido
(Diaphot, Nikon, Japan) acoplado a una unidad de fluorescencia. Las células
positivamente transfectadas se identificaron mediante la emision de
fluorescencia por la expresion de GFP utilizando filtros para FITC en el
microscopio.

El potencial de membrana fue fijado a -60 mV y la corriente se filtr6 a 2 kHz.
Se aplicé el agonista; glicina, mediante una linea de perfusion doble, la cual
fue ubicada aproximadamente a 50 yM de la célula. Las concentraciones de
glicina utilizadas fueron de: 10 uM; 30 uM; 60 uM; 100 uM; 300 pM; 500 uM;1000
MM de glicina, las cuales fueron aplicadas durante 4 segundos para realizar
los registros de corriente evocada. Las corrientes evocadas porglicina fueron
registradas con un amplificador Axopatch 200B, una Digidata 13222A y el
programa pClamp 9 (Molecular Devices, USA) y los datosobtenidos se
guardaron utilizando un computador conectado al sistema y el analisis de los
registros fue realizado utilizando el programa Clampfit 10.0 (Molecular
Devices, USA).
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Las curvas concentracion-respuesta se construyeron a partir de las
amplitudes de las corrientes evocadas por glicina utilizando la siguiente

ecuacion:

Igli = Imax [glilnh[glilnh 4+ [ECso]nh

Ademas, los parametros (ECsoy los coeficientes de Hill) fueron obtenidos de
la ecuacion descrita anteriormente.

Finalmente, se evaluaron cambios en las corrientes maximas de RGli as
(cambio en el porcentaje de corriente maxima desensibilizada y el tiempo de
decaimiento) mediante registros de célula completa aplicando

concentraciones saturantes de agonista durante 4 segundos.

3. Registros electrofisiolégicos de canal unico

Los registros electrofisiologicos fueron realizados en modalidad “Cell-
Attached” siguiendo el protocolo de Moraga Cid et al,. 2020.

La solucion externa en la cual fueron registradas las células estuvo compuesta
de: 150mM NacCl, 2mM KCI, 2mM CacClz, 1,2mM MgClz, 10mM HEPES, 20mM
TEA, 15mM Sucrosa, 14mM Glucosa. La solucion fue ajustada a pH 7,4y a
una osmolaridad entre 350-370 mOsm, almacenado a 4°C hasta el momento
de utilizacion.

La solucion “stock” de glicina de 10mM fue preparada utilizando glicina
hidrocloruro (Sigma). La solucidon que se incorpord a la micropipeta es una
solucion de glicina o una solucién de glicina y estricnina segun sea el caso y
se conecta al electrodo de registro de plata recubierto con AgCI. Se utilizé un
microscopio invertido (Diaphot, Nikon, Japan) acoplado a una unidad de
fluorescencia. Las células positivamente transfectadas se identificaron
mediante la emision de fluorescencia por la expresion de GFP o mCherry,

segun corresponda, utilizando filtros para FITC en el microscopio.

Las pipetas de registro fueron construidas con capilares de borosilicato(Sutter

Instrument Company) con un puller de pipetas (Narishige Group) y
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una microforja (Narishige Group) para obtener pipetas de resistencia 9-12 MQ

para el modo de Cell-Attached

El potencial de membrana fue fijado a +60 mV y la corriente se filtr6 a 10kHz.
Se aplico el agonista Glicina en una concentracion de 100 uM en la pipeta o
una concentracion de 1 uM de estricnina. Las corrientes evocadas por glicina
fueron registradas con un amplificador Axopatch 200B con unfiltro low-
pass de 5kHz, un Digidata 13222A y el programa pClamp (Molecular Devices,
USA) y los datos obtenidos se guardaron utilizando un computador conectado

al sistema y el programa computacional Clampex version 9.2.009.

La estimulacion oOptica de bPAC se realizé utilizando un LED acoplado a
fibra que emite luz azul (470 nm) y un controlador LED T-Cube (Thorlabs,
EE. UU.). Los registros realizados con bPAC se obtuvieron manteniendo la luz

azul a aproximadamente a 200um de la célula por 15 min.

