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Resumen 
 

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

pentaméricos (pLGICs) y se ha demostrado que subunidades específicas del 

RGli pueden           desempeñar un papel clave en varias enfermedades. En el caso 

de la           subunidad 3; se ha visto relacionada con la nocicepción y mecanismos 

de sensibilización al dolor crónico. Esta subunidad del receptor de glicina 

presenta dos variantes; 3L y 3K, que difieren en 15                 aminoácidos ubicados 

en el ICD de la variante 3L y que no presenta la variante 3K. Esto debido al 

splicing alternativo que elimina el exón 8 del gen GNRL3. 

Se ha estudiado un mecanismo de sensibilización al dolor inflamatorio crónico, 

dependiente de la pérdida de inhibición glicinérgica del RGli 3L, tras la 

activación de los receptores neuronales EP2 y consecuente activación  de 

PKA. 

De modo que, a través de estudios de inmunocitoquímica y registros 

electrofisiológicos pudimos observar que la mutación fosfomimética o la 

activación de PKA a través de bPAC, disminuye las corrientes glicinérgica de 

la variante 3K del RGli. Esta disminución es producto de una disminución en 

la conductancia unitaria del canal. Por lo tanto, nuestros hallazgos muestran 

que la variante 3K actúa de una forma similar a la variante 3L del RGli, 

frente a la activación de PKA mediante bPAC o en el modelo fosfomimético de 

3K. 

De igual manera, pudimos observar que el PAM del RGli; 2,6-DTBP, restauró 

la conductancia unitaria del RGli 3K S346E, siendo esta similar a la 

conductancia de la variante 3K WT del RGli. 

Finalmente, el desarrollo de herramientas farmacológicas para la restauración 

de la actividad glicinérgica podría ejercer efectos anti-nociceptivos, 

recuperando el equilibrio excitatorio – inhibitorio fundamental en el 

funcionamiento del SNC. 

 
 



x 

 

 

 

 
 
 

Figura 1: Modulación de la conductancia unitaria del RGli α3K. A) RGli α3K 

con una mutación fosfomimética en el ICD (S346E), presenta conductancia 

unitaria reducida. B) RGli α3K  y bPAC activada con luz azul, provoca una 

reducción de la conductancia unitaria del canal. C) RGli α3K activado con Gli y 

un PAM como el 2,6-DTBP provoca una restauración de la                 conductancia 

unitaria del canal. 
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Abstract 
 

 

RGli belongs to the superfamily of pentameric ligand-gated ion channels (pLGICs) and 

it has been shown that specific subunits of RGli may play a key role in several 

diseases. In the case of the 3 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; 3L and 3K, which differ in 15 amino acids located in the ICD of the 

3L variant and which does not present the 3K variant. This is due to alternative 

splicing that eliminates exon 8A of the GNRL3 gene. 

A mechanism of sensitization to chronic inflammatory pain has been studied, 

dependent on the loss of glycinergic inhibition of RGli 3L, 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 3K variant of RGli. This 

decrease is the product of a decrease in the unitary conductance of the channel. 

Therefore, our findings show that the 3K variant acts in a similar way to the 3L variant 

of RGli, against PKA activation by bPAC or in the 3K phosphomimetic model. 

Similarly, we could observe that the PAM of the RGli; 2,6-DTBP restored the unitary 

conductance of RGli 3K S346E, this being similar to the conductance of the 3K 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. 
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Introducción 
 

1. Generalidades del Receptor de Glicina (RGli) 

 
El Receptor de glicina (RGli) pertenece a la superfamilia de canales iónicos 

pentaméricos activados por ligando (pLGICs, por sus siglas en inglés), junto 

a los receptores nicotínicos 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 aminoácidos. 

Estudios tempranos de topología 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 unión al agonista 

(glicina), cuatro hélices transmembrana (TM 1-4) donde las cadenas laterales 

del TM2 forman anillos  de constricción en la región del poro, que formarían 

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 topología general del RGli han sido corroboradas por 

estudios estructurales por difracción de rayos X y por crio-microscopia 

electrónica (Du, J. et al, 2015). Estas estructuras, resueltas a 2.8-3Å, muestran 

que el ECD además de presentar el sitio ortostérico donde interacciona glicina, 

presenta sitios alostéricos de modulación para la sulfonamida tricíclica 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 información estructural no está completa, debido a la 

alta movilidad intrínseca de esta región dificultando la obtención de datos 

estructurales de alta resolución (Ivica, J. et al., 2021). Sin embargo, en este 

último tiempo ha sido altamente estudiado su aspecto funcional en el receptor, 

incluyendo desensibilización, modulación del canal tanto por sustancias 

endógenas como exógenas, modificaciones postranscripcionales 
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y tráfico celular a la membrana y al núcleo (Langlhofer, G. & Villmann, C. 2016; 

Thompson, J. et al., 2023) 

 
 
 

 
 
 

 
Figura 2: Esquema de la arquitectura y topología de 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  interactúa con la proteína de andamio Gefirina, que 

conecta al receptor con elementos del citoesqueleto, regula el tráfico del 

receptor, por lo que es importante para el anclaje y localización sináptica, 

además de controlar procesos de traducción de señales (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 iónico. Sin embargo, la evidencia 

sugiere un papel poco estudiado del bucle presente entre TM3- 
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TM4 en la interacción con otras proteínas intracelulares (Sadtler y col., 2003; 

Melzer y col., 2010; Langlhofer, G. & Villmann, C. 2016). 

La secuencia de aminoácidos del bucle TM3-TM4 determina las propiedades 

del canal de iones. Los conocimientos estructurales del bucle entre TM3- TM4 

se limita a pequeños segmentos cercanos a estas regiones, por lo que la 

información estructural de este bucle no se encuentra completa (Ivica, J. et 

al., 2021). 

La unión del agonista endógeno, glicina, en el sitio ortostérico gatilla un re- 

arreglo conformacional a nivel del ECD, el cual es transducido hacia la región 

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 

electroquímico (Lynch, 2009 ; Zeilhofer et al., 2012; Kumar, A. et al, 2020). 

Una vez activado por glicina, la entrada de iones cloruro causa la 

hiperpolarización de las neuronas postsinápticas, 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 transición entre el estado inactivo/cerrado, el estado activo/abierto y el 

estado desensibilizado, está determinada por la afinidad del receptor por el 

agonista, sumado a las propiedades cinéticas intrínsecas 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 intrínsecas corresponden a la 

firma identificatoria para cada tipo de receptor. 

 
 

El receptor de glicina se encuentra distribuido en el hipocampo, médula 
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espinal y tronco encefálico, en particular en los núcleos trigémino, el núcleo 

cuneiforme, el núcleo grácil, el núcleo moto hipogloso, los núcleos reticulares 

y los núcleos cocleares (Probst. A, et al 1986; Lynch. J, 2004). De igual 

manera, se ha observado una expresión menor del receptor de glicina en la 

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

Se ha observado que el RGli participa en la coordinación motora, 

controlando  la excitabilidad de las motoneuronas de la médula espinal y el 

tronco encefálico, control del ritmo respiratorio y mecanismos de control en el 

procesamiento sensorial. (Lynch, J. 2009) 

Alteraciones en la neurotransmisión glicinérgica puede ocurrir por: genes 

mutados que codifican diversas subunidades del receptor de glicina o 

proteínas adyacentes del complejo del receptor, edición del receptor o 

modulación 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 lóbulo temporal (Eichler et al., 2009, 2008; Meier et al., 

2005), trastornos espectro autista (Lionel et al.,2013; Zhang, Y. et al., 2017) o 

sensibilización al dolor inflamatorio crónico (Acuña, M. et al,. 2016; Lynch, J. 

