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RESUMEN  

En el sistema nervioso se demostró que las corrientes producidas por glicina son 

moduladas por las proteínas cinasas A (PKA) y C (PKC), sin embargo el 

mecanismo de acción se desconoce. Con el propósito de entender el mecanismo 

involucrado en este fenómeno, estudiamos el efecto que tiene la activación de la 

PKA y PKC sobre la unión específica de 3H-glicina y 3H-estricnina al receptor post-

sináptico de glicina (RGly) en la retina aislada de la rata. La unión específica de 

los radioligandos representó alrededor del 20% de la unión total. El análisis 

cinético de la unión específica exhibió un comportamiento de tipo sigmoide con 

tres sitios de unión de glicina (KD= 212 nM) y dos de estricnina (KD= 50 nM). La 

unión específica de 3H-glicina y 3H-estricnina disminuyó (60-85%) en respuesta a 

la activación de la PKA o PKC, efecto que se bloqueó en presencia de inhibidores 

específicos, así como por la citocalasina D (Cyt D). Asimismo, el RGly localizado 

en la superficie celular disminuyó en un 50% en respuesta a la activación de estas 

cinasas, coincidiendo con el incremento observado en la fracción microsomal 

cuando se activó la PKA. Adicionalmente, estudios de inmunoprecipitación 

demostraron que la activación de estas cinasas lleva a un aumento en los niveles 

de fosforilación del receptor. Nuestros resultados sugieren que en la retina, el 

RGly se regula por una intercomunicación mediada por receptores acoplados a 

proteínas G (RAPG) que activan a la PKA o PKC.  

 

Palabras clave: Receptor de glicina. Ensayo de unión de ligandos radioactivos. 

Fosforilación del RGly. Internalización de receptores ionotrópicos. Regulación 

heteróloga de receptores. 
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ABSTRACT 

Although glycine-induced currents in the central nervous system have been proven 

to be modulated by protein kinases A (PKA) and C (PKC), the mechanism is not 

well understood. In order to better comprehend the mechanism involved in this 

phenomenon, we tested the effect of PKA and PKC activation on the specific 

[3H]glycine and [3H]strychnine binding to post-synaptic glycine receptor (GlyR) in 

intact rat retina. The specific binding constituted about 20% of the total radioligand 

binding. Kinetic analysis of the specific binding exhibited sigmoidal behavior with 

three glycine and two strychnine binding sites and affinities of 212 nM for 

[3H]glycine and 50 nM for [3H]strychnine. Specific radioligand binding was 

decreased (60-85%) by PKA and PKC activation, an effect that was blocked by 

specific kinases inhibitors as well as by cytochalasin D. GlyR expressed in the 

plasma membrane decreased about 50% in response to kinases activation, which 

was consistent with an increase of the receptor in the microsomal fraction when 

PKA was activated. Moreover, immunoprecipitation studies indicated that these 

kinases lead to a time-dependent receptor phosphorylation. Our results suggest 

that in retina, GlyR is cross-regulated by G-protein-coupled receptors, activating 

PKA and PKC. 

 

 

Keywords: Cys-loop glycine receptor, radioligand binding assay, glycine receptor 

phosphorylation, ionotropic receptor internalization, receptor cross-talk. 
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ANTECEDENTES 

En 1970,  Aprison y Werman demostraron que la glicina funciona como 

neurotransmisor inhibidor en la médula espinal, con base en lo que ellos llamaron 

el “criterio presináptico”: a) identificar la presencia de glicina en la neurona 

presináptica (Graham y Aprison, 1966; Aprison y Werman, 1965b; Graham et al., 

1967; Johnston, 1968), b) liberación de la molécula después de un estímulo 

despolarizante (Aprison, 1970a, b; Roberts y Mitchell, 1972)  y c) reproducción del 

efecto electrofisiológico en respuesta a la liberación de glicina (Werman et al., 

1967, 1968; Curtis et al., 1968). Adicionalmente, otros criterios que se toman en 

cuenta para determinar la función de una molécula como neurotransmisor, es la 

presencia de un mecanismo que la elimine del espacio sináptico y de un receptor 

postsináptico que medie su acción. En este sentido, en preparaciones de la 

médula espinal, se demostró la presencia de un sistema de captura para [14C] 

glicina (Johnston e Iversen, 1971; Logan y Snyder, 1972) que la elimina del 

espacio sináptico, así como la presencia  de un receptor postsináptico de glicina 

que media su acción (Young y Snyder, 1973, 1974; Betz et al. 1986; Betz y 

Becker, 1988). 

La investigación sobre la neurotransmisión glicinérgica en la médula espinal 

desembocó en la caracterización minuciosa de su receptor post-sináptico (RGly), 

el cual es uno de los representantes arquetípicos del grupo de los receptores 

ionotrópicos activados por ligando (RIAL) de tipo “cys-loop” (TCL): receptor 

nicotínico de acetilcolina (RnACh), del ácido γ-aminobutírico (GABA) de tipo A 

(RGABAA) y A-ρ (RGABAA-ρ), serotonina (R5-HT3) y zinc (ZAC) (Tabla I). La 
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utilización de la estricnina como la molécula con mayor afinidad por el RGly, 

permitió su purificación de la médula espinal a través de cromatografía de afinidad 

en columnas de agarosa acopladas a NH2-estricnina. La electroforesis en geles de 

poliacrilamida en condiciones reductoras, reveló la presencia de dos subunidades: 

48 kDa (α), 58 kDa (β) y de la proteína periférica de membrana gefirina que ancla 

al citoesqueleto al receptor (93 kDa) (Pfeiffer et al., 1982). Originalmente, 

experimentos de entrecruzamiento químico, “cross-linking”, en RGlys purificados 

de la médula espinal, indicaron una estequiometría de 3α : 2β (Langosch et al., 

1988). Sin embargo, un estudio reciente a partir de RGlys recombinantes, 

utilizando la co-expresión de las subunidades α ó β silvestres con una 

construcción en tándem α/β, reveló una estequiometría de 2α: 3β (Fig. 1) 

(Grudzinska et al., 2005). Hasta el momento, se han identificado cuatro genes que 

codifican para distintas isoformas de la subunidad α (α1- α4) y un solo gen que lo 

hace para la β. La combinación de las distintas isoformas de la subunidad α con la 

β, tiene como resultado la expresión de diferentes receptores con propiedades 

específicas cada uno (Kuhse et al., 1990; Mangin et al., 2003; Mohammadi et al., 

2003; Miller et al., 2004). 

 

I. Estructura del RGly 

La mayoría de las características estructurales del RGly se han deducido a partir 

de su homología con el receptor nicotínico de la acetilcolina (RnACh). Los 

receptores TCL contienen cinco subunidades que se disponen asimétricamente 

para formar el canal. La característica que define a los miembros de esta familia, 
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es la presencia de dos cisteínas altamente conservadas que forman un asa en la 

región NH2-terminal que contiene el sitio de unión a glicina, así como la presencia 

de cuatro segmentos transmembranales de tipo α-hélice (TM1-TM4) por 

subunidad (Miyazawa et al., 2003). Aunque existe cierta evidencia de que los 

segmentos TM presentan estructura de tipo β-plegada, la obtención de la 

estructura de los dominios TM del RnACh, a partir del cristal obtenido de 

preparaciones de la raya eléctrica Torpedo, apoyó el modelo de cuatro α-hélices 

propuesto inicialmente. 

 

A. Sitios de unión de glicina y estricnina al RGly 

Inicialmente, la mutación de diferentes residuos localizados en la región NH2-

terminal de RGlys α1 recombinantes, permitió identificar la presencia de los 

residuos que son importantes para la unión de la glicina y/o del antagonista 

estricnina (Laube et al., 2002). Asimismo, el modelaje del RGly con base en la 

estructura del cristal de la proteína de unión de acetil colina (AChBP) (Brookhaven 

Protein Data Bank entry 1I9B) y de micrografías tridimensionales de alta 

resolución del RnACh (Brookhaven Protein Data Bank entry 1OED), ha provisto de 

información acerca de la arquitectura del sitio de unión de la glicina al RGly (Fig. 

1). Un estudio reciente reveló que los sitios de unión de glicina y de estricnina se 

localizan en las interfases (+) y (-) entre las subunidades α y β del RGly, 

demostrando que diversos residuos altamente conservados en ambas 

subunidades están involucrados en la unión del ligando (Fig. 1). Específicamente, 

dos argininas homólogas localizadas en la interfase (-) de las subunidades α y β 
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establecen interacciones iónicas fuertes con el grupo α-carboxilo de la glicina, 

mientras que residuos ácidos localizados en la interfase (+) interaccionan con el 

grupo α-amino (Fig. 1). De forma similar, este tipo de interacciones median la 

unión de la glicina al receptor de glutamato de tipo N-metil D-aspartato (NMDA) 

(Laube et al., 1997); sin embargo, la estructura de las subunidades y de los sitios 

de unión de los receptores ionotrópicos de glutamato no está filogenéticamente 

relacionada con los RIAL TCL.  