La amplitud de las corrientes fue obtenida y analizada a través del programa
Clampfit 10.7.0.3. El parametro de la conductancia de las corrientes seobtuvo

a partir de la siguiente ecuacion:

Amplitud de las corrientes

1000
60mV

4. Inmunocitoquimica:

Para realizar los estudios de inmunocitoquimica las células HEK 293 fueron
transfectadas con 24h de anticipacion y guardadas en una incubadora termo
regulada con 5% de COz2a 37°C.

Se quito el medio D-MEM y el FBS (suero fetal de bovino) en el que estaban
las células y se lavd 3 veces por 3 min con PBS 1X (buffer de fosfato salino),
utilizando pipetas Pasteur. Se realiz6 la fijacion de las células con PFA

(paraformaldehido) al 4% con 500ul por vidrio por 7 min. Luego, se lavd con
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PBS 3 veces por 3 min para enseguida realizar el proceso de blogueo por
30min a 1 hora, con una solucidon compuesta con: PBS 1X y HS (suero de
caballo) en una concentracién de 1:10. Posteriormente, se incubé en una
camara humeda con el anticuerpo primario contra 6xHis, raton (Clontech) en
una concentracion de 1:100 por 1h o toda la noche segun corresponda. Se

lavé con PBS 1X por 3 min 3 veces.

Luego, se incubd sin luz con el anticuerpo secundario Cy3 anti-ratén (Jackson
Immuno Research Laboratories, USA) en una concentracion de 1:200 por 1

hora o toda la noche segun corresponda.

Para finalizar, se lavd nuevamente con PBS 1X 3 veces por 3 min para
comenzar con el proceso de montaje, en el que se utilizé de 8 a 10ul de DAKO
(Fluorescence 17 Mounting Medium, Dako Cytomation Dako, USA) para
colocar los vidrios en los portaobjetos. Se deja secar por minimo 2 a 4 horas

y se guardaron a 4°C por 3 a 6 meses maximo.

5. Andlisis estadisticos:

Para estudios de inmunocitoquimica las comparaciones estadisticas (Lara,
C.O., et al., 2016) seran realizadas con ANOVA, en los cuales un p<0.05 se
considerara estadisticamente significativo. Las muestras obtenidas de los
estudios de inmunocitoquimica fueron analizadas en un microscopioconfocal
espectral modelo Zeiss LSM700 (Centro de Microscopia Avanzada, CMA,
UdeC). Las imagenes fueron captadas en 2 canales (rojo 488nm y verde
550nm) y se analizaron planos de 1 um en el eje z de cada célula. El analisis
de co-localizacion fueron realizados a través del analisis off-line de las
imagenes de inmunocitoquimica obtenidas mediante microscopia confocal
usando el programa FIJI.

Las corrientes evocadas fueron cuantificadas con el software de analisis
electrofisiolégico ClampFit 10.7.0.3. (Axon Instruments). Para realizar los
andlisis estadisticos y graficos resumen se utiliz6 el programa Origin 6.0
(Microcal, USA) donde los valores p<0.05 fueron considerados

estadisticamente significativos mediante test t-Student. Ademas, en los
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graficos los valores expuestos fueron expresados como el promedio * error

estandar.
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Resultados

1. Efectos de la activacién de PKA mediante la incubacién con 8-
br- cAMP en los patrones de expresion en la superficie de la
membranadel RGli asK WT mediante inmunocitoquimica en
células HEK293

Con el objetivo de evaluar si la disminucién de la funciéon del RGIi variante
asK se encuentra asociada a un cambio en el patron de expresién del
receptor a nivel de la membrana tras la incubacién con 8- br-cAMP,
realizamos estudios de inmunocitoquimica y microscopia confocal en
células HEK293 en las siguientes condiciones: 1) asK WTdel RGIi +
DMSO, 2) asK WT del RGli + 8-br-cAMP, 3) asK S346E del RGli, 4) asK
S346A del RGIli + DMSO, 5) asK S346A del RGIi + 8-br- cAMP.

El 8-br-cAMP es un anélogo no hidrolizable de cAMP y fue utilizado
mediante incubaciones de 30 min en el medio para realizar una
estimulaciéon quimica directa de PKA e identificar si dicha activacion
muestra un impacto en los patrones de expresion en la membrana de las
variantes asK WT del RGIi y asK S346A del RGIi, en comparacion a la

expresion de la mutacion fosfomimética; asK S346E.