2017) 
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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: El receptor no está unido al agonista y el canal está cerrado. C) Estado 

desensibilización: El receptor está unido al agonista y el canal se encuentra cerrado. 

 
 

2. Las subunidades del RGli 

 
El receptor de glicina puede presentarse en una conformación 

homopentamérica, conteniendo solo subunidades alfa () o 

heteropentaméricas conteniendo subunidades alfa y beta (/) con una 

estequiometria de 2:3 (Durisic et al., 2012; Yang, Taran, Webb y Lynch, 

2012), sin embargo, un estudio reciente describió una estequiometria de 4:1 

(Yu, H. et al., 2021; Zhu et al., 2021) (Figura 3). A la fecha, cuatro subunidades 

 (1-4) 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 expresión a lo 

largo del Sistema Nervioso Central y diferentes propiedades  fisicoquímicas y 

farmacológicas (Lynch, J. W., et 2004; Lynch, 2009; Yevenes et al., 2010; 

Zeilhofer et al., 2018). Mientras que entre subunidades  y la subunidad  

existe una identidad de aminoácidos menor al 50% (Dutertre et al., 2012) 
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Figura 4: Esquema de las conformaciones del receptor de glicina. A) 

Conformación heteropentamérica. B) Conformación homopentamérica. 

 
La subunidad 1 del RGli se expresa ampliamente a lo largo de la médula 

espinal y tronco encefálico a partir de la tercera semana postnatal (Lynch, J. 

2009). Diferentes líneas de investigación sugieren que gran parte de la 

neurotransmisión glicinérgica en adultos está mediada por el receptor 

heteromérico 1β (Lewis, TM. et al., 2003; Lynch, J. 2009) y se ha observado 

que modificaciones en el gen GRLA1 que permite la expresión de esta 

subunidad del RGli provoca fenotipos hiperekpléxicos en ratones (Schaefer 

et al., 2013; Bode and Lynch, 2014). 

De igual manera, se ha caracterizado la expresión y función 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 2, en el estado embrionario se encuentra distribuido 

ampliamente en todas las capas de la corteza cerebral, diencéfalo, núcleo 

accumbens, el núcleo estriado, hipocampo, tálamo, cerebelo, tronco 

encefálico y medula espinal (Kuhse et al., 1991; Avila et al., 2013; McCracken 

et al., 2017). Se ha observado en diversos estudios que está involucrado en 

la migración cortical, la neurogénesis y la memoria de reconocimiento (Avila 

et al., 2013; Pilorge et al., 2016; Lin et al., 2017). Esta subunidad, en 

mamíferos adultos, posee una baja o ausente expresión 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 2 en el hipocampo, la 

corteza cerebral y el tálamo de adultos (Malosio et al., 1991; Sato, Kiyama y 

Tohyama, 1992; Lynch, J. 2004, Araya et al., 2021). 

La subunidad 3 comienza a expresarse a partir de las dos semanas postnatal 

en retina, hipocampo, cerebro anterior y laminas superficiales de la medula 

espinal (Harvey et al., 2004; Lynch, 2009; McCracken et al., 2017), en adultos 

se encuentra restringida a la red respiratoria del tronco encefálico 

contribuyendo al control de la respiración, a las láminas superficiales I, II y II 

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 3β RGli es un importante 

mediador de la neurotransmisión inhibitoria glicinérgica en circuitos 

neuronales sensoriales nociceptivos en láminas del asta dorsal de la médula 

espinal (Lynch, J. 2009). 

Cabe destacar que existe poca evidencia de la expresión funcional del gen 

que permite la expresión de la subunidad 4 en ratas (Lynch, 2009) (Figura 

4). 
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Por su parte, la subunidad β 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 homoméricos funcionales, pero es clave para la formación de 

“clusters” o agrupaciones de receptores (Lynch, J. 2009). De igual manera, 

otorga mayor estabilización de los receptores de glicina en la sinapsis, ya 

que permite la interacción del ICD de la subunidad con la proteína de 

andamiaje; Gefirina. (Sola, M. et al., 2004; Lynch, J. 2009; Tyagarajan and 

Fritschy, 2014; Groeneweg et al., 2018) Gefirina es una proteína 

citoplasmática de 98kDa que es esencial en el anclaje del receptor al 

citoesqueleto, así como en la agrupación de receptores en densidades 

postsinápticas mediante la subunidad β y los microtúbulos intracelulares 

(Fritschy et al., 2008). 

Finalmente, se tiene conocimiento actualmente que los receptores de glicina 

sinápticos comprenden mayoritariamente complejos heteroméricos (Lynch, 

2009). 
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Figura 5: Esquema de las subunidades del receptor de glicina y su 

ubicación. A) Subunidad 1 presente en medula espinal y tronco encefálico. B) 

Subunidad 2 presente en el núcleo accumbens y el núcleo estriado y su expresión 

disminuye o es ausente en la medula espinal de mamíferos adultos, no así en el 

cerebro. C) Subunidad 3 presente principalmente en el asta  dorsal de la médula 

espinal. D) Subunidad 4 no se expresa en mamíferos. 

 

3. La subunidad 3 y sus variantes 

 
El RGli 3 es expresado en la forma de dos variantes posibles: 3L o 3K. 

Estas proteínas son producto del empalme alternativo que elimina el exón 8 

del gen GLRA3 (Nikolic, Z. et al., 1998; Lemmens, V. et al., 2021). Esta 

modificación postraduccional resulta en la eliminación de 15 residuos 

(TEAFALEKFYRFSDT) en el ICD de la variante 3K, produciendo distintos 

patrones en la distribución subneuronal, conductancia unitaria, 

desensibilización, agrupamiento, interacciones con componentes 

subcelulares y propiedades de difusión en la membrana (Lemmens, V. et al., 

2021). Por ejemplo, se ha descrito que el exón 8A confiere propiedades 

diferentes en el tráfico subcelular y el agrupamiento de RGli 3, debido a que 

el segmento TEAFALEKFYRFSDT, facilita la interacción del receptor  con 

la proteína SEC8 (Wilkenman, A. et al., 2014) (Figura 5). Además, se ha 

demostrado que ambas variantes se co-expresan en neuronas; la variante 

3L se localiza principalmente en las pre-sinápsis, mientras que la variante 

3K se localiza en el soma y dendritas (Nikolic, Z. et al., 1998; Wilkenman, A. 

et al., 2014). Un estudio reciente ha demostrado que ambas variantes difieren 

en sus corrientes unitarias. Mientras la variante 3L mostró una conductancia 

principal de 40 pS (2.3 pA), la conductancia de la variante 3K fue de 96 pS 

(6.2 pA). La incorporación de la variante 3K al pentámero, produjo 

conductancias unitarias de 96 pS en el receptor 3L/3K (Lemmens, V. 

et al., 2021). 