Como se puede observar en la figura 1, el número de sitios de unión de glicina y 

estricnina presentes en el RGly es diferente; los RGlys homoméricos poseen cinco 

sitios idénticos para la unión de glicina y de estricnina en la interfase de todas las 

subunidades α, mientras que las interfases de los RGlys heteroméricos no son las 

mismas: αβ, βα y ββ. Aunque el sitio de unión de glicina comparte algunos 

residuos con el de estricnina no son sitios análogos, por lo que las propiedades de 

unión no son las mismas. En este sentido, en RGlys hetero-oligoméricos la 

estricnina interacciona preferencialmente con la interfase βα, mientras que la 

farmacología de la interfase ββ del RGly no se conoce.2 

a. Agonistas del RGly 

Tanto los RGlys nativos como los recombinantes son activados por diferentes 

aminoácidos que poseen diferente afinidad por el sitio de unión, con el siguiente 

orden de potencia: glicina > β-alanina > taurina > ácido γ-aminobutírico (GABA). 

En los RGlys α1 expresados en la línea celular HEK293 se observó que la glicina, 
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Tabla I. Miembros de la familia de RIAL TCL 

Receptores TCL aniónicos                                     Receptores TCL catiónicos    

Tabla I. Miembros de la familia de RIAL TCL 

 Receptores TCL aniónicos                                   Receptores TCL catiónicos    

TIPO SUBUNIDADES ISOFORMAS 

Alpha α1-α6 

Beta β1-β3 

Gamma γ1-γ3 

Delta δ 

Epsilon ε 

Pi π 

Theta θ 

 

 

Receptor del 
ácido γ-

aminobutírico 

 

Receptores TCL aniónicos: Receptores permeables a cloruro. 

Receptores TCL catiónicos: Receptores permeables a Na+, Ca2+ ó K+. 

 

(RGABAA) 

Rho ρ 

Alpha α1-α4 RGly 

Beta β 

TIPO SUBUNIDADES ISOFORMAS 

Alpha α1-α7,  α9  

Beta β1-β4 

Gamma γ 

Delta δ 

 

Receptor 
nicotínico de 
acetil colina 

RnACh 

 
Epsilon ε 

Serotonina 

(5HT) 

 

5HT3

5HT3A 

5HT3B 

5HT3C 

5HT3D 

Canal iónico 
activado por 

zinc 

  

(ZAC) 

ZAC 
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β-alanina y taurina funcionan como agonistas del receptor (Bormann et al., 1993; 

Lynch et al., 1997), mientras que la expresión de RGlys α1 en ovocitos de 

Xenopus disminuye la afinidad de los agonistas en un orden de magnitud. 

Asimismo, la corriente máxima generada a concentraciones saturantes de β-

alanina, taurina y GABA se redujo en comparación a aquella producida por glicina 

(Laube et al., 1995). Adicionalmente, en un estudio en el que se expresaron RGlys 

α1 y α2 tanto en células HEK293 como en ovocitos de Xenopus, se reveló que la 

afinidad por la glicina, la taurina y el GABA varía (10 veces) entre célula y célula 

(De Saint Jan et al., 2001). Estos datos sugieren que la conformación del RGly en 

cada uno de los sistemas de expresión no es la misma, sin embrago, más estudios 

son necesarios para identificar el mecanismo que está participando. Con base en 

la información disponible hasta el momento, se sugiere que los RGlys α2, α3 y α4 

exhiben la misma sensibilidad a los diferentes agonistas identificados para el RGly 

α1 (Kuhse et al., 1990; Gisselmann et al., 2002) y que la incorporación de la 

subunidad β tiene poco efecto sobre la sensibilidad del RGly a la glicina (Pribilla et 

al. 1992). 

i. El alcaloide estricnina 

El alcaloide estricnina es un potente y selectivo antagonista competitivo del RGly, 

exhibiendo una constante de disociación de 5-50 nM (Curtis et al. 1968; Young y 

Snyder, 1973, 1974; Schaeffer y Anderson, 1981; Pérez-León y Salceda, 1995; 

Velázquez Flores y Salceda, 2011). La sensibilidad que presenta el RGly a  la 

estricnina, es una herramienta farmacológica que se utiliza para discriminar las 
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corrrientes producidas por glicina. Sin embargo cada concentración equivales a la 

f 

 

 

Fig. 1. MODELO EN EL QUE SE MUESTRA LA REGIÓN N-TERMINAL Y LOS SITIOS DE 

UNIÓN DE GLICINA Y ESTRICNINA EN RGlys HOMOMÉRICOS α1 y HETEROMÉRICOS 

α1β. Los receptores homoméricos presentan cinco sitios de unión a glicina (óvalos amarillos) y 

estricnina (óvalos con borde rojo), mientras que los heterómeros tienen cuatro sitios de unión 

de glicina, dos de los cuales también pueden unir estricnina (Modificado de Grudzinska et al., 

2005; Betz y Laube, 2006). 
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corrientes mediadas por glicina de las producidas por GABA, así como para 

discernir del sitio de unión de glicina en el RGly de aquel presente en el receptor 

de tipo NMDA. Debido a su alta afinidad y especificidad, la 3H-estricnina se ha 

utilizado ampliamente para establecer la acción de la glicina como 

neurotransmisor en diferentes áreas del SNC (Young y Snyder, 1973; 1974; Borbe 

et al., 1981) y para conocer la potencia y la acción alostérica de otros ligandos 

sobre el RGly (Maksay y Bíró, 2002). 

Por medio de mutagénesis sitio dirigida, se observó que la variante α2*, producida 

por empalme alternativo de la subunidad α2, posee una IC50 para estricnina de 

∼560 veces mayor que aquella que presentan las subunidades α1 ó α2 (Kuhse et 

al., 1990). La sensibilidad del RGly por la estricnina, se restableció al incorporar la 

mutación E167G en la subunidad  α2*, el cual es el único residuo que es diferente 

entre la subunidad α2 y la variante α2* (Kuhse et al., 1990). Asimismo, la mutación 

del residuo de glicina 160 de la subunidad α1 del RGly por un ácido glutámico, 

G160E, resultó en RGlys α1 G160E insensibles a estricnina (Vanderberg et al., 

1992). Por otra parte, la mutación Y161A también abolió la sensibilidad a la 

estricnina, aunque la mutación conservativa Y161F no tuvo efecto (Schmieden et 

al., 1993). Además, Vanderberg y sus colaboradores (1992a; 1992b; 1995) 

identificaron que los residuos K200 y Y202 establecen el sitio de unión de la 

estricnina al RGly. 
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B. Segmentos Transmembranales del RGly 

La función principal de los segmentos TM es proveer de una barrera hermética 

para separar la vía por la que permean los iones en la región no polar de la bicapa 

lipídica. En la mayoría de los canales de los que se conoce su estructura, este 

fenómeno se establece por la cercanía con la que se disponen las α-hélices con 

respecto al plano de la membrana. Esta disposición también aplica para los 

miembros de la familia TCL, en donde los dominios TM2 de cada subunidad 

constituyen el poro. Los dominios TM1, TM3 y TM4 rodean al segmento TM2 y 

establecen la interfase con la membrana lipídica, aislando de esta manera al 

dominio TM2 de un medio ambiente hidrofóbico. Los dominios TM1-TM4 se 

encuentran dispuestos consecutivamente en el sentido de las manecillas del reloj, 

en donde los segmentos TM1 y TM3 se localizan más cerca del TM2 (Miyazawa et 

al., 2003). 

 

a. Segmento TM1 

El segmento TM1 se conecta directamente con el dominio NH2-terminal y se 

piensa que funciona como el vínculo entre el sitio de unión del ligando y la puerta 

de activación del canal. A partir del cristal del RnACh, se observa que el dominio 

TM1 inicia en el residuo Y222 del RGly α1 y entra a la membrana en el residuo 

M227. Es probable que el espacio extracelular que rodea al dominio TM1 se 

encuentre lleno de agua, debido a que la presencia de un reactivo acuoso 

específico para tirosinas marcó dos tirosinas en el segmento TM1 del RGly α1. 
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Además, por medio del método de accesibilidad de cisteínas sustuidas (SCAM), 

se observó que diversos residuos extramembranales del dominio TM1 del RnACh 

se modifican en presencia de agentes hidrofílicos (Zhang y Karlin, 1997). 

Asimismo, diferentes líneas de evidencia sugieren que el segmento TM1 está 

involucrado en la apertura del canal de estos receptores (Akabas y Karlin, 1995; 

Engblom, 2002).  

 

b. Segmento TM2 

A partir de la utilización de diversas sustancias que bloquean el poro del RnACh, 

se sugirió que la estructura del dominio TM2 es de tipo α-hélice (Arias, 1998). 

Posteriormente, a partir de la estructura cristalina del RnACh de Torpedo, 

Miyazawa y sus colaboradores (2003) confirmaron que efectivamente el dominio 

TM2 forma una α-hélice. Para facilitar la comparación entre los diferentes 

miembros de la familia TCL, se utiliza una nomenclatura común que permite 

identificar a los residuos que forman el dominio TM2. Los aminoácidos del 10-19 

del segmento TM2 del RGly se localizan en la región del poro del canal.  