Nuestros resultados mostraron que la expresion del RGli asK WT tras la
incubacion con el AMPc no hidrolizable (8-br-cAMP) no muestra cambios
significativos en los patrones de expresidon de membrana comparados
con asK S346A y la mutacién fosfomimética asK S346E. Por lo que, la
disminucion de las corrientes glicinérgica del RGli variante asK WT no se

debe a un cambio en los patrones de expresion en la membrana.

Finalmente, la inmunoreactividad observada en el RGli asK WT y RGIi azK
S436E muestra la expresion de ambos receptores en células HEK293, lo
cual se puede corroborar con las corrientes registradas mediante

electrofisiologia. (Figura 12)
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Patrones de expresion de la variante a3K del RGli
A) iz KWT B) a; K WT + C) a;K S346E + D) a;K S346A+ E) a;K S346A +
+ DMSO 8-br-cAMP DMSO DMSO 8-br-cAMP

Figura 12: Imagenes de inmunocitoquimica adquiridas con microscopia
confocal de la a3K WT, a3K S346E y a3K S346A. En el canal verde se observa

GFP, en el canal rojo se observa el RGli y en amarillo se encuentra eMERGE que

es la superposicion de los 2 canales (40X) A) Expresion del receptor a3K Wild-Type

42



en células HEK293 con el vehiculo que es DMSO. B) Expresion del receptor
a3K Wild-Type en células HEK293 incubadas con 8- br-cAMP. C) Expresion del
receptor a3K con la mutacion fosfomimética (S346E) en células HEK293 con el
vehiculo DMSO. D) Expresion del receptor a3K S346A en células HEK293
incubadas con el vehiculo DMSO. E) Expresion del receptor a3K S346A en
células HEK293 con DMSO. F) Cuantificacion de los estudios de
inmunocitoquimica en las 3 condiciones mencionadas anteriormente y sus

respectivos controles.

2. Estudio de los parametros macroscopicos (ECsp, Imax) de RGli
az:KWT y RGIi azK S346E en células HEK293

Estudios previos han mostrado que la fosforilacion del residuo Serina 346 en
el receptor de glicina variante asL presente en el ICD, produce una reduccion
en la afinidad aparente del receptor por su agonista, lo que podria explicar la
inhibicion de las corrientes activas por glicina luego de un evento de
fosforilacion. (Harvey, R. J. et.al, 2004) (Moraga et. al., 2020).

Con el fin de evaluar si en la variante asK del RGli ocurre un mecanismo similar
al que ocurre en la variante asL frente a una fosforilacion anteriormente
mencionado, se estudio con una mutacion fosfomimética de lavariante askK
cambios en los parametros macroscoépicos (ECso, Imax). Para esto hemos
realizado estudios electrofisiolégicos con la técnica de Whole- Cell en células
HEK293 tranfectadas con asK WT o0 asK S346E con concentraciones
crecientes de glicina (10 uM , 30 pM, 60 pM, 100 pM, 300 uM, 600 pM, 1000
uM) (Figura 13A, Figura 13C) para observar los cambios en la afinidad

aparente del recepor por su ligando.

Los analisis de las curvas concentracion-respuesta mostraron que la variante
asK WT no presenta diferencias significativas en la afinidad aparente del
receptor con su ligando, al igual que la variante fosfomimética asK S346E, lo
gue se puede ver reflejado en las graficas de corrientes normalizadas, ya
qgue la mutacion fosfomimética no produce una desplazamiento de la curva.
(ECs0 azK WT = 57.5 uM +3.8, n=8; Figura 13B y ECso asK S346E =59.8 uM
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15.1, n=6; Figura 13 D). En términos de corrientes maximas, los resultados
obtenidos desde células HEK293 que expresaron el receptor asK WT silvestre
(n=8) o el receptor asK S346E (n=6), mostraron diferencias significativas entre
la variante silvestre y la variante fosfomimética del RGIi asK. Sin embargo,
estos resultados no fueron normalizados con la capacitancia celular, por lo
gue no se ha tomado en cuenta el tamafio de las celulas registradas y la