 
De manera interesante, diversos estudios han observado que en el hipocampo 



21 

 

 

de los pacientes con epilepsia se expresa predominantemente la isoforma de 

empalme largo 3L (Langlhofer, G. & Villmann, C. 2016). Por otra parte, la 

evidencia  experimental adjudica un papel critico en el dolor inflamatorio 

crónico al receptor de glicina 3 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 raíz de estas observaciones, los datos experimentales mostraron que la 

conductancia de la variante 3L es modulada por eventos de fosforilación 

mediada por PKA mecanismo que se ha visto relacionado con mecanismo 

de sensibilización al dolor inflamatorio crónico (Moraga Cid, et al., 2020) 

Como mencionamos antes, estos eventos de fosforilación han sido  implicados 

en la generación de eventos de dolor crónico (Ahmadi, S. et al., 2002; Harvey 

et al., 2004; Velazquez Flores, M. A & Salceda, R. 2011; Zeilhofer et al., 2018) 

 
 

 

 
 

Figura 6: Esquema de las variantes de la subunidad α3 del receptor de 

glicina y sus diferencias aminoacídicas en el ICD. 
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4. Modulación de la función del RGli 3 

 
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 endógeno o exógeno (Tabla 1) son capaces de 

alterar las propiedades funcionales del canal; conocidos como moduladores 

alostéricos. Estas moléculas poseen una variada naturaleza química entre 

los cuales se encuentran alcoholes, anestésicos generales, neuroesteroides, 

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

Actualmente, la estricnina es el antagonista más clásico y potente del receptor 

de glicina. Es un alcaloide aislado de Strychnos nux vomica, altamente tóxico, 

no tiene color y posee un sabor amargo. Es comúnmente utilizado en 

pesticidas para vertebrados pequeños, pájaros 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, cafeína, colchicina, Zinc, tropeinas, etanol y β- 

alanina se unen en el ECD. Las bajas concentración de estos compuestos 

inhiben competitivamente respuestas mediadas por glicina, mientras que 

concentraciones más 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 volátiles, 

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

A pesar de que no se ha resuelto la estructura de alta resolución del ICD, 

durante la última década, el ICD ha emergido como un componente estructural 

relevante en términos de la modulación 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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Además, esta región también cumple un rol fundamental en la modulación 

del RGli por componentes intracelulares (Bregman, H. et al., 2017; Ivica, J. et 

al., 2020).  

Se han identificado sitios de interacción de endocannabinoides (Yévenes, G. 

E. et al., 2011), etanol (Mihic, S. J. et al., 1997), ubiquitinación (Villmann, C. et 

al., 2009) y fosforilaciones producidas por proteínas quinasas A (Breitinger, 

U.et al., 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. 

Así, se han descrito residuos localizados en el ICD, que median la 

interacción del RGli con el heterodímero G, interacción que potencia la 

función del receptor (Yévenes et al., 2003; Yévenes et al., 2006). De igual 

forma, se ha descrito que existen sitios de fosforilación 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 análogo no sedante del 

Propofol, mejoro la corriente evocada por glicina de 1 y 3. En modelos de 

dolor inflamatorio, redujo la hiperalgesia inflamatoria en un receptor 3 

dependiente. De igual manera, el derivado del Propofol fue capaz de ampliar 

la cinética del tiempo de decaimiento de la corriente sináptica glicinérgica en 

las neuronas del asta dorsal de animales inflamados o después de la 

activación de EP2 con PGE2 lo que sugiere la recuperación de la inhibición 

glicinérgica espinal como principal mecanismo de acción (Acuña, M. A. et al., 

2016; Lara, C. O. et al., 2020). 



24 

 

 

 

Tabla 1: Moduladores de la función del RGli. (Breitinger, U., & Breitinger, H. 

2020). 

MODULADORES DE LA FUNCION DEL RECEPTOR DE GLICINA 

Glicina  Agonista Histamina  Antagonista  

b-alanina Agonista parcial Picotroxina Antagonista  

Taurina Agonista parcial Resveratrol Antagonista  

Ivermectina Agonista  Estricnina Antagonista  

Bicuculina Antagonista Anandamida Modulador 
Bifásico 

Cafeína  Antagonista  Canabidiol Modulador 
Bifásico 

Clozapina  Antagonista  Propofol Modulador 
alostérico positivo 

Colchicina  Antagonista  Etanol Modulador 
alostérico positivo 

Fluoxetina  Antagonista  Gelsimina  Modulador 
Bifásico 

AM-3607 Modulador 
alostérico positivo  

Pentobarbital Modulador 
alostérico positivo  

Melatonina Modulador 
alostérico positivo 

2,6-DTBP Modulador 
alostérico positivo 

PKA Por fosforilación PKC Por fosforilación 
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5. Fosforilación del 3 RGli por la Proteína Quinasa A (PKA): 
Mecanismos moleculares y relevancia fisiopatológica 

La fosforilación es una de las modificaciones postraduccionales que regulan 

diversas funciones biológicas y que pueden modular receptores de                        membrana 

provocando cambios conformacionales, de expresión, de internalización, de 

movilización incluso puede alterar los parámetros  microscópicos propios del 

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

Un estudio realizado en neuronas del asta dorsal de ratones demostró que 

solo las corrientes evocadas por glicina se veían disminuidas cuando el 

receptor EP2 se activaba con PGE2, a diferencia de lo que ocurría en las 

corrientes evocadas por los receptores de GABA, AMPA y NMDA, que no se 

veían afectadas por la aplicación de PGE2. (Ahmadi, S., et al., 2002). 

En este contexto, se ha reportado al RGli como un sustrato de diferentes 

quinasas, viendo su actividad mayormente asociada a los diversos sitios de 

fosforilación descritos que están presentes en el bucle intracelular, que se 

encuentra entre TM3 y TM4. (Naito, A. et al., 2015; Lynch. J, et al., 2007). 

Entre las proteínas quinasas que desempeñan un papel en la modulación de 

la función del RGli, se destaca PKA. La evidencia experimental ha demostrado 

que la disminución de las corrientes glicinérgica espinales provocada por la 

fosforilación dependiente de PKA en el RGli, está específicamente restringida 

a los RGli heteroméricos α1 y α3 sináptico. (Zeilhofer, H. 2005; San Martin, V. 

P., et al. 2022) 

Estudios realizados con ratones knockout para α3 permitió identificar que dicha 

subunidad es esencial para los efectos de activación de PKA por los 

receptores EP2 por PGE2. Por lo que la disminución de las corrientes 

glicinérgicas de la subunidad α3 del RGli se encuentra relacionada con la 

sensibilización al dolor inflamatorio crónico (Harvey R.J et al 2004; Acuña, M. 

et al., 2016). 

Finalmente, estudios realizados con la variante L de la subunidad 3 del    

RGli, demuestran que la fosforilación realizada por PKA en el residuo 
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Serina 346 presente en el ICD del receptor, provoca una disminución 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 expresión del receptor, sino por una disminución 

significativa de la conductancia unitaria del receptor. (Moraga Cid et al., 2020) 

(Figura 6) 

La evidencia anteriormente mencionada ha llevado al desarrollo de 

herramientas farmacológicas para la reparación 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 preclínicos de dolor crónico (San Martin, V. P., et 

al. 2022). 