Diversos análisis estructurales, muestran que la disposición del segmento TM2 en 

la membrana, facilita el establecimiento de interacciones hidrofóbicas entre ciertos 

residuos de los dominios TM2 de las diferentes subunidades que conforman al 

receptor. El primer contacto ocurre entre la leucina 9 de una subunidad y el 

residuo 10 de la subunidad adyacente. El segundo contacto entre el dominio TM2 

de las subunidades α1 del RGly, se establece entre los residuos homólogos Q14´y 

T13´, mientras que entre las subunidades β participan los residuos E14 y S13. 
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La arginina en la posición 19 define el borde externo de la porción embebida en la 

membrana del dominio TM2,  aunque la estructura α-hélice se extiende hacia el 

espacio extracelular. El análisis del RGly y del receptor de GABA de tipo A 

(RGABAA) por medio del método SCAM, confirmó que los residuos más externos 

del dominio TM2 se encuentran en contacto continuo con el agua.  

 

c. Segmento TM3 

Con base en la estructura del dominio TM3 de la subunidad α1 del RGly propuesta  

por Miyazawa y sus colaboradores (2003), se sabe que este dominio comienza en 

el residuo I285 y que la porción que se encuentra embebida en la membrana 

empieza en el residuo A288 y termina en el residuo H311. Diferentes líneas de 

evidencia sugieren que al menos el 50% de la región NH2-terminal del domino 

TM3, forma una α-hélice anfipática. Por ejemplo, a través de diferentes pruebas 

lipofílicas se identificó una periodicidad de tipo α-hélice en los residuos orientados 

hacia la bicapa lipídica (Blanton y Cohen, 1994). Adicionalmente, el análisis del 

RGABAA a través del método SCAM y de reactivos solubles en agua, reveló que 

efectivamente la mitad más externa del dominio TM3 posee estructura α-hélice 

(Williams y Akabas, 2001). De esta manera, con base en estudios estructurales y 

los realizados a través del método SCAM, se sugiere que esta porción del dominio 

TM3 forma una cavidad llena de agua diferente que el poro del canal, la cual 

cambia de conformación conforme el canal se abre, formando el sitio de unión de 

alcoholes y anestésicos volátiles. El estudio estructural  de los dominios TM 

realizado por Miyazawa, reveló que el dominio TM3 establece contacto con los 
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dominios TM2 y TM4 en diferentes puntos. Sin embargo, el dominio TM3 parece 

contactar al dominio TM1 únicamente en la región interna de la membrana. 

 

d. Segmento TM4 

A partir de diversas pruebas hidrofóbicas realizadas en el RnACh (Blanton y 

Cohen, 1994) y de la mutación de diversos triptófanos del RGABAA (Jenkins et al., 

2002), se demostró que  el dominio TM4, al igual que los dominios TM1-TM3, 

posee una estructura de tipo α-hélice. Adicionalmente, con base en la homología 

del RGly con el RnACh, se dedujo que el segmento TM4 del RGly α1 inicia en el 

residuo K385 y termina en el V418. La región que se encuentra embebida en la 

membrana comprende del residuo K389 al I408, por lo que la α-hélice de este 

dominio se extiende 2.5 vueltas afuera de la membrana (Miyazawa et al., 2003). 

 

C. Asa intracelular del RGly 

Como se mencionó anteriormente, uno de los rasgos característicos de los 

receptores TCL es la presencia de un asa intracelular que conecta a los 

segmentos TM3-TM4 de estos canales. Debido a que este dominio intracelular 

está  poco conservado entre los receptores de esta familia, es factible pensar que 

éste exhibe variaciones estructurales considerables. La única información de tipo 

estructural hasta la fecha, sugiere que el asa intracelular del RnACh de Torpedo 

forma una estructura similar a una “góndola flotante” que presenta huecos 

transversales (o portales) que conectan el poro con el citoplasma (Miyazawa et al. 

1999). Debido a que estos portales son aproximadamente del mismo tamaño que 
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el ion que permea a través del poro del canal, se cree que este dominio influencia 

la permeabilidad del ion. En este sentido, la eliminación de tres residuos cargados 

positivamente en el asa intracelular del R5HT3A, incrementa la conductancia 

unitaria de los cationes a través del poro (Kelley et al., 2003), lo que implica que 

estos residuos podrían estar rodeando los portales del canal. Adicional a esta 

evidencia, se sabe que la función de los receptores TCL se regula por la 

interacción de diferentes moléculas citoplásmicas con esta asa intracelular. En 

este sentido, los dominios intracelulares de las subunidades α y  β del RGly 

poseen diversos sitios de ubicuitinación, interacción proteína-proteína y de 

fosforilación que determinan su localización celular, desensibilización  y 

degradación (Ruiz-Gómez et al., 1991; Vaello et al., 1994; Büttner et al., 2001; 

(Cascio et al. 2001). 

 
 

II. Dominios de Regulación Intracelular del RGly  
 

A. Dominio de Ubiquitinación 

Las moléculas de ubiquitina pueden unirse covalentemente a las cadenas laterales 

de residuos de lisina específicos en la superficie citoplásmica de las proteínas. 

Para diferentes proteínas se conoce que la ubiquitinación y la “poli-ubiquitinación” 

inducen su internalización y degradación, incluyendo al RGly α1 (Büttner et al, 

2001). Después de su internalización, la ubiquitinación del RGly α1 induce su 

proteólisis en un fragmento glucosilado de 35-kDa y otro de 17-kDa. El tamaño de 

los fragmentos reportados coincide con la localización del dominio de 

ubiquitinación en el asa intracelular. El dominio intracelular de unión de los 
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segmentos TM3-TM4 contiene en total 10 residuos de lisina, los cuales deben de 

ser ubiquitinizados antes de que el receptor se endocite; este mecanismo permite 

mantener un equilibrio de RGlys expresados en la membrana sináptica (Büttner et 

al., 2001). 

 
B. Sitios SH3 

Los dominios SH3, son sitios de la proteína que permiten la interacción con 

proteínas del citoesqueleto. Debido a que la presencia de residuos de prolina 

induce la presencia de giros en las cadenas peptídicas, es común que estos 

residuos puedan formar estructuras helicoidales conocidas como hélices de poli-

prolinas (PII). A través de dicroísmo circular, se reveló que la subunidad α1 del 

RGly contiene una fracción significativa (9%) de esta estructura, que podría formar 

parte de los dominios SH3 (Cascio et al. 2001).  

 

C. Fosforilación  

 
a. Regulación por proteínas de tipo tirosina cinasa 

La lavendustina A, inhibidor de tirosina cinasas (PTK), reduce las corrientes 

producidas por glicina en neuronas del hipocampo y de la médula espinal, 

mientras que la aplicación intracelular de una tirosina cinasa endógena, c-SRc, 

incrementó la magnitud de estas corrientes (Caraiscos et al., 2002). Este 

incremento se debió a un aumento en la afinidad del ligando por su receptor y 

estuvo acompañado de una mayor tasa de desensibilización (Caraiscos et al., 

2002). En RGlys recombinantes αβ expresados en la línea celular HEK 293, se 
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observó el mismo efecto producido por c-SRc, pero no en RGlys homoméricos α1. 

La mutación de la tirosina 413 (Y413F) que se localiza en el asa intracelular que 

conecta a los segmentos TM3-TM4 de la subunidad β (Grenningloh et al., 1990), 

suprimió el efecto producido por diferentes moduladores de la fosforilación en 

tirosina (Caraiscos et al., 2002). Estos resultados, indican que la fosforilación del 

RGly por proteínas de tipo tirosina cinasa regula la función del receptor.  

 

b. Proteínas cinasas A y C 

Se anexa el artículo: “Modulación de los receptores ionotrópicos de tipo cys-loop 

por proteincinasas A y C” en donde se revisan y discuten los experimentos en los 

que se ha determinado el efecto que tiene la activación de la PKA y PKC sobre los 

miembros de la familia de RIAL TCL, incluyendo el RGly. 
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revisión

Introducción

En el sistema nervioso, la neurotransmisión quími-
ca es mediada tanto por receptores acoplados a 
pro teínas G (RAPG) como por receptores ionotró-
picos (RIAL). La unión del mensajero químico a un 
RAPG, instiga la activación de vías de señalización 
intracelulares que no sólo modifican la transmisión 
sináptica, sino que inducen o reprimen la trans-
cripción de diversos genes involucrados en meca-
nismos como la sobrevivencia, proliferación y dife-
renciación [1-3] (Fig. 1a). Por su parte, la activa-
ción de los RIAL permite el flujo selectivo de iones 
al interior celular, lo cual modifica el potencial de 
equilibrio para cada uno de los iones y, de esta ma-
nera, el potencial de reposo de la neurona (Fig. 1b). 
El grado de despolarización de la membrana celu-
lar determina la generación de un potencial de ac-
ción y la transmisión de la información de una neu-
rona a otra.