cantidad de receptor expresado en ellas. (Figura 13E, Figura 13F)
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Figura 13: Registros electrofisiolégicos a través de la técnica de Whole Cell en
células HEK293 transfectadas con la variante a3K WT y a3K S346E. A) Curvas
realizadas con concentraciones crecientes de glicina (10 puM, 30uM, 60 uM, 100 uM, 300
UM, 500 pM, 1000 uM) en células HEK293 transfectadas con el receptor de glicina a3K
Wild-Type registradas con la tecnica de Whole-Cell en(n=8). B) Curva Concentracion —
Respuesta de las corrientes evocadas por glicina en a3K Wild-Type. C) Curvas
realizadas con concentraciones crecientesde glicina (10 pM, 30 pM, 60 pM, 100 pM, 300
UM, 500 pM, 1000 puM) en célulasHEK293 transfectadas con el receptor de glicina a3K
S346E registradas con la técnica de Whole-Cell (n=6). D) Curva Concentracién —
Respuesta de las corrientes evocadas por glicina en a3K S346E. E) Corrientes

maximas evocadas con 500 uM de las variante a3K Wild-Type y a3K S346E. F)

Grafico de barras de las corrientes maximas de ambas variantes WT y fosfomimética.
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3. Estudio de los parametros cinéticos microscopicos de RGli a3K
WTy RGIi a3K S346E en células HEK293 mediante técnicas
electrofisiologicas

La evidencia experimental ha demostrado que la reduccion en la funcién del
RGIi asL por eventos de fosforilacion mediada por PKA, puede ser explicada
por una reduccidn significativa de la conductancia unitaria del canal. Un
estudio reciente, ha demostrado que existen diferencias en las conductancias
unitarias de ambas variantes, presentando la variante asK una mayor
conductancia que la variante asL (~105 vs 69 pS respectivamente) (Lemmens
V, etal., 2021). Cabe destacar que existen discrepancias en las conductancias
unitarias reportadas por diferentes laboratorios. En el caso de nuestro
laboratorio, la variante asL del RGIli presenta una conductancia de 92pS. De
manera interesante, los eventos de fosforilacion reducen la conductancia de
la variante asL de 92pS a 62pS. (Moraga Cid G, et al., 2020)

Ahora, con el fin de evaluar si en la variante asK del RGli ocurre un mecanismo
similar al que ocurre en la variante asL frente a una fosforilacion,se realizaron
registros electrofisiologicos de la variante asL WT y asLfosfomimético (S346E)
con la técnica de Cell Attached con 100 uM de glicina(Figura 14A, Figura
14B, Figura 14C). Y se observé que ocurre una disminucion significativa de
la amplitud de las corrientes del RGIli asL fosfomimético (S346E) de 5.3 pA a
3.0 pA, de igual manera, se observé unadisminucion de la conductancia
unitaria del canal, siendo 90pS para asL WTdel RGli y 60pS para asL S346E
(Figura 14D, Figura 14E, Figura 14F)
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Figura 14: Registros electrofisioldgicos a través de la técnica de Cell-Attached
en células HEK293 transfectadas con la variante a3L WT y a3L S346E. A)
Registros electrofisioldgicos con la técnica de Cell-Attached en células HEK293
transfectadas con el receptor de glicina a3L Wild-Type. B)Actividad registrada de con
el receptor de glicina a3L Wild-Type con 100 pM de glicina. C) Grafico de barras de
las amplitudes de las corrientes de ambasvariantes WT y fosfomimética. D) Registros
electrofisioldgicos con la técnica de Cell-Attached en células HEK293 transfectadas
con el receptor de glicina a3L S346E. E) Actividad registrada de con el receptor de
glicina a3L S346E con 100 uM de glicina. F) Gréafico de barras de las conductancias