Por lo tanto, restaurar la actividad del RGli α3 sináptico a través de 

moduladores alostéricos positivos puede constituir un enfoque terapéutico 

basado en mecanismos contra el dolor inflamatorio crónico. (Acuña. M , et al., 

2016; Zeilhofer et al., 2018, 2021). 
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Figura 7: Esquema del receptor de glicina 3 relacionado con procesos de 

sensibilización al dolor crónico. Activación del receptor EP2 por 

prostaglandinas de tipo 2 que genera una cascada de señalización que provoca 

la activación de la PKA y la posterior fosforilación del receptor de glicina  

A partir de los antecedentes presentados, diferentes metodologías se han 

utilizado para realizar estudios de fosforilación a partir de diferentes técnicas, 

tales como: modificaciones químicas de residuos de aminoácidos (mutación 

fosfomimetica) (Figura 8),             activación de PKA mediante bPAC (Figura 9), 

incubaciones con 8-Br- cAMP, activación de AC por Forskolina, entre muchas 

otras técnicas que permiten la simulación o activación directa o indirecta de 

PKA, facilitando la realización de estudios enfocados en el mecanismo 

molecular de acción de PKA con un receptor de membrana. 

5.1 Mutaciones Fosfomimeticas 

 
 

Diferentes estudios han utilizado modificaciones químicas para simular 

efectos de las fosforilaciones producidas por proteínas quinasas 

intercambiando residuos de Serina o Treonina, como sitios de consenso de 

fosforilación para proteínas quinasas, por residuos de ácido glutámico o ácido 

aspártico (Acuña M.A, et al., 2016; Moraga Cid., et al. 2020). Debido a que 

estos aminoácidos presentan, a pH fisiológico, carga negativa que simula la 

incorporación de grupos fosfatos a los residuos. (Figura 8) 
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Figura 8: Esquema comparativo entre una mutación fosfomimética y una 

fosforilación en el sitio de consenso de fosforilación serina 346. A) ICD del 

RGli y el sitio de consenso de fosforilación; Serina 346. B) ICD del RGli destacando 

el residuo Serina 346 fosforilado por una quinasa (*) C) ICD del RGli con la 

mutación fosfomimética S346E. 
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5.2 Adenil Ciclasa Fotoactivable (bPAC) 

 
 

La optogénica nos permite manipular de forma no invasiva y precisa en un 

espacio-temporal las funciones celulares, combinando la ingeniería genética 

con el control de la función de proteínas mediante la luz. (Jansen V. et al., 

2017) 

Un estudio identificó 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 dímero, formado por las interacciones de dos hélices 

BLUF α3, lo que hace que las modificaciones de la cinética de los 

fotorreceptores sean más sencillas. El peso molecular de bPAC es de 33kDa. 

La distancia desde el amino terminal al cromóforo es de 2.09 nm (Kinjo T. et 

al., 2020) 

En la oscuridad, bPAC presenta una actividad reducida ya que 

ocasionalmente asume una conformación catalíticamente competente y 

genera cAMP. La absorción de luz extiende el ángulo de apertura y 

reposiciona los residuos catalíticos para interactuar mejor con el sustrato y 

catalizar la reacción. (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 concentración de AMPc en la biología 

celular y las neurociencias. (Stierl M.et al., 2010) Por lo tanto, bPAC se ha 

convertido en la herramienta preferida para la realización 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 más rápida 

dentro de las células y se ha aplicado a varios tipos de células y animales. 

(Kinjo T. et al., 2020). 

En comparación con las otras PAC existentes la manipulación                               farmacológica, 
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la rápida reversibilidad y el aumento de la resolución temporal  y espacial que 

confiere el uso de bPAC es una ventaja al estudiar la señalización rápida y 

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

 
 
 

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

catalítico de bPAC. 



31 

 

 

 
 

Hipótesis y Objetivos 
 

El RGli 3 juega un rol crítico en la fisiología normal del SNC. Su mal 

funcionamiento ha estado ligado a la aparición de eventos patológicos como 

epilepsia del lóbulo temporal (Eichler et al., 2009, 2008; Meier et al., 2005),y 

dolor crónico (Acuña, M. et al,. 2016) (Lynch, J. 2017). El RGli 3 presenta dos 

variantes producto de un proceso de empalme alternativo  postraduccional; 

3L y 3K (Nikolic, Z. et al., 1998; Lemmens, V. et al., 2021). Estas variantes 

presentan diferencias en sus patrones de expresión, localización subcelular, 

función y modulación por proteínas intracelulares (Lemmens, V. et al., 2021). 

La evidencia experimental ha demostrado que el RGli 3 juega un rol 

importante en la generación de procesos de dolor crónico (Ahmadi et al., 

2002; Harvey et al., 2004; Zelhofer, H. et al., 2021). Estos eventos son 

mediados por una reducción de la función del RGli 3 por procesos de 

fosforilación mediada por PKA (Ahmadi, S., et al., 2002). La fosforilación del 

residuo S346, localizado en el ICD de la variante 3L, produce una disminución 

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 pentámero, el impacto de la fosforilación en la variante 3K aún no ha 

sido estudiada. 

PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN: 
 

1.- ¿Cómo afecta la utilización de una mutante fosfomimética o la activación 

de PKA a través de bPAC a la conductancia unitaria de la variante RGli 3K? 

2.- ¿Puede ser restablecida la conductancia de la variante 3K S346E del RGli 

por un PAM? 

 

1. HIPOTESIS: 

 
1.- La modificación química de un residuo en el ICD o la activación de PKA 

mediante bPAC disminuye la conductancia unitaria de la variante 3K del RGli. 
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2.- La reducción de la conductancia unitaria de la variante 3K del RGli 

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

2. OBJETIVO GENERAL: 

 
Determinar el efecto de la mutación fosfomimética y la activación de PKA en 

la función de la variante RGli 3K expresada en células HEK293. 

3. OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

 
1. Determinar el efecto de una mutación fosfomimética en los patrones de 

expresión en la superficie de la membrana de la variante RGli 3K 

mediante estudios de inmunocitoquímica y microscopía confocal. 

 
 

2. Determinar los efectos de una mutación fosfomimética en los 

parámetros macroscópicos de la variante RGli 3K (EC50, Imáx) 

mediante electrofisiología con la técnica de Whole-Cell. 

 
 

3. Determinar los efectos de una mutación fosfomimética o la activación 

de PKA mediante bPAC en los parámetros microscópicos de la variante 

RGli 3K (Conductancia unitaria, probabilidad de apertura) mediante 

electrofisiología con la técnica de Cell-Attached. 

 
4. Determinar si la conductancia unitaria de la mutación fosfomimética 

realizada en el ICD de la variante 3K es afectada por un PAM como 

el 2,6- DTBP. 
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Metodología 
 
 
 

Cultivos celulares y transfección: 
 

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 inmunocitoquímica) 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 CO2 a 37°C. 

Las células sembradas se transfectaron con los vectores codificantes para las 

diferentes variantes de la subunidad α3 y sus mutaciones fosfomiméticas, luego 

de 48 horas aproximadamente al alcanzar una confluencia de 70%. Se utilizó 

Lipofectamina 2000 (Invitrogen) para la transfección y se agregó en una 

proporción de 0,7 μl por cada 1 μg de DNA en 50 μL de Opti-MEM® I (1x) 

(Invitrogen). Esta mezcla es agregada directamente sobre las células, las 

cuales serán estudiadas después de 18 a 24 horas post-transfección. 

Para obtener los registros realizados con la fibra óptica se co-tranfectó en una 

relación de 2:2:1 los plásmidos de α3K, bPAC y mCherry respectivamente. 