Los RIAL se agrupan en una superfamilia de ca-
nales iónicos que incluye a los receptores de gluta-
mato de tipo N-metil D-aspartato (NMDA) y los no 
NMDA: kainato y AMPA; el de ATP (P2X), así como 

los miembros de la subfamilia de receptores de tipo 
cys-loop (CL) que comprende al receptor nicotíni-
co de acetilcolina (RnACh), del ácido γ-aminobu-
tírico (GABA), glicina (RGly), serotonina (R5-HT3) 
y zinc (ZAC). El rasgo que define a los receptores 
de tipo CL es la presencia de dos cisteínas altamen-
te conservadas en el dominio NH2-terminal que 
son importantes para la unión del ligando. Los miem-
bros de esta familia están constituidos por cinco 
subunidades, que se disponen de manera asimétrica 
para formar el poro por donde fluyen los iones. Cada 
subunidad posee cuatro segmentos transmembra-
nales (TM) de tipo α-hélice, un dominio NH2 y uno 
COO- terminal localizados en la región extracelu-
lar, así como un dominio citoplásmico que posee 
diversos sitios de fosforilación [4-6] (Fig. 2). El asa 
citoplásmica es la menos conservada entre cada uno 
de los miembros de la familia, por lo que el número 
y la localización de los posibles sitios de fosforila-
ción es muy variable. Debido a que se conoce en 
otros tipos de receptores que el grado de fosforila-
ción determina su localización celular, desensibili-
zación y degradación [7-10], resulta relevante el es-
tudio de estos posibles sitios de fosforilación y su con-

Modulación de los receptores ionotrópicos de tipo cys-loop 
por proteincinasas A y C

Miguel A. Velázquez-Flores, Rocío Salceda

Introducción. En el sistema nervioso, la neurotransmisión química rápida es mediada por receptores ionotrópicos que se 
activan por la unión de su ligando. La unión del ligando a su receptor, favorece la entrada selectiva de iones a la célula 
que cambia el potencial eléctrico de la membrana celular. Los receptores de tipo cys-loop pertenecen a la superfamilia 
de receptores ionotrópicos activados por ligando que comprende a los receptores nicotínicos de acetilcolina, del ácido 
gamma-aminobutírico, glicina, serotonina y zinc. En diversos estudios se demostró que la actividad de estos receptores se 
modifica en respuesta a la activación de las proteincinasas A y C; los diferentes resultados, aparentemente contradicto-
rios, podrían explicarse por la participación de diversos factores como el tipo de subunidades que forman a los receptores, 
componentes del citoesqueleto y subtipos de cinasas y fosfatasas presentes en el tejido nervioso de estudio. 

Objetivo. Presentar una revisión del efecto que las proteincinasas A y C ejercen sobre la actividad de los receptores iono-
trópicos de tipo cys-loop. 

Desarrollo. En esta revisión se describen los experimentos obtenidos en diversas regiones en las que se ha determinado 
el efecto que tiene la activación de estas cinasas sobre la función de los receptores de neurotransmisores mayormente 
distribuidos en el sistema nervioso central y que han sido objeto de estudio. 

Conclusiones. La regulación de los receptores de tipo cys-loop por proteincinasas ocurre por medio de la activación de 
otros receptores (cross-talk) que se expresan en diversas etapas del desarrollo y áreas del sistema nervioso.
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secuencia en la actividad de los receptores de tipo 
CL, objetivo de este trabajo.

Receptor nicotínico de acetilcolina

La acetilcolina (ACh) es el transmisor excitador clá-
sico de las uniones que se establecen entre el mús-
culo esquelético y los axones de las neuronas moto-
ras. Asimismo, la ACh es uno de los principales 
neurotransmisores excitadores del cerebro. La fun-
ción de la ACh como neurotransmisor es mediada 
tanto por RAPG, que unen muscarina, como por 
receptores ionotrópicos selectivos al Na+, K+ o Ca2+ 

que responden a nicotina (RnACh) [11-13].
El RnACh está constituido por la combinación 

de subunidades diferentes que le confieren propie-
dades farmacológicas y funcionales especiales [14, 

15]. Estudios iniciales demostraron que los recep-
tores nicotínicos que se expresan en la unión neu-
romuscular del órgano eléctrico de Torpedo en eta-
pa embrionaria están conformados por las subuni-
dades α2βγδ [16], reemplazando la subunidad γ por 
la ε en el adulto (α1)2β1δε; mientras que los RnACh 
localizados en los ganglios del sistema nervioso au-
tónomo (SNA) poseen una estequiometría diferen-
te (α3)2(β4)3. En el cerebro, el RnACh puede estar 
constituido por la combinación de las subunidades 
α2-α6, α10, β2-β4 o únicamente por las subunida-
des (α7)5, (α8)5 y (α9)5 [17-19], siendo los receptores 
α4β2 y (α7)5 los más abundantes [20,21]. Los recep-
tores (α1)2β1δε, (α3)2(β4)3 y (α4)2(β2)3 son selecti-
vos a los iones Na+ y K+ [22,23], mientras que, los 
RnACh (α4)3(β2)2 y los (α7)5 son permeables a Ca2+ 

[24]. Tanto los receptores de las uniones neuromus-
culares como los del SNA se localizan postsinápti-
camente, en tanto que los del cerebro se localizan 
también en las neuronas presinápticas.

Fosforilación del RnACh muscular

Inicialmente, se demostró que la fosforilación de las 
subunidades γ y δ del RnACh expresado en el órga-
no eléctrico de la raya eléctrica Torpedo californica 
es dependiente del incremento en los niveles intra-
celulares de adenosín monofosfato cíclico (AMPc) y 
la consecuente activación de la PKA [25]. La fosfori-
lación del RnACh por la PKA induce un aumento en 
la tasa de desensibilización del receptor, es decir, se 
disminuye la actividad de éste en respuesta a la 
unión de ACh. De igual manera, la presencia de fors-
kolina, activador de la adenilato ciclasa, y de diver-
sos análogos del AMPc incrementan el estado de 
fosforilación y la tasa de desensibilización del recep-
tor [26,27]. Por el contrario, en cultivos de miocitos 
obtenidos de Xenopus se demostró que la fosforila-
ción del RnACh por PKA es mediada por la acción 
del péptido relacionado con el gen de la calcitonina 
(CGRP) (Fig. 3). La presencia del CGRP en el medio 
de cultivo incrementa el tiempo de apertura del re-
ceptor, efecto que se reprodujo al inducir la activa-
ción de la PKA por AMPc [28]. Estas diferencias su-
gieren que la regulación del RnACh por la PKA de-
pende de la expresión específica de fosfatasas y de 
componentes del citoesqueleto.

Adicionalmente, diversos estudios demostraron 
que la forskolina puede actuar directamente sobre 
el RnACh [26,29,30] o debido a su naturaleza lipo-
fílica, modificar la estructura lipídica de la mem-
brana y de esta manera que cambiar las propieda-
des del receptor [31].

Figura 1. En el sistema nervioso, la neurotransmisión química es mediada tanto por receptores metabo-
trópicos como por ionotrópicos. a) Los receptores metabotrópicos son proteínas transmembranales que 
están asociadas a proteínas G triméricas. La unión del neurotransmisor a este tipo de receptor, induce la 
disociación de las subunidades que componen a la proteína G y actúan sobre diversas proteínas efectoras 
como la adenilato ciclasa (AC) o la fosfolipasa C (PLC). La activación de estas proteínas incrementa la 
concentración intracelular de segundos mensajeros (AMPc o diacilglicerol) y esto induce la activación de la PKA 
o PKC. La activación de estas cinasas conlleva a la fosforilación de diversos sustratos, tanto en la membrana 
plasmática como en el citoplasma. La fosforilación de proteínas específicas puede inducir la inhibición 
o activación de la actividad de factores de transcripción específicos; b) Los RIAL son canales que per-
miten la entrada selectiva de iones a la célula. Los receptores a neurotransmisores de tipo excitador 
permiten la entrada de cationes (Na+ o Ca2+) a la célula, mientras que aquellos para neurotransmisores 
inhibidores, como el ácido γ-aminobutírico y la glicina, permiten la entrada de Cl–. La entrada de catio-
nes induce la despolarización de la membrana celular y la de Cl– su hiperpolarización.

a

b

Apoptosis

Supervivencia
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RnACh neuronal

Los RnACh formados por las subunidades α4 y β2, 
son los receptores nicotínicos más abundantes en el 
cerebro [32,33]. Desde la década pasada, trabajos 
diversos muestran que la expresión y la función de 
los receptores α4β2 es regulada por mecanismos de 
fosforilación y desfosforilación [34-39]. Estudios ini-
ciales demostraron que los receptores constituidos 
por las subunidades α4β2 aislados del cerebro [40] o 
expresados en ovocitos de Xenopus [41,42], se fos-
forilan in vitro por la actividad de la PKA y de la 
PKC. Posteriormente, se demostró que los residuos 
Ser 362 y la S467, así como la Ser 550 y posiblemen-
te la S362 del dominio intracelular de la subunidad 
α4, se fosforilan en respuesta a la activación de la 
PKA y PKC, respectivamente.

Los RnACh α4β2, al igual que otros subtipos de 
receptores nicotínicos, se localizan en la presinap-
sis, en donde modulan la liberación de dopamina, 
glutamato y del GABA [43,44]. Esto significa que la 
función de este receptor puede ser importante no 
sólo para la regulación de las vías colinérgicas, sino 
también para el funcionamiento de otras vías de 
neurotransmisión (Fig. 4). Adicionalmente, la fos-
forilación de la subunidad α4 del receptor nicotíni-
co por la PKA y PKC modifica la proporción de 
RnACh formados por las subunidades (α4)2 (β2)3 o 
(α4)3 (β2)2, de alta y baja afinidad por nicotina, res-
pectivamente [38,39,45]. Asimismo, los cambios en 
la proporción de estos receptores en la superficie 
celular se traducen en una mayor o menor entrada 
de Na+ o Ca2+ a la célula, lo que implica cambios en 
la información que se transmite al sistema.