de ambas variantes WT y fosfomimética.
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A partir de los resultados obtenidos en la variante asL WT y asL fosfomimético
(S346E), quisimos evaluar si la variante asK del RGIli se comportaba de la
misma manera frente a una fosforilacion. Se realizaron registros
electrofisiologicos de la variante asK WT y asK fosfomimética con latécnica de
Cell Attached con 100 uM de glicina (Figura 15A, Figura 15B, Figura 15C).
Y se observo que ocurre una disminucion significativa tanto de la amplitud de
las corrientes de 5.8 pA a 2.9 pA, de igual manera, se observéuna disminucion
de la conductancia unitaria del canal, siendo 95pS para asKWT del RGli (n=10)
y 50pS para asK S346E (n=16) (Figura 15D, Figura 15E, Figura 15F)
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Figura 15: Registros electrofisiolégicos através de la técnica de Cell attached
en células HEK293 transfectadas con la variante a3K WT y a3K S346E. A)
Registros electrofisioldgicos con la técnica de Cell-Attached en células HEK293
transfectadas con el receptor de glicina a3K Wild-Type (n=10). B) Actividad registrada
de con el receptor de glicina a3K Wild-Type con 100uM de glicina. C) Gréfico de
barras de las amplitudes de las corrientes de ambas variantes WT y fosfomimética.
D) Registros electrofisiolégicos con la técnica de Cell-Attached en células HEK293
tranfectadas con el receptor de glicina a3K S346E (n=16). E) Actividad registrada de
con el receptor de glicina a3K S346E con 100 uM de glicina. F) Gréfico de barras de

las conductancias de ambas variantes WT y fosfomimética.

3.1 Efectos de la activacion de bPAC en la variante asK WT
mediante electrofisiologia en Cell-Attached

La evidencia experimental ha demostrado que el RGIi as juega un rol
importante en la generacion de procesos de dolor crénico (Acufia M, et al.,
2016). Estos eventos son mediados por una reduccion de la funcién del RGli
as por procesos de fosforilacion mediada por PKA. La fosforilacion delresiduo
S346, localizado en el ICD de la variante asL, produce una disminucién
significativa de la conductancia unitaria del canal (Moraga Cid G, et al., 2020).
Sin embargo, aun cuando ambas variantes pueden ser coexpresadas en un
mismo pentamero, el impacto de la fosforilacion en la variante asK aun no
habia sido estudiada. Por este motivo, realizamos registros de Cell-Attaced en
celulas HEK293 tranfectadas con asK WT + bPAC con 100uM de glicina 'y se
observo que al activar la luz azul, ocurre una disminucion en la amplitud de
las corrientes de 6.0 pA a 1.5 pA luego de 15 min. (Figura 16)
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Figura 16: Registros electrofisioldégicos a través de la técnica de Cell Attached
en células HEK293 transfectadas con la variante a3K WT + bPAC. A) Registros
electrofisiolégicos con la técnica de Cell-Attached en células HEK293 cotranfectadas
con el receptor de glicina a3K Wild-Type y bPAC. La luz azul que activa bPAC se
mantuvo prendida por 15min (n=3). B) Amplitud registrada del RGli a3K WT con
100pM de glicina 'y bPAC. C) Curso temporal de corrientes evocadas por glicina (100

uM) en ausencia y presencia de luz azul en células que coexpresan a3K RGli y bPAC.

3.2 Efectos de un 2,6-DTBP en la mutacion fosfomimética de a3K
mediante electrofisiologia en Cell-Attached.

Estudios anteriores han demostrado que el 2,6-DTBP, que es un derivado no
anestésico del Propofol, revierte la desinhibicion mediada por la inflamacion
a través de una interaccion especifica con los RGIli heteroméricos que
contienen la subunidad as fosforilada (Acuiia M, et al., 2016). De manera
interesante, pudimos observar que al co-aplicar glicina + 10 uM de 2,6-DTBP
se restaura la amplitud de las corrientes glicinérgicas y la conductancia
unitaria generadas por la variante fosfomimética a3K S346E. Obteniendo un
valor control de la amplitud del RGli a3K S346E de 3.0 pA y una conductancia
unitaria de 50 pS (Figura 17A, Figura 17B, Figura 17C). Del mismo modo, se

observo la variante fosfomimeética del RGli asK S346E con la co-aplicacion de 2,6-
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DTBP (n=6) y se muestra una restauracion de la amplitud inicial a 6.0 pA'y
una conductancia unitaria de 95 pS, siendo similar a los datos obtenidos
anteriormente en la variante asK WT (Figura 17D, Figura 17E, Figura 17F).
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Figura 17: Registros electrofisiologicos a través de la técnica de Cell-attached
en células HEK293 transfectadas con la variante a3K WT. A) Registros
electrofisioldgicos con la técnica de Cell-Attached en células HEK293 transfectadas
con el receptor de glicina a3K S346E utilizando 100 uM de glicina. B) Actividad
registrada de con el receptor de glicina a3K S346E con 100 UM de glicina. C) Gréfico
de barras de las amplitudes de las corrientes control, evocadas con 100 pM de glicina
de glicina + 10 uM de 2,6-DTBP. D) Registros electrofisioldgicos con la técnica de
Cell- Attached en células HEK293 tranfectadas con el receptor de glicina a3K.
S346E utilizando 100 uM de glicina + 10 uM de 2,6-DTBP E) Actividad registrada de