 
1. Plásmidos: 

 
Los plásmidos utilizados en este proyecto son los siguiente (gen/vector): 

GFP/pGreenLattern, RGli-α3L/pcDNA3, RGli-α3LS346E/pcDNA3 (Moraga Cid et 

al., 2020), RGli-α3K/pcDNA3, RGli-α3KS346E/pcDNA3, RGli-α3KS346A 

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

en nuestro laboratorio 
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Figura 10: Mapa de restricción de vector pcDNA3.1(+). Este vector posee un 

tamaño de 5,3 kb. El pcDNA3.1(+) posee un gen de resistencia a ampicilina para 

seleccionar bacterias transformadas (Invitrogen Corporation). 
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Figura 11: Mapa de restricción de vector pIRES2-EGFP. Este vector posee un 

tamaño 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 región 

codificante para EGFP. Esto permite que tanto el gen de interés (clonado en el MCS) 

como el gen que codifica para EGFP se traduzcan desde un mRNA bicistrónico 

sencillo. El 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 electrofisiológicos en modalidad célula completa 

 
Los registros electrofisiológicos fueron realizados en modalidad “Whole Cell” 

siguiendo el protocolo de Moraga Cid et al,. 2020. 

La solución externa en la cual fueron registradas las células estuvo compuesta 

de: 150mM NaCl, 5.4mM KCl, 2mM CaCl2, 1mM MgCl2, 10mM 
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glucosa, 10mM HEPES. La solución fue ajustada a pH 7,4 y a una osmolaridad 

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

La solución interna estuvo compuesta por: 120 mM CsCl, 2 mM MgCl2, 2 mM 

ATP-Na2, 10 mM BAPTA, 0.5 mM GTP y 10 mM HEPES. La solución 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 utilización. 

La solución “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 MΩ para 

el modo de célula completa. 

Se incorporó la solución interna a la micropipeta y se conectó al electrodo de 

registro de plata recubierto con AgCl. Se utilizó un microscopio invertido 

(Diaphot, Nikon, Japan) acoplado a una unidad de fluorescencia. Las células 

positivamente transfectadas se identificaron mediante la emisión de 

fluorescencia por la expresión de GFP utilizando filtros para FITC en el 

microscopio. 

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

Se aplicó el agonista; glicina, mediante una línea de perfusión doble, la cual 

fue ubicada aproximadamente a 50 μM de la célula. Las concentraciones de 

glicina utilizadas fueron de: 10 μM; 30 μM; 60 μM; 100 μM; 300 μM; 500 μM; 1000 

μM de glicina, las cuales fueron aplicadas durante 4 segundos para realizar 

los registros de corriente evocada. Las corrientes evocadas por glicina fueron 

registradas con un amplificador Axopatch 200B, una Digidata 13222A y el 

programa pClamp 9 (Molecular Devices, USA) y los datos obtenidos se 

guardaron utilizando un computador conectado al sistema y el análisis de los 

registros fue realizado utilizando el programa Clampfit 10.0 (Molecular 

Devices, USA). 
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Las curvas concentración-respuesta se construyeron a partir de las 

amplitudes de las corrientes evocadas por glicina utilizando la siguiente 

ecuación: 

 
𝐼𝑔𝑙𝑖 = 𝐼𝑚á𝑥 [𝑔𝑙𝑖]𝑛ℎ[𝑔𝑙𝑖]𝑛ℎ + [𝐸𝐶50]𝑛ℎ 

 

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

la ecuación descrita anteriormente. 

Finalmente, se evaluaron cambios en las corrientes máximas de RGli α3 

(cambio en el porcentaje de corriente máxima desensibilizada y el tiempo de 

decaimiento) mediante registros de célula completa aplicando 

concentraciones saturantes de agonista durante 4 segundos. 

 
3. Registros electrofisiológicos de canal único 

 
Los registros electrofisiológicos fueron realizados en modalidad “Cell- 

Attached” siguiendo el protocolo de Moraga Cid et al,. 2020. 

La solución externa en la cual fueron registradas las células estuvo compuesta 

de: 150mM NaCl, 2mM KCl, 2mM CaCl2, 1,2mM MgCl2, 10mM HEPES, 20mM 

TEA, 15mM Sucrosa, 14mM Glucosa. La solución fue ajustada a pH 7,4 y a 

una osmolaridad entre 350-370 mOsm, almacenado a 4°C hasta el momento 

de utilización. 

La solución “stock” de glicina de 10mM fue preparada utilizando glicina 

hidrocloruro (Sigma). La solución que se incorporó a la micropipeta es una 

solución de glicina o una solución de glicina y estricnina según sea el caso y 

se conecta al electrodo de registro de plata recubierto con AgCl. Se utilizó un 

microscopio invertido (Diaphot, Nikon, Japan) acoplado a una unidad de 

fluorescencia. Las células positivamente transfectadas se identificaron 

mediante la emisión de fluorescencia por la expresión de GFP o mCherry, 

según 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 MΩ 

para el modo de Cell-Attached 

 
El potencial de membrana fue fijado a +60 mV y la corriente se filtró a 10kHz. 

Se aplicó el agonista Glicina en una concentración de 100 µM en la pipeta o 

una concentración de 1 µM de estricnina. Las corrientes evocadas por glicina 

fueron registradas con un amplificador Axopatch 200B con un filtro 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 versión 9.2.009. 

La estimulación óptica de bPAC se realizó 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 200μm 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 parámetro de la conductancia de las corrientes se obtuvo 

a partir de la siguiente ecuación: 

 

𝐴𝑚𝑝𝑙𝑖𝑡𝑢𝑑 𝑑𝑒 𝑙𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑟𝑟𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒𝑠 

60𝑚𝑉 

 

∙ 1000 

 
 
 

4. Inmunocitoquímica: 

 
Para realizar los estudios de inmunocitoquímica las células HEK 293 fueron 

transfectadas con 24h de anticipación y guardadas en una incubadora termo 

regulada con 5% de CO2 a 37°C. 

Se quito el medio D-MEM y el FBS (suero fetal de bovino) en el que estaban 

las células y se lavó 3 veces por 3 min con PBS 1X (buffer de fosfato salino), 

utilizando pipetas Pasteur. Se realizó la fijación de las células con PFA 

(paraformaldehido) al 4% con 500µl por vidrio por 7 min. Luego, se lavó con 
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PBS 3 veces por 3 min para enseguida realizar el proceso de bloqueo por 

30min a 1 hora, con una solución compuesta con: PBS 1X y HS (suero de 

caballo) en una concentración de 1:10. Posteriormente, se incubó en una 

cámara húmeda con el anticuerpo primario contra 6xHis, ratón (Clontech) en 

una concentración de 1:100 por 1h o toda la noche según corresponda. Se 

lavó con PBS 1X por 3 min 3 veces. 

Luego, se incubó sin luz con el anticuerpo secundario Cy3 anti-ratón (Jackson 

Immuno Research Laboratories, USA) en una concentración de 1:200 por 1 

hora o toda la noche según corresponda. 