Receptor del ácido γ-aminobutírico

El GABA funciona como neurotransmisor inhibi-
dor en las interneuronas de la médula espinal y re-
tina, así como en diferentes regiones del cerebro, 
particularmente en el cerebelo, los ganglios basales 
y la corteza cerebral. Al igual que la ACh, el GABA 
ejerce su efecto por medio de RAPG, receptor de 
GABAB, y de RIAL (RGABAA y RGABAA-ρ), que son 
permeables a Cl–. El RGABAA puede estar consti-
tuido por la combinación de distintas subunidades 
(α [α1-α6], β [β1-β4], γ [γ1-γ3], δ, ε, θ, π), aunque se 
tiene evidencia de que el subtipo de RGABAA que 
predomina en el cerebro está compuesto por las 
subunidades α, β, γ2. Por otra parte, el RGABAA-ρ, 
anteriormente conocido como RGABAC, es una sub-
clase de los receptores GABAA que está formado 
únicamente por la combinación de las subunidades 

Figura 2. Estructura de los miembros de la subfamilia de receptores ionotrópicos de tipo CL. Cada una 
de las subunidades que componen a estos receptores posee un asa intracelular con diversos sitios de 
fosforilación. La fosforilación del receptor puede controlar su destino celular, así como el mecanismo 
involucrado en su desensibilización.

Figura 3. El péptido relacionado con el gen de la calcitonina es reconocido por un receptor acoplado a 
proteínas G. La unión del péptido a su receptor induce un cambio conformacional que permite la diso-
ciación de la subunidad α de la proteína G trimérica. Una vez disociada la subunidad α, ésta activa a la 
proteína de membrana adenilato ciclasa (AC), la cual en su estado activo hidroliza al adenosín trifosfato 
(ATP) y produce AMPc. El incremento en la concentración intracelular de AMPc, activa a la PKA y ésta 
fosforila y modifica la función del RnACh.

Péptido relacionado
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rho (ρ). El receptor GABAA-ρ, al igual que el RGABAA, 
se expresa en diversas regiones del cerebro, pero en 
contraste al RGABAA, éste se encuentra ampliamen-
te expresado en la retina.

Regulación del RGABAA

Desde hace tiempo se sabe que la noradrenalina po-
tencia las respuestas producidas por GABA en cé-
lulas de Purkinje, debido a un incremento en los 
niveles intracelulares de AMPc que conlleva a la ac-
tivación de la PKA [46]. Con base en trabajos dife-
rentes, se conoce que las subunidades β son sustra-
to de la PKC, mientras que para la PKA sólo lo son 
la β1 y β3 [4,47-49]. La fosforilación de la subuni-
dad β3 por la PKA incrementa las corrientes pro-
ducidas por GABA, mientras que la fosforilación 
de la subunidad β1 lleva a una disminución de las 
mismas [4]. En este sentido, Brandon et al [50] de-
mostraron que la proteína de anclaje de la cinasa A 

(AKAP150) se une a las subunidades β1 y β3, pero 
no al resto de las subunidades de este receptor.

Por otra parte, la activación de la PKC abate las 
corrientes producidas por GABA en los RGABAA 
α1β2γ2 expresados en ovocitos de Xenopus, mien-
tras que cuando se expresan en fibroblastos L929 
las corrientes incrementan. Estos resultados sugie-
ren que los subtipos de la PKC presentes en cada 
uno de estos sistemas de expresión no son las mis-
mas. Asimismo, las proteínas de anclaje y andamia-
je pueden variar.

Fisiológicamente, la función de los receptores io-
notrópicos puede ser regulada de manera cruzada 
(cross-talk) por RAPG. Por ejemplo, en neuronas del 
bulbo olfatorio en cultivo, se demostró que la acción 
de la dopamina sobre el receptor D1, el cual activa a 
la PKA, incrementa la fosforilación del RGABAA, re-
duciendo las corrientes inducidas por GABA. Por el 
contrario, la activación de la PKC, causada por la se-
ñalización del receptor de dopamina D2, incrementó 
estas corrientes en células mitrales [51]. Debido a que 
se sabe que la PKC controla el reciclaje de RGABAA, 
es factible pensar que el incremento de las corrien-
tes producidas por GABA ocurre debido a un au-
mento en la proporción de RGABAA localizados en 
la superficie celular (Fig. 5).

Receptor de glicina

La glicina es el principal neurotransmisor inhibidor 
de la médula espinal y se tiene evidencia de esta 
función en otras regiones del sistema nervioso cen-
tral (SNC), incluida la retina. Su acción es mediada 
por un receptor postsináptico (RGly) que forma un 
canal selectivo a Cl– que se antagoniza por el alca-
loide estricnina. El RGly está formado por la com-
binación de dos subunidades α y tres β. Hasta el 
momento, se han identificado cuatro genes que co-
difican para distintas isoformas de la subunidad α 
(α1-α4) y un solo gen que lo hace para la β. La com-
binación de las distintas isoformas de la subunidad 
α con la β tiene como resultado la expresión de re-
ceptores con propiedades específicas [52-56].

Aunque se conoce que tanto la activación de la 
PKA como de la PKC modifica las corrientes pro-
ducidas por glicina en diferentes áreas del cerebro, 
los mecanismos por medio de los cuales ocurre esta 
regulación no se conocen. Si bien la fosforilación de 
la subunidad α del RGly por la PKA se demostró en 
ensayos in vitro [57], la mayoría de las isoformas de 
la subunidad α no muestran secuencias consenso 
de fosforilación por la PKA. La excepción es la va-
riante producida por empalme alternativo de la sub-

Figura 4. En el cuerpo estriado, la unión de ACh a tipos específicos de receptores nicotínicos que se loca-
lizan en la presinapsis modula la liberación del neurotransmisor dopamina. Una vez que la ACh se une 
a los receptores formados por las subunidades α4 o α6 y α2, éstos permiten el flujo de iones Ca2+ al 
interior celular. El incremento en la concentración de Ca2+ intracelular induce la fusión de las vesículas 
presinápticas con la membrana celular y se libera la dopamina. La dopamina que se libera al espacio si-
náptico es reconocida en la postsinapsis por receptores acoplados a proteínas G, iniciándose una cascada 
de señalización que le permite responder al sistema.



177www.neurologia.com Rev Neurol 2011; 52 (3): 173-181

Modulación de los receptores ionotrópicos de tipo cys-loop por proteincinasas A y C

unidad α1, la α1INS, que posee una inserción de ocho 
aminoácidos (... SPMLNLFQ ...) que incluye una se-
rina que se pudiera fosforilar por dicha cinasa [58]. 
Asimismo, en un estudio realizado en la línea ce-
lular HEK293 se demostró que la activación de la 
PKA, en respuesta a la prostaglandina 2, induce 
la fosforilación directa del RGly α3 [6]. En la médu-
la espinal del organismo adulto, coexisten RGlys 
formados por las subunidades α1β y α3β, así como 
por la variante α1INS; además, se ha demostrado 
que una proporción de receptores formados por la 
subunidad α3 se localizan en áreas específicas de la 
médula espinal donde no se expresan aquellos 
constituidos por la subunidad α1 [6]. Adicional-
mente, se sabe que la subunidad β del RGly contie-
ne un sitio consenso en el cual pudiera actuar la 
PKA [59]; sin embargo, el impacto fisiológico no se 
ha determinado.

La activación de la PKA incrementa las corrien-
tes producidas por glicina en la médula espinal, así 
como en ovocitos de Xenopus en los que se expre-
saron RGlys α1 [57,60], mientras que en neuronas 
de la sustancia negra la activación de esta cinasa 
disminuye las corrientes inducidas por glicina [61]. 
Además, Agopyan et al comunicaron que la activa-
ción de la PKA disminuye la probabilidad de aper-
tura del receptor en neuronas aisladas del hipotála-
mo ventromedial en tanto que incrementa la pro-
babilidad de apertura del canal en neuronas del tri-
gémino [60,62].

Por otra parte, la subunidad α1 del RGly se fos-
forila en la serina 391 en respuesta a la activación 
de la PKC [63], misma posición en la que se fosfori-
la la subunidad β del receptor GABAA por la PKA y 
PKC. Igualmente, la subunidad β del RGly posee un 
sitio consenso de fosforilación por PKC en la posi-
ción 389 del dominio M3-M4 [58]. En diversas áreas 
del cerebro, la activación de la PKC modula de ma-
nera distinta las corrientes producidas por glicina. 
En neuronas del hipocampo [64], en neuronas co-
misurales de la región sacra dorsal [65], así como en 
neuronas aisladas de la sustancia negra [66], la acti-
vación de la PKC incrementa la corriente produci-
da por glicina; mientras que ésta disminuye en neu-
ronas de la médula espinal [67,68] y en RGly expre-
sados en ovocitos de Xenopus [57,69].

En células ganglionares aisladas de la retina de la 
salamandra, se observó que la activación tanto de 
la PKA como de la PKC modifica las corrientes me-
diadas por el RGly. Asimismo, en la retina intacta 
de la rana, la activación de estas cinasas redujo la 
unión específica de [3H]glicina y [3H]estricnina al 
RGly [70]. Debido a que el ensayo de unión de li-
gandos radiactivos nos permite identificar a los re-

ceptores localizados en la superficie celular, la dis-
minución de la unión de los radioligandos al recep-
tor indica que la función del RGly es modulada por 
la acción de estas cinasas (Fig. 6).