con el receptor de glicina a3 S346E con 100 uM de glicina + 10 yM de 2,6-DTBP F)
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Gréfico de barras de las conductancias de las corrientes control, evocadas con 100
MM de glicina'y 100 uM de glicina + 10 uM de 2,6- DTBP.
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Discusion

Las prostaglandinas de tipo 2 (PGE2) son un mediador crucial de la
sensibilizacion al dolor inflamatorio cronico. Estudios previos realizados en
neuronas de la asta dorsal de ratones han determinado que la aplicaciéon de
PGE2 provoca una disminucién en las corrientes sinapticas espontaneas
glicinérgica inhibitorias (glicina-IPSCs) y no en las corrientes evocadas por
GABA o Glutamato. En esta misma linea, se identifico a través de péptidos
inhibidores de proteinas quinasa, que la PKA era la involucrada en la cascada
de sefializacién que provocaba la disminucién de las corrientes glicinérgica
(Ahmadi, S., et al., 2001).

Estudios realizados en ratones knockout para as, que carecen de la inhibicién
de la neurotransmision glicinérgica por PGE2 que se observa en los ratones
silvestres, se observé que la subunidad a3 del RGli es esencial en el proceso
de sensibilizacion al dolor. De igual manera, se observo que lafosforilacion de
PKA es realizada en el residuo serina 346 presente en el ICDde la subunidad
(Harvey, R. J, et al., 2004).

Sin embargo, la subunidad as del RGli como mencionamos anteriormente
presenta dos variantes; aslL y asK, que se ha observado presentan diferencias
tanto en los patrones de expresibn como en paradmetros macro y
microscopicos. (Eichler et al., 2009; Breitinger, et al., 2002; Lemmens, et al.,
2021). Estudios experimentales de inmunofluorescencia en neuronas
hipocampales de raton, han propuesto que la variante asL del RGIi presenta
un patron de expresion en la membrana diferente, al que presenta la variante
asK del RGIi. El patron de expresion de la variante asL forma agrupaciones o
clusters a diferencia de la variante asK que se distribuye de manera
homogénea en la membrana (Eichler et al., 2009). Estudios experimentales
en la variante asL, que activaron de forma directa e indirectamente PKA,
observaron que no hay diferencias significativas en los patrones de expresion
en la membrana de la variante asL cuando estaba fosforilada. (Moraga Cid et
al., 2020).
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De igual manera, un estudio realizado en células HEK293 con altas
concentraciones de glicina; 2 mM, permiti6 observar que la velocidad de
desensibilizacion es mayor en el RGIli asK que en el RGIli asL (Breitinger, et
al., 2002). Asi mismo se observo que la conductancia unitaria de ambas
variantes era diferente. Ademas, mostraron que el RGli azK se desensibiliza
en un mayor porcentaje en la corriente activada por glicina comparada con el
RGIi asL. (Breitinger, et al., 2002).

Asi mismo, un reciente estudio realizado en células HEK293 que expresaban
al RGIi asL muestra que al activar PKA de forma indirecta; EP2-R y bPAC y
de forma directa; 8-Br-AMPc, el RGIi asL muestra una disminucion de las
corrientes glicinérgicas, tanto en la técnica de whole-cell como en cell-
attached permitiéndonos observar que la amplitud de las corrientes y la
conductancia unitaria de esta variante disminuye notablemente (Moraga-Cid
et al., 2020).