Para finalizar, se lavó nuevamente con PBS 1X 3 veces por 3 min para 

comenzar con el proceso de montaje, en el que se utilizó de 8 a 10µl de DAKO 

(Fluorescence 17 Mounting Medium, Dako Cytomation Dako, USA) para 

colocar los vidrios en los portaobjetos. Se deja secar por mínimo 2 a 4 horas 

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

5. Análisis estadísticos: 

 
Para estudios de inmunocitoquímica las comparaciones estadísticas (Lara, 

C.O., et al., 2016) serán realizadas con ANOVA, en los cuales un p<0.05 se 

considerará estadísticamente significativo. Las muestras obtenidas de los 

estudios de inmunocitoquímica fueron analizadas en un microscopio confocal 

espectral modelo Zeiss LSM700 (Centro de Microscopia Avanzada, CMA, 

UdeC). Las imágenes fueron captadas en 2 canales (rojo 488nm y verde 

550nm) y se analizaron planos de 1 μm en el eje z de cada célula. El análisis 

de co-localización fueron realizados a través del análisis off-line de las 

imágenes de inmunocitoquímica obtenidas mediante microscopía confocal 

usando el programa FIJI. 

Las corrientes evocadas fueron cuantificadas con el software de análisis 

electrofisiológico ClampFit 10.7.0.3. (Axon Instruments). Para realizar los 

análisis estadísticos y gráficos resumen se utilizó el programa Origin 6.0 

(Microcal, USA) donde los valores p<0.05 fueron considerados 

estadísticamente significativos mediante test t-Student. Además, en los 
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gráficos los valores expuestos fueron expresados como el promedio ± error 

estándar. 
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Resultados 
 

1. Efectos de la activación de PKA mediante la incubación con 8-
br- cAMP en los patrones de expresión en la superficie de la 

membrana del RGli 3K WT mediante inmunocitoquímica en 

células HEK293 

Con el objetivo de evaluar si la disminución de la función del RGli variante 

α3K se encuentra asociada a un cambio en el patrón de expresión del 

receptor a nivel de la membrana tras la incubación con 8- br-cAMP, 

realizamos estudios de inmunocitoquímica y microscopia confocal en 

células HEK293 en las siguientes condiciones: 1) α3K WT del RGli + 

DMSO, 2) α3K WT del RGli + 8-br-cAMP, 3) α3K S346E del RGli, 4) α3K 

S346A del RGli + DMSO, 5) α3K S346A del RGli + 8-br- cAMP. 

El 8-br-cAMP es un análogo no hidrolizable de cAMP y fue utilizado 

mediante incubaciones de 30 min en el medio para realizar una 

estimulación química directa de PKA e identificar si dicha activación 

muestra un impacto en los patrones de expresión en la membrana de las 

variantes α3K WT del RGli y α3K S346A del RGli, en comparación a la 

expresión de la mutación fosfomimética; α3K S346E. 

Nuestros resultados mostraron que la expresión del RGli α3K WT tras la 

incubación con el AMPc no hidrolizable (8-br-cAMP) no muestra cambios 

significativos en los patrones de expresión de membrana comparados 

con α3K S346A y la mutación fosfomimética α3K S346E. Por lo que, la 

disminución de las corrientes glicinérgica del RGli variante α3K WT no se 

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

Finalmente, la inmunoreactividad observada en el RGli α3K WT y RGli α3K 

S436E muestra la expresión de ambos receptores en células HEK293, lo 

cual se puede corroborar con las corrientes registradas mediante 

electrofisiología. (Figura 12) 
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Figura 12: Imágenes de inmunocitoquimica adquiridas con microscopia 

confocal de la α3K WT, α3K S346E y α3K S346A. En el canal verde se observa 

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

es la superposición de los 2 canales (40X) A) Expresión del receptor α3K Wild-Type 
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en células HEK293 con el vehículo que es DMSO. B) Expresión del receptor 

α3K Wild-Type en células HEK293 incubadas con 8- br-cAMP. C) Expresión del 

receptor α3K con la mutación fosfomimética (S346E) en células HEK293 con el 

vehículo DMSO. D) Expresión del receptor α3K S346A en células HEK293 

incubadas con el vehículo DMSO. E) Expresión del receptor α3K S346A en 

células HEK293 con DMSO. F) Cuantificación de los estudios de 

inmunocitoquímica en las 3 condiciones mencionadas anteriormente y sus 

respectivos controles. 

2. Estudio de los parámetros macroscópicos (EC50, Imáx) de RGli 
α3K            WT y RGli α3K S346E en células HEK293 

Estudios previos han mostrado que la fosforilación del residuo Serina 346 en 

el receptor de glicina variante α3L presente en el ICD, produce una reducción 

en la afinidad aparente del receptor por su agonista, lo que podría explicar la 

inhibición de las corrientes activas por glicina luego de un evento de 

fosforilación. (Harvey, R. J. et.al, 2004) (Moraga et. al., 2020). 

Con el fin de evaluar si en la variante α3K del RGli ocurre un mecanismo similar 

al que ocurre en la variante α3L frente a una fosforilación anteriormente 

mencionado, se estudio con una mutación fosfomimética de la variante α3K 

cambios en los parámetros macroscópicos (EC50, Imáx). Para esto hemos 

realizado estudios electrofisiológicos con la técnica de Whole- Cell en células 

HEK293 tranfectadas con α3K WT o α3K S346E con concentraciones 

crecientes de glicina (10 µM , 30 µM, 60 µM, 100 µM, 300 µM, 600 µM, 1000 

µM) (Figura 13A, Figura 13C) para observar los cambios en la afinidad 

aparente del recepor por su ligando. 

Los análisis de las curvas concentración-respuesta mostraron que la variante 

α3K WT no presenta diferencias significativas en la afinidad aparente del 

receptor con su ligando, al igual que la variante fosfomimética α3K S346E, lo 

que se puede ver reflejado en las gráficas de corrientes normalizadas, ya 

que la mutacíon fosfomimética no produce una desplazamiento de la curva. 

(EC50 α3K WT = 57.5 µM ±3.8, n=8; Figura 13B y EC50 α3K S346E = 59.8 µM 
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±5.1, n=6; Figura 13 D). En términos de corrientes máximas, los resultados 

obtenidos desde células HEK293 que expresaron el receptor α3K WT silvestre 

(n=8) o el receptor α3K S346E (n=6), mostraron diferencias significativas entre 

la variante silvestre y la variante fosfomimética del RGli α3K. Sin embargo, 

estos resultados no fueron normalizados con la capacitancia celular, por lo 

que no se ha tomado en cuenta el tamaño de las celulas registradas y la 

cantidad de  receptor expresado en ellas. (Figura 13E, Figura 13F) 
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Figura 13: Registros electrofisiológicos a través de la técnica de Whole Cell en 

células HEK293 transfectadas con la variante α3K WT y α3K S346E. A) Curvas 

realizadas con concentraciones crecientes de glicina (10 µM, 30 µM, 60 µM, 100 µM, 300 

µM, 500 µM, 1000 µM) en células HEK293 transfectadas  con el receptor de glicina α3K 

Wild-Type registradas con la técnica de Whole-Cell en (n=8). B) Curva Concentración – 

Respuesta de las corrientes evocadas por glicina en α3K Wild-Type. C) Curvas 

realizadas con concentraciones crecientes de glicina (10 µM, 30 µM, 60 µM, 100 µM, 300 

µM, 500 µM, 1000 µM) en células HEK293 transfectadas con el receptor de glicina α3K 

S346E registradas con la técnica de Whole-Cell (n=6). D) Curva Concentración – 

Respuesta de las corrientes evocadas por glicina en α3K S346E. E) Corrientes 

máximas evocadas con 500 µM de las variante α3K Wild-Type y α3K S346E. F) 

Gráfico de barras de las corrientes máximas de ambas variantes WT y fosfomimética. 
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3. Estudio de los parámetros cinéticos microscópicos de RGli α3K 
WT y RGli α3K S346E en células HEK293 mediante técnicas 
electrofisiológicas 