Receptor de serotonina 5-HT3

La serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) regula una 
amplia gama de procesos biológicos por medio de 
la unión a diversos RAPG (5-HT1A-5-HT1D, 5-HT2, 
5-HT4), así como a receptores ionotrópicos de tipo 
CL (R5-HT3). Los R5-HT3 son canales constituidos 
por la combinación de diversas subunidades (5-HT3A- 
5-HT3E) que inducen una despolarización de la mem-
brana celular debido a una facilitación en la entrada 
de Na+, K+ y Ca2++ hacia el interior celular. La ex-
presión in vitro de las subunidades 5-HT3A forma 
R5-HT3 funcionalmente activos [71], mientras que 
la de las demás subunidades necesita la coexpresión 
de la subunidad 5-HT3A para formar receptores fun-
cionales [72].

La mayor importancia de los R5-HT3 radica en 
su potencial terapéutico en el tratamiento de la 
náusea y emesis causadas por la radioterapia y qui-

Figura 5. Regulación del número de RGABAA localizados en la superficie celular. La fosforilación de pro-
teínas involucradas en el tráfico subcelular del receptor regula el número de RGABAA localizados en la su-
perficie celular. La proporción de RGABAA localizados en la superficie celular es importante para controlar 
el grado de despolarización de la neurona.
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mioterapia en pacientes con cáncer [73], por lo que 
el estudio de estos receptores se ha centralizado en 
la creación de fármacos que controlen estos sínto-
mas [74,75] y muy poco se conoce respecto a la re-
gulación del R5-HT3. Existe evidencia de que cier-
tos anestésicos volátiles, n-alcoholes y la PKC tie-
nen un efecto sobre la función de este receptor. Las 
corrientes inducidas por 5-HT y mediadas por re-
ceptores homoméricos R5-HT3A se potencian en 
presencia de halotano e isoflurano y se inhiben por 
el sevoflurano [76]; de forma similar, el sevoflurano 
inhibe las corrientes mediadas por receptores hete-
roméricos R5-HT3AB [77]. Por su parte, los n-alco-
holes con un volumen molecular menor que 110 Å3 
incrementan las corrientes mediadas por R5-HT3AB, 
mientras que aquellos que tienen un volumen ma-
yor las inhiben [77]. Asimismo, la función de R5-HT3A 
incrementa en presencia de etanol y tricloroetanol, 
mientras que la de R5-HT3AB es menos o totalmen-
te insensible a la regulación por estos alcoholes [78]. 
Finalmente, en neuronas aisladas del ganglio de la 
raíz dorsal, Hu y Li determinaron que la inhibición 
de la PKC disminuye las corrientes mediadas por 
R5-HT3 sin que a la fecha se conozca su significado 
fisiológico [79].

Receptor de zinc

En el SNC, el zinc está involucrado en procesos co-
mo la neurogénesis, migración celular y sinaptogé-
nesis [80-84], y en la regulación de receptores de 
purinas, glutamato, 5-HT, GABA y glicina [85-88]. 
La identificación reciente de un receptor que se ac-
tiva por zinc indica que este ion podría funcionar 
como neurotransmisor excitador en ciertas regio-
nes del SNC [89,90]. El receptor ZAC, expresado in 
vitro, es activado por zinc e inhibido por tubocura-
rina [89]. Una variedad de estudios son necesarios 
para comprender el efecto fisiológico del receptor 
ZAC y su posible regulación por proteincinasas.

Comentarios finales

Los receptores de la superfamilia de RIAL son los 
encargados de mediar la neurotransmisión rápida 
en el SNC y periférico. Debido a la importancia que 
tiene la activación e inactivación de una vía deter-
minada de neurotransmisión, existen diversos me-
canismos que controlan el funcionamiento de estos 
receptores. Al igual que los RAPG, los receptores 
ionotrópicos se desensibilizan en presencia del li-
gando y pueden ser internalizados para atenuar la 
señal [90,91]. Asimismo, se conoce que la fosforila-
ción de los RIAL por proteincinasas –regulación cru-
zada (cross-talk)– puede aumentar o disminuir su 
función [6,93,94].

Las distintas respuestas de los receptores CL a la 
activación de la PKA y PKC en diversas áreas del 
cerebro, aunque aparentemente contradictorias, pa-
recen relacionarse con diferencias tanto temporales 
como espaciales de la expresión de las diversas iso-
formas y variantes de las subunidades que los com-
ponen. También se sugiere que las proteínas que 
anclan el citoesqueleto a los receptores CL influyen 
en la proximidad de las cinasas y fosfatasas al domi-
nio intracelular de éstos, por lo que parece que su 
fosforilación no depende únicamente de las sub-
unidades que los forman, sino también de la accesi-
bilidad que tengan las cinasas y fosfatasas a esta re-
gión. La presencia de diversos tipos y subtipos de 
proteínas cinasas y fosfatasas, que responden a di-
ferentes estímulos y que no necesariamente actúan 
sobre los mismos sustratos, complica aún más la in-
terpretación de los resultados.

En conclusión, el estudio de la regulación de los 
receptores CL por proteincinasas necesita contem-
plar diversos factores que van más allá del efecto 
que produce la interacción cinasa-receptor. Es ne-
cesario conocer qué subtipo o subtipos de canales 

Figura 6. El RGly en la retina de la rana se modula por la PKA y PKC. La unión de ligandos radiactivos nos 
permite conocer la proporción de receptores que están localizados en la membrana celular. La activación 
de la PKA con forskolina o de la PKC con el éster de forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) disminuyó la 
unión de glicina-3H y estricnina-3H al RGly, lo que sugiere que el número de receptores en la superficie ce-
lular disminuye. Asimismo, estos resultados sugieren que el RGly puede fosforilarse e inducir un cambio 
conformacional o su internalización, lo que disminuiría la unión de los ligandos al receptor. 

RGly
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se expresan en la región de estudio; sin embargo, 
actualmente no se cuenta con herramientas farma-
cológicas suficientes para hacerlo, por lo que es im-
portante abundar en la síntesis de agonistas y anta-
gonistas de los receptores de esta familia, así como 
de activadores e inhibidores específicos de las dis-
tintas isoformas de la PKA y PKC, que nos permitan 
conocer el efecto sobre los distintos tipos de recep-
tores. También es importante establecer la función 
que el citoesqueleto y otras proteínas de anclaje ejer-
cen sobre estos receptores ionotrópicos.
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Cys-loop ligand-gated ion channels modulation by protein kinases A and C

Introduction. In the nervous system, rapid chemical neurotransmission is mediated by ionotropic receptors that are 
activated by ligand binding. Ligand binding to its receptor promotes the selective flow of ions into the cell which changes 
the electrical potential of the cell membrane. Cys-loop type receptors belong to the ligand-gated ion channel superfamily 
including the nicotinic acetylcholine receptor, the gamma-aminobutyric acid, glycine, serotonin and zinc. Several studies 
showed that the activity of these receptors was modified in response to protein kinases A and C activation; the different 
results, apparently contradictory, could be explained by the involvement of several factors such as the type of subunits 
that make up these receptors, components of the cytoskeleton and sub-types of kinases and phosphatases present in 
nerve tissue studied. 

Aim. To review the effect of protein kinases A and C on the activity of cys-loop receptors. 

Development. In this review we describe experiments conducted in different regions where it was determined the effect 
of these kinases on the function of neurotransmitter receptors mostly distributed in the nervous system. 

Conclusions. The cys-loop receptors regulation by protein kinases occurs through the activation of other receptors (cross-
talk) that are expressed at different stages of development and nervous system areas.

Key words. Cross-talk. Cys-loop receptors. Desensitization. Ionotropic receptor. Phosphorylation. Protein kinases.



III. Mecanismos de regulación cruzada “cross talk”  

El reconocimiento extracelular de múltiples tipos de moléculas por receptores de 

membrana le permite a la célula adaptarse y responder a cambios en el 

microambiente que la rodea. La unión del ligando a su receptor, induce la 

activación de vías de señalización intracelulares que conllevan a la regulación de 

diversos procesos celulares y que deben desactivarse en un momento 

determinado. De esta manera, existen diversos mecanismos que pueden regular 

la función de un receptor: i) disminución de su función en respuesta a la unión 

continua del ligando (desensibilización homóloga); ii) potenciación o inhibición de 

la función en respuesta a la activación de proteínas cinasas (desensibilización 

heteróloga). 