Nuestros experimentos de inmunocitoquimica y microscopia confocal
realizados en células HEK293 que expresaban el RGli a3K mostraron que la
activacion de PKA a traves de un AMPc no hidrolizable (8-br-cAMP) no mostro
cambios significativos en los patrones de expresion en la membrana del
receptor. De igual manera, los estudios realizados con la mutacién
fosfomimética no presentaron cambios significativos en los patrones de
expresion del receptor. En consecuencia, y luego de descartar cambios en la
expresion en la disminucion de las corrientes glicinérgica cuando se activa
PKA, se realizaron estudios de ECsoy corrientes maximas al RGli asK y una
mutante fosfomimética de esta variante. Estos estudios mostraron que la ECso
del RGIli asK y RGli asK S346E son muy similares y, por lo tanto, la mutacion
fosfomimética no muestra una pérdida de afinidad aparente del receptor por
su ligando. Sin embargo, las corrientes maximas del RGIli asK S346E es un
27% mayor que las corrientes maximas del RGIli asK WT. Es importante
destacar que los datos no estan normalizados a la capacitanciade la célula,
por lo tanto, no fue considerada la superficie ni la expresion en esta area de

receptores. No obstante, estos estudios fueron realizados en un
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receptor que presentaba una modificacion quimica en el ICD que simula una
fosforilacién. Por lo que, no es una fosforilacién y pudiese presentar cambios
en los resultados. De igual manera, las mutaciones fosfomiméticas son un

modelo ampliamente utilizado para simular fosforilaciones.

Luego, realizamos estudios en los parametros microscopicos del RGIi asK.
Comparamos amplitud y conductancia unitaria del RGli asK WT y RGIi asK
S346E y se observo que en la variante que posee la mutacion fosfomimética
hubo una disminucién de un 50 % en la amplitud y una disminucion de un 52%
en la conductancia unitaria del receptor, por lo que disminuye de forma
significativa en comparacién con el receptor silvestre en ambos parametros.
La mutacion fosfomimética presento una amplitud promedio de 2.9 pA y una

conductancia unitaria de 50pS.

De igual manera, se realizé un estudio en los parametros microscépicos del
receptor asK WT con la adenilciclasa foto activable con luz azul; bPAC. Y se
observo que al activar PKA mediante bPAC por 15 min, disminuye de forma
paulatina la amplitud de las corrientes glicinérgicas del receptor asK WT. Sin
embargo, este experimento posee un n bajo por lo que requiere mas

repeticiones.

Finalmente, utilizamos un compuesto derivado del Propofol (2,6-DTBP) con
el RGIi asK S346E y se observo que la co-aplicacion de 10 uM de 2,6-DTBP
con 100 uM glicina, restaura la amplitud de las corrientes de glicina de la
variante que posee la mutacion fosfomimética, es decir, actia como

modulador alostérico positivo.

Estos hallazgos permiten iniciar una serie de estudios farmacolégicos con el
receptor de glicina as como objetivo prometedor en la terapia del dolor
(Langlhofer, G. & Villmann, C. 2016).
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Conclusiones

El RGIi a3 juega un rol critico en la fisiologia normal del SNC. Su mal
funcionamiento ha estado ligado a la aparicion de eventos patol6gicoscomo
dolor crénico y epilepsia. El RGli a3 presenta dos variantes producto de un
proceso de empalme alternativo postraduccional: asL y asK. Estas variantes
presentan diferencias en sus patrones de expresion, localizacion subcelular,
funcién y modulacion por proteinas intracelulares. La evidencia experimental
ha demostrado que el RGIi asjuega un rol importante en la generacion de
procesos de dolor crénico. Estos eventos son mediados por una reduccion
de la funcion del RGIi a3 por procesos de fosforilacionmediada por PKA. La
fosforilacion del residuo S346, localizado en el ICD de la variante asL,

produce una disminucion significativa de la conductanciaunitaria del canal.

Nuestra evidencia experimental con el RGli asK nos permitié observar
gue la disminucién de las corrientes glicinérgicas de esta variante debido a
la activacion de PKA, no es producto de un cambio en la expresion en la
membrana ni la pérdida de afinidad aparente del receptor con su ligando,
sino que es producto de una disminucién en la amplitud de las corrientes y
la conductancia unitaria del receptor. Y finalmente, en un modelo de
fosforilacién del RGIi asK, esta disminucion de amplitud de las corrientes y la
disminucion en la conductancia unitaria del canal puede ser restaurada por
un PAM como el 2,6-DTBP.
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