La evidencia experimental ha demostrado que la reducción en la función del 

RGli α3L por eventos de fosforilación mediada por PKA, puede ser explicada 

por una reducción 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 α3K una mayor 

conductancia que la variante α3L (~105 vs 69 pS respectivamente) (Lemmens 

V, et al., 2021). Cabe destacar que existen discrepancias en las conductancias 

unitarias reportadas por diferentes laboratorios. En el caso de nuestro 

laboratorio, la variante α3L del RGli presenta una conductancia de 92pS. De 

manera interesante, los eventos de fosforilación reducen la conductancia de 

la variante α3L de 92pS a 62pS. (Moraga Cid G, et al., 2020) 

Ahora, con el fin de evaluar si en la variante α3K del RGli ocurre un mecanismo 

similar al que ocurre en la variante α3L frente a una fosforilación, se realizaron 

registros electrofisiológicos de la variante α3L WT y α3L fosfomimético (S346E) 

con la técnica de Cell Attached con 100 µM de glicina (Figura 14A, Figura 

14B, Figura 14C). Y se observó que ocurre una disminución significativa de 

la amplitud de las corrientes del RGli α3L fosfomimético (S346E) de 5.3 pA a 

3.0 pA, de igual manera, se observó una disminución de la conductancia 

unitaria del canal, siendo 90pS para α3L WT del RGli y 60pS para α3L S346E 

(Figura 14D, Figura 14E, Figura 14F) 
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Figura 14: Registros electrofisiológicos a través de la técnica de Cell-Attached 

en células HEK293 transfectadas con la variante α3L WT y α3L S346E. A) 

Registros electrofisiológicos con la técnica de Cell-Attached en células HEK293 

transfectadas con el receptor de glicina α3L Wild-Type. B) Actividad registrada de con 

el receptor de glicina α3L Wild-Type con 100 µM de glicina. C) Gráfico de barras de 

las amplitudes de las corrientes de ambas variantes WT y fosfomimética. D) Registros 

electrofisiológicos con la técnica de Cell-Attached en células HEK293 transfectadas 

con el receptor de glicina α3L S346E. E) Actividad registrada de con el receptor de 

glicina α3L S346E con 100 µM de glicina. F) Gráfico de barras de las conductancias 

de ambas variantes WT y fosfomimética. 
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A partir de los resultados obtenidos en la variante α3L WT y α3L fosfomimético 

(S346E), quisimos evaluar si la variante α3K del RGli se comportaba de la 

misma manera frente a una fosforilación. Se realizaron registros 

electrofisiológicos de la variante α3K WT y α3K fosfomimética con la técnica de 

Cell Attached con 100 µM de glicina (Figura 15A, Figura 15B, Figura 15C). 

Y se observó que ocurre una disminución significativa tanto de la amplitud de 

las corrientes de 5.8 pA a 2.9 pA, de igual manera, se observó una disminución 

de la conductancia unitaria del canal, siendo 95pS para α3K WT del RGli (n=10) 

y 50pS para α3K S346E (n=16) (Figura 15D, Figura 15E, Figura 15F) 
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Figura 15:  Registros electrofisiológicos a través de la técnica de Cell attached 

en células HEK293 transfectadas con la variante α3K WT y α3K S346E.  A) 

Registros electrofisiológicos con la técnica de Cell-Attached en células HEK293 

transfectadas con el receptor de glicina α3K Wild-Type (n=10). B) Actividad registrada 

de con el receptor de glicina α3K Wild-Type con 100µM de glicina. C) Gráfico de 

barras de las amplitudes de las corrientes de ambas variantes WT y fosfomimética. 

D) Registros electrofisiológicos con la técnica de Cell-Attached en células HEK293 

tranfectadas con el receptor de glicina α3K S346E (n=16). E) Actividad registrada de 

con el receptor de glicina α3K S346E con 100 µM de glicina. F) Gráfico de barras de 

las conductancias de ambas variantes WT y fosfomimética. 

3.1 Efectos de la activación de bPAC en la variante 3K WT 
mediante electrofisiología en Cell-Attached 

 
La evidencia experimental ha demostrado que el RGli α3 juega un rol 

importante en la generación de procesos de dolor crónico (Acuña M, et al., 

2016). Estos eventos son mediados por una reducción de la función del RGli 

α3 por procesos de fosforilación mediada por PKA. La fosforilación del residuo 

S346, localizado en el ICD de la variante α3L, produce una disminución 

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 pentámero, el impacto de la fosforilación en la variante α3K aun no 

habia sido estudiada. Por este motivo, realizamos registros de Cell-Attaced en 

celulas HEK293 tranfectadas con α3K WT + bPAC con 100µM de glicina y se 

observó que al activar la luz azul, ocurre una disminución 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 electrofisiológicos a través de la técnica de Cell Attached 

en células HEK293 transfectadas con la variante α3K WT + bPAC. A) Registros 

electrofisiológicos con la técnica de Cell-Attached en células HEK293 cotranfectadas 

con el receptor de glicina α3K Wild-Type y bPAC. La luz azul que activa bPAC se 

mantuvo prendida por 15min (n=3). B) Amplitud registrada del RGli α3K WT con 

100µM de glicina y bPAC. C) Curso temporal de corrientes evocadas por glicina (100 

μM) en ausencia y presencia de luz azul en células que coexpresan α3K RGli y bPAC. 

 

3.2 Efectos de un 2,6-DTBP en la mutación fosfomimética de α3K 
mediante electrofisiología en Cell-Attached. 

 
Estudios anteriores han demostrado que el 2,6-DTBP, que es un derivado no 

anestésico del Propofol, revierte la desinhibición mediada por la inflamación 

a través de una interacción especifica con los RGli heteroméricos que 

contienen la subunidad α3 fosforilada (Acuña M, et al., 2016). De manera 

interesante, pudimos observar que al co-aplicar glicina + 10 µM de 2,6-DTBP 

se restaura la amplitud de las corrientes glicinérgicas y la conductancia 

unitaria generadas por la variante fosfomimética α3K S346E. Obteniendo un 

valor control de la amplitud del RGli α3K S346E de 3.0 pA y una conductancia 

unitaria de 50 pS (Figura 17A, Figura 17B, Figura 17C). Del mismo modo, se 

observó la variante fosfomimética del RGli α3K S346E con la co-aplicación de 2,6- 

A RGli α3K WT + bPAC   
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DTBP (n=6) y se muestra una restauración 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 α3K WT (Figura 17D, Figura 17E, Figura 17F). 

 
 

 

 
 

 
 
Figura 17: Registros electrofisiológicos a través de la técnica de Cell-attached 

en células HEK293 transfectadas con la variante α3K WT. A) Registros 

electrofisiológicos con la técnica de Cell-Attached en células HEK293 transfectadas 

con el receptor de glicina α3K S346E utilizando 100 µM de glicina. B) Actividad 

registrada de con el receptor de glicina α3K S346E con 100 µM de glicina. C) Gráfico 

de barras de las amplitudes de las corrientes control, evocadas con 100 µM de glicina 

de glicina + 10 µM de 2,6-DTBP. D) Registros electrofisiológicos con la técnica de 

Cell- Attached en células HEK293 tranfectadas con el receptor de glicina α3K. 