 
 

A. Desensibilización homóloga 

En general, los mecanismos involucrados en la desensibilización de receptores de 

membrana se han estudiado en receptores acoplados a proteínas G (Kelly et al., 

2008; Cho et al., 2010) y en menor medida en receptores ionotrópicos (Lévi et al., 

1998; Rasmussen te al., 2002). En cultivos primarios de neuronas de la médula 

espinal de la rata, Lévi y sus colaboradores (1998) demostraron que la proporción 

de RGlys expresados en la superficie celular disminuye bajo un tratamiento 

crónico de estricnina, debido a la acumulación de RGlys en el interior celular 

(Rasmussen et al., 2002). 
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B. Desensibilización heteróloga 

La desensibilización heteróloga de los RGlys α3, en respuesta a la activación de la 

PKA, se demostró tanto en receptores nativos localizados en la médula espinal 

como en RGlys α3 recombinantes expresados en la línea celular HEK293. La 

aplicación de prostaglandina E2 (PGE2) disminuyó las corrientes producidas por 

glicina en un 45%, efecto que se revirtió en presencia del péptido inhibidor de la 

PKA (PKAIP). Adicionalmente, la mutación de la Ser346-Ala346 (S346-A346), dentro 

de una secuencia consenso de fosforilación por PKA (residuos 344-347, Arg, Glu, 

Ser, Arg en el asa intracelular que conecta a los segmentos TM3-TM4), abolió 

completamente el efecto inducido por PGE2 (Harvey et al., 2004). En síntesis, la 

activación del receptor a PGE2, el EP2, induce la activación de la PKA y la 

fosforilación del RGly α3. Asimismo, en un estudio reciente se demostró que la 

activación del receptor metabotrópico de serotonina R5-HT1A, acoplado a 

proteínas Gi, incrementó las corrientes de glicina debido a una disminución en la 

actividad de la PKA y, en consecuencia, en el estado de fosforilación del RGly α3 

(Manzke et al., 2010). No obstante, los mecanismos que regulan la función de 

RGlys α3 expresados en la médula espinal no se determinaron. 

El primer estudio en el que se determinaron los mecanismos que participan en la 

regulación del RGly en respuesta a la activación de la PKC, fue el realizado por 

Huang y sus colaboradores (2007). Por medio microscopía confocal y de registros 

electrofisiológicos en la modalidad de célula completa, estos autores demostraron 

que la activación de la PKC disminuye las corrientes de glicina, mediadas por 

RGlys α1, debido a la internalización de estos receptores. 
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IV. La retina de los vertebrados 

La retina constituye la capa más interna del ojo de los vertebrados (Fig. 2) y su 

función es transformar un estímulo luminoso en uno eléctrico. La codificación de la 

información sensorial en la retina de los vertebrados ocurre por medio de los 

diversos tipos neuronales que la componen y que utilizan principalmente tres 

amino ácidos como neurotransmisores: el glutamato (neurotransmisor excitador), 

el GABA y la glicina (neurotransmisores inhibidores). El glutamato es el 

neurotransmisor de la vía vertical de la retina: células fotorreceptoras → células 

bipolares → células ganglionares, mientras que el GABA y la glicina son 

neurotransmisores de la vía horizontal: células horizontales, amacrinas e 

interplexiformes.   

  

A. Respuestas ON y OFF en la retina 

El registro electrofisiológico de las fibras que conforman al nervio óptico, axones 

de las células ganglionares, demostró que éstas son capaces de producir 

potenciales de acción en respuesta a un estímulo luminoso; sin embargo, el patrón 

de disparo fue diverso (Fig. 3-A; Hartline, 1938). Las fibras de tipo ON, producen 

una ráfaga de disparos inicial en respuesta al estímulo luminoso, disparando de 

forma constante cuando el estímulo está presente. Por otro lado, los axones de las 

células ganglionares ON-OFF responden al inicio del estímulo, se silencian 

posteriormente y vuelven a disparar una vez que el estímulo ha finalizado (Fig. 3-

A). Por su parte, las fibras OFF responden de manera sostenida al término del 

estímulo (Fig. 3-A).  
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Fig. 2. ESQUEMA DEL OJO DE LOS VERTEBRADOS. La capa más interna del ojo está 

constituida por la retina, la cual está compuesta por seis tipos neuronales que se 

organizan en capas. La capa nuclear externa (CNE) está formada por los somas de los 

fotorreceptores (conos y bastones); la capa nuclear interna (CNI), en la que se encuentran 

los somas de las células bipolares, horizontales, amacrinas e interplexiformes y la capa de 

células ganglionares. Interconectando estas tres capas se hallan la capa sináptica o 

plexiforme externa (CPE; contactos sinápticos entre los fotorreceptores y las células de la 

CNI) y la sináptica interna (CPI; sinapsis entre las células de la CNI y las células 

ganglionares). Las células gliales de Müller atraviesan todas las capas de la retina y sus 

pies forman la membrana limitante interna. (Imágenes modificadas de: 

http://lowvision.galeon.com/ojo/elojo.htm y http://www.skidmore.edu/~hfoley/Perc3.htm). 
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Estudios de tipo fisiológico y morfológico revelaron que las células ganglionares 

ON y OFF se estratifican de manera diferente dentro de la CPI (Nelson et al 1978, 

Peichl and Wässle, 1981; Amthor et al, 1989a), lo que sugiere funciones 

específicas para cada subtipo de célula ganglionar en la retina (Fig. 3-B). Las 

dendritas de las células OFF ramifican dentro de la CPI, en proximidad con la capa 

nuclear interna, en donde establecen contactos sinápticos con las terminales de 

las células bipolares OFF. Las células ganglionares ON se extienden dentro de la 

CPI cerca de la capa de células ganglionares, contactando las terminales de las 

células bipolares ON (Nelson et al. 1978), mientras que los árboles dendríticos de 

las células ON-OFF, arborizan a todo lo largo de la CPI “patrón biestratificado” 

(Amthor et al, 1989b). 

 

a. Campo receptivo de las células ganglionares de la retina 

Hartline demostró que las células ganglionares responden a un estímulo luminoso 

tenue localizado en el centro del campo receptivo1, mientras que un estímulo más 

intenso es necesario cuando la luz se aleja del centro del campo (Fig. 4). Con 

base en estos experimentos, Hartline concluyó que el campo receptivo de las 

células ganglionares está fijo en el espacio y que no se extiende más de 1 mm de 

diámetro. Sin embargo, el campo receptivo resultó ser más grande de lo que se 

espevvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv 

____________ 

1Campo receptivo: área de fotorreceptores que responden a un estímulo luminoso y que 

transmiten la señal a tipos específicos de células horizontales, bipolares, amacrinas y 

ganglionares. 
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Fig. 3. A) Respuestas ON, OFF y ON-OFF de las células ganglionares de la retina. B) 
Estratificación de las células ganglionares de centro ON y OFF dentro de la CPI. 
Modificado de: http://retina.umh.es/webvision/GCPHYS1.HTM#ON and OFF Responses

 

 

  24

http://retina.umh.es/webvision/GCPHYS1.HTM#ON and OFF Responses


esperaba para la propagación de la respuesta producida por un solo fotorreceptor, 

sugiriendo que existe procesamiento e integración de la señal en la retina. 

Asimismo, este autor notó otras características que sugerían una alta complejidad 

de este fenómeno: i) las respuestas se vuelven más rápidas y menos sostenidas 

conforme el estímulo luminoso se aleja del centro del campo receptivo (Fig. 4); ii) 

movimientos sutiles, mucho menores que el diámetro del campo receptivo de la 

célula (micras), pueden provocar una respuesta importante. 

 

i. Campo receptivo central y periférico 

Conforme el estímulo luminoso se mueve a través del campo receptivo de las 

células ganglionares, tanto la intensidad como la forma de su respuesta cambian. 

En este sentido, Kuffler (1953) observó que las respuestas producidas al estimular 

el centro o la periferia del campo receptivo son totalmente diferentes. En la figura 

5a, un estímulo luminoso puntual, localizado cerca de la punta del electrodo, 

evoca una ráfaga de impulsos, mientras que el desplazamiento  del estímulo hacia 

la periferia (0.5 mm) modifica el patrón de disparo (Fig. 5b). Asimismo, las 

respuestas producidas por un estímulo localizado en puntos intermedios del 

campo receptivo, entre el centro y la periferia, son diferentes. Las respuestas 

ejemplificadas en la figura 5, son características de células ganglionares de centro 

ON con periferia OFF. Por el contrario, las células de centro OFF disparan en 

respuesta a un estímulo periférico y se inhiben cuando se estimula el centro del 

campo receptivo. Estas propiedades de respuesta de las células ganglionares son 

las que establecen el campo receptivo centro-derredor (receptive field center-

surround).  
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Fig. 4. Mapeo por medio de haces de luz puntuales en el campo receptivo central de 
las células ganglionares del gato. Tomado de: 
http://retina.umh.es/webvision/GCPHYS1.HTM#ON and OFF Responses
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B. Transmisión glicinérgica en la retina  

El GABA y la glicina son los principales neurotransmisores inhibidores de la retina 

de los vertebrados, localizándose principalmente en células amacrinas que 

cumplen funciones específicas para el procesamiento de las señales visuales 

(Pourcho, 1996). Relacionado con esto, las células amacrinas con campo 

receptivo amplio (wide field amacrine cells) establecen interacciones laterales 

dentro de la CPI y utilizan GABA como neurotransmisor (Lin and Masland et al. 

2006), mientras que las células amacrinas con campo receptivo pequeño (small-

field) son glicinérgicas y establecen  interacciones locales entre las subláminas de 

la CPI: subláminas ON y OFF (Hsueh et al., 2008).   