S346E utilizando 100 µM de glicina + 10 µM de 2,6-DTBP E) Actividad registrada de 

con el receptor de glicina α3 S346E con 100 µM de glicina + 10 µM de 2,6-DTBP F) 

** 
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Gráfico de barras de las conductancias de las corrientes control, evocadas con 100 

µM de glicina y 100 µM de glicina + 10 µM de 2,6- DTBP.
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Discusión 
 

Las prostaglandinas de tipo 2 (PGE2) son un mediador crucial de la 

sensibilización al dolor inflamatorio crónico. Estudios previos realizados en 

neuronas de la asta dorsal de ratones han determinado que la aplicación de 

PGE2 provoca una disminución en las corrientes sinápticas espontaneas 

glicinérgica inhibitorias (glicina-IPSCs) y no en las corrientes evocadas por 

GABA o Glutamato. En esta misma línea, se identificó a través de péptidos 

inhibidores de proteínas quinasa, que la PKA era la involucrada en la cascada 

de señalización que provocaba la disminución de las corrientes glicinérgica 

(Ahmadi, S., et al., 2001). 

Estudios realizados en ratones knockout para 3, que carecen de la inhibición 

de la neurotransmisión glicinérgica por PGE2 que se observa en los ratones 

silvestres, se observó que la subunidad 3 del RGli es esencial en el proceso 

de sensibilización al dolor. De igual manera, se observó que la fosforilación de 

PKA es realizada en el residuo serina 346 presente en el ICD de la subunidad 

(Harvey, R. J, et al., 2004). 

Sin embargo, la subunidad 3 del RGli como mencionamos anteriormente 

presenta dos variantes; 3L y 3K, que se ha observado presentan diferencias 

tanto en los patrones de expresión como en parámetros macro y 

microscópicos. (Eichler et al., 2009; Breitinger, et al., 2002; Lemmens, et al., 

2021). Estudios experimentales de inmunofluorescencia en neuronas 

hipocampales de ratón, han propuesto que la variante α3L del RGli presenta 

un patrón de expresión en la membrana diferente, al que presenta la variante 

α3K del RGli. El patrón de expresión de la variante α3L forma agrupaciones o 

clusters a diferencia de la variante α3K que se distribuye de manera 

homogénea en la membrana (Eichler et al., 2009). Estudios experimentales 

en la variante α3L, que activaron de forma directa e indirectamente PKA, 

observaron que no hay diferencias significativas en los patrones de expresión 

en la membrana de la variante α3L 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, permitió observar que la velocidad de 

desensibilización es mayor en el RGli 3K que en el RGli 3L (Breitinger, et 

al., 2002). Así mismo se observó que la conductancia unitaria de ambas 

variantes era diferente. Además, mostraron que el RGli 3K se desensibiliza 

en un mayor porcentaje en la corriente activada por glicina comparada con el 

RGli 3L. (Breitinger, et al., 2002). 

Así mismo, un reciente estudio realizado en células HEK293 que expresaban 

al RGli 3L muestra que al activar PKA de forma indirecta; EP2-R y bPAC y 

de forma directa; 8-Br-AMPc, el RGli 3L muestra una disminución 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 inmunocitoquímica y microscopia confocal 

realizados en células HEK293 que expresaban el RGli 3K mostraron que la 

activación de PKA a través de un AMPc no hidrolizable (8-br-cAMP) no mostro 

cambios significativos en los patrones de expresión en la membrana del 

receptor. De igual manera, los estudios realizados con la mutación 

fosfomimética no presentaron cambios significativos en los patrones de 

expresión del receptor. En consecuencia, y luego de descartar cambios en la 

expresión en la disminución de las corrientes glicinérgica cuando se activa 

PKA, se realizaron estudios de EC50 y corrientes máximas al RGli 3K y una 

mutante fosfomimética de esta variante. Estos estudios mostraron que la EC50 

del RGli 3K y RGli 3K S346E son muy similares y, por lo tanto, la mutación 

fosfomimética no muestra una pérdida de afinidad aparente del receptor por 

su ligando. Sin embargo, las corrientes máximas del RGli 3K S346E es un 

27% mayor que las corrientes máximas del RGli 3K WT. Es importante 

destacar que los datos no están normalizados a la capacitancia de la célula, 

por lo tanto, no fue considerada la superficie ni la expresión en esta área de 

receptores. No obstante, estos estudios fueron realizados en un 
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receptor que presentaba una modificación química en el ICD que simula una 

fosforilación. Por lo que, no es una fosforilación 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 parámetros microscópicos del RGli 3K. 

Comparamos amplitud y conductancia unitaria del RGli 3K WT y RGli 3K 

S346E y se observó que en la variante que posee la mutación fosfomimética 

hubo una disminución de un 50 % en la amplitud y una disminución de un 52% 

en la conductancia unitaria del receptor, por lo que disminuye de forma 

significativa en comparación con el receptor silvestre en ambos parámetros. 

La mutación fosfomimética presento una amplitud promedio de 2.9 pA y una 

conductancia unitaria de 50pS. 

De igual manera, se realizó un estudio en los parámetros microscópicos del 

receptor 3K WT con la adenilciclasa foto activable con luz azul; bPAC. Y se 

observó que al activar PKA mediante bPAC por 15 min, disminuye de forma 

paulatina la amplitud de las corrientes glicinérgicas del receptor 3K WT. Sin 

embargo, este experimento posee un n bajo por lo que requiere más 

repeticiones. 

Finalmente, utilizamos un compuesto derivado del Propofol (2,6-DTBP) con 

el RGli 3K S346E y se observó que la co-aplicación de 10 µM de 2,6-DTBP 

con 100 µM glicina, restaura la amplitud de las corrientes de glicina de la 

variante que posee la mutación fosfomimética, es decir, actúa como 

modulador alostérico positivo. 

Estos hallazgos permiten iniciar una serie de estudios farmacológicos con el 

receptor de glicina 3 como objetivo prometedor en la terapia del dolor 

(Langlhofer, G. & Villmann, C. 2016). 
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Conclusiones 
 

El RGli 3 juega un rol crítico en la fisiología normal del SNC. Su mal 

funcionamiento ha estado ligado a la aparición de eventos patológicos como 

dolor crónico y epilepsia. El RGli 3 presenta dos variantes producto de un 

proceso de empalme alternativo postraduccional: 3L y 3K. Estas variantes 

presentan diferencias en sus patrones de expresión, localización subcelular, 

función y modulación por proteínas intracelulares. La evidencia experimental 

ha demostrado que el RGli 3 juega un rol importante en la generación de 

procesos de dolor crónico. Estos eventos son mediados por una reducción 

de la función del RGli 3 por procesos de fosforilación mediada por PKA. La 

fosforilación del residuo S346, localizado en el ICD  de la variante 3L, 

produce una disminución significativa de la conductancia unitaria del canal. 

Nuestra evidencia experimental con el RGli 3K nos permitió observar 

que la disminución de las corrientes glicinérgicas de esta variante debido a 

la activación de PKA, no es producto de un cambio en la expresión en la 

membrana ni la pérdida de afinidad aparente del receptor con su ligando, 

sino que es producto de una disminución en la amplitud de las corrientes y 

la conductancia unitaria del receptor. Y finalmente, en un modelo de 

fosforilación del RGli 3K, esta disminución de amplitud de las corrientes y la 

disminución en la conductancia unitaria del canal puede ser restaurada por 

un PAM como el 2,6-DTBP. 
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