En la retina de los mamíferos, la [3H]glicina se acumula en el 10% de células 

bipolares dominadas por conos y en el 50% de células amacrinas, de las cuales, la 

mayoría son de campo receptivo pequeño (Fig.6): A3, A4, A7 (AII) y A8 (Pourcho y 

Goebel, 1985, 1987; Jäger y Wässle, 1987). Las células amacrinas con campo 

receptivo pequeño, reciben la entrada sináptica de células bipolares, por medio de 

sinapsis en listón (ribbon synapses), así como de otras células amacrinas –tanto 

GABAérgicas como glicinérgicas- por sinapsis químicas convencionales, mientras 

que la salida sináptica establece contactos con células bipolares, otras células 

amacrinas y células ganglionares (Jusuf et al. 2005; Pourcho y Owczarzak, 

1991a ,b; Sassoè-Pognetto et al.1994 ). Asimismo, ciertas células amacrinas 

glicinérgicas poseen procesos que contactan la capa plexiforme externa (CPE; 

Kolb y West, 1977). De los diferentes tipos de células amacrinas que utilizan 

glicina como transmisor, la célula amacrina AII es de interés particular, debido a 

que 
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Fig. 5. La estimulación del campo receptivo periférico o central modifica el potencial 
de membrana de manera distinta. 
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glicina como transmisor, la célula amacrina AII es de interés particular, debido a 

que este tipo celular modula el paso de información de células bipolares 

dominadas por bastones hacia células ganglionares de centro OFF, mecanismo 

que parece ser necesario para la visión escotópica (Kolb y Nelson, 1983; Dacheux 

y Raviola, 1986).  

 

a. La estricnina: antagonista de la transmisión glicinérgica  

El alcaloide estricnina es la única herramienta farmacológica con la que se cuenta 

hasta el momento para estudiar el RGly y por ende, la transmisión glicinérgica en 

el SNC. En la retina aislada del gato, la superfusión de estricnina (2-40 μM) atenuó 

las respuestas producidas por un estímulo luminoso puntual de las células 

ganglionares β de centro ON, mientras que no tuvo efecto sobre la respuesta a la 

luz de las células ganglionares β de centro OFF ni en las células ganglionares de 

tipo α (Saito, 1981,1983). En contraste, la iontoforesis de estricnina en la retina 

intacta del gato reveló un efecto solamente sobre las células ganglionares de 

centro OFF (Ikeda y Sheardown, 1983; Müller et al., 1988). Finalmente, Caldwell et 

al. (1978) encontraron que la respuesta transitoria a la luz, de todos los tipos de 

células ganglionares, disminuye en presencia de estricnina. Así, los resultados 

obtenidos indican que el bloqueo de los diferentes subtipos del RGly presentes en 

la retina, altera las propiedades de los campos receptivos de las células 

ganglionares.  
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Fig. 6. MORFOLOGÍA DE CÉLULAS AMACRINAS GLICINÉRGICAS.l(A) Sección 

vertical de una células amacrina AII de la retina del ratón que fue marcada con 

neurobiotina durante los registros electrofisiológicos. La capa plexiforme interna (CPI; IPL) 

está subdividida en 5 subláminas de grosor similar. (B) Disposición de las células 

amacrinas de la retina de la rata inmunomarcadas para parvalbúmina. (C-G) Células 

amacrinas glicinérgicas que expresan la proteína verde fluorescente en el ratón thy-1GFP-

O. (C) Célula tipo 2. (D) Células tipo 3. (E) Células Tipo 4. (F) Células Tipo 7. (G) Célula 

A8. Tomado de Wässle et al 2009. 
 

  30



b. Ratones transgénicos  

El uso de ratones transgénicos que tienen eliminada (“knock-out”) o disminuida 

(“knock-down”) la expresión de alguno de los genes que codifican para las 

diferentes isoformas de la subunidad α del RGly, permite estudiar la participación 

de receptores α1, α2, α3 ó α4 en la transmisión glicinérgica de la retina de los 

mamíferos. El registro electrofisiológico de células ganglionares aisladas de la 

retina de un modelo de ratón espástico, que tiene disminuida la expresión de la 

subunidad α1 del RGly (Becker, 1990; Pinto et al., 1994), reveló que estas células 

tienen anormalidades en la organización de su campo receptivo (Stone y Pinto, 

1992). Mientras que el campo receptivo de las células ganglionares del ratón 

silvestre presenta una organización concéntrica centro-derredor (Balkema y Pinto, 

1982; Stone y Pinto, 1993), el campo receptivo de las células ganglionares del 

ratón espástico no responden a estímulos periféricos (Stone y Pinto, 1992). Sin 

embargo, el efecto antagónico que tiene la estimulación del campo receptivo 

periférico sobre el campo central, permanece intacto en el  ratón espástico. Las 

respuestas del campo receptivo central de las células ganglionares de un ratón 

silvestre, consisten de un componente temporal y uno sostenido; no obstante, en 

el ratón espástico las respuestas muestran sólo el componente transitorio. En 

conclusión, la transmisión gicinérgica controla las respuestas tanto temporales 

como espaciales de las células ganglionares de la retina por medio de RGlys α1. 

Para intentar dilucidar el circuito mediado por RGlys α1, que controla las 

respuestas de las células ganglionares observadas en el ratón espástico, el grupo 

de Wässle demostró que el circuito glicinérgico, células amacrinas tipo AII ---                         

células bipolares de conos OFF, está mediado por RGlys con cinéticas rápidas, lo 
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cual se traduce en una respuesta sináptica temporal. Adicionalmente, las células 

bipolares de bastones también expresan RGlys α1, mientras que las subunidades 

α2 y α3 no se localizan en ningún tipo de célula bipolar (Ivanova et al., 2006).  

Por otra parte, en un estudio relativamente reciente, Weiss et al. (2008) 

demostraron que las células amacrinas AII exhiben corrientes postsinápticas 

inhibidoras espontáneas (sIPSCs) que son abatidas en ratones que carecen del 

gen que codifica para la subunidad α3 del RGly (Glra3-/-); no obstante, cuando se 

eliminan los genes  Glra1spd-ot (subunidad α1) ó Glra2-/-(subunidad α2), las sIPSCs 

no se afectan. Además, las respuestas electrofisiológicas producidas por las 

células amacrinas con campo estrecho “narrow field amacrine cells”, de tipo 5, 6, y 

7, se eliminó en ratones que no expresan RGlys α2. Estos resultados indican que 

las sIPSCs producidas por las células amacrinas AII están mediadas por RGlys 

α3, mientras que en células amacrinas con campo estrecho, la glicina actúa sobre 

RGlys α2. Similarmente, las células amacrinas desplazadas, con campo receptivo 

amplio, expresan preferentemente RGlys α2 y α4 (Majumdar et al. (2009). Así, la 

expresión diferencial de RGlys en tipos específicos de células bipolares, 

amacrinas y ganglionares, determina el grado de inhibición de circuitos específicos 

en la retina. En este sentido, se sabe que las células amacrinas AII regulan la  

transmisión temporal “light through pathways”, mientras que otros tipos de células 

amacrinas lo hacen de forma sostenida (Masland, 2001; Wässle, 2004). 

 

C. Localización del RGly en la retina 

La diversidad de tipos de células amacrinas glicinérgicas presentes en la retina, 

concuerda con la heterogeneidad de RGlys identificados en este tejido. Hasta la 
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fecha, se ha identificado la presencia de las cuatro isoformas de la subunidad α 

(α1-α4) en sinapsis específicas de la retina de los mamíferos (Haverkamp et al. 

2003; 2004; Heinze et al. 2007; Sassoè-Pognetto et al. 1994 ). La localización 

inmunocitoquímica del RGly en la retina de los mamíferos, se determinó 

inicialmente con la utilización de tres anticuerpos monoclonales (Pfeiffer et al., 

1984; Schröeder et al., 1991; Pérez-León y Salceda, 2000). Estos estudios 

revelaron la presencia del RGly en la capa plexiforme interna (CPI) de la retina, 

mientras que estudios de microscopía electrónica definieron su presencia en la 

membrana post-sináptica de las células amacrinas (Grünert y Wässle, 1993; 

Sassoè-Pognetto et al., 1994; Sassoè-Pognetto y Wässle, 1997). Adicionalmente, 

por medio de microscopía de luz y electrónica se colocalizó a la proteína periférica 

de membrana gefirina con la subunidad α del RGly (Pourcho y Owczarzak, 1991, 

a, b). Recientemente, se han utilizado tres anticuerpos policlonales que son 

específicos para las isoformas α2, α3 y α4 (Haverkamp et al., 2003, 2004; Jusuf et 

al., 2005). Las cuatro isoformas de la subunidad α (α1-α4) estudiadas hasta el 

momento, se localizan en diferentes estratos de la CPI y muy raramente se 

localizan en el mismo sitio postsináptico, lo que sugiere que los RGlys constituidos 

por las diferentes isoformas de la subunidad α están involucrados en diferentes 

circuitos de la retina de los mamíferos (Heinze et al., 2007). La subunidad α1 del 

RGly se distribuye predominantemente en células bipolares y en ciertos subtipos 

de células ganglionares (Grünert y Wässle, 1993; Greferath et al., 1994; Grünert y 

Ghosh, 1999; Lin et al., 2000), mientras que la subunidad α2 se localiza en células 

amacrinas y prácticamente en todas las células ganglionares. Por su parte, las 
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subunidades α3 y β del RGly están ampliamente distribuidas en toda la CPI de la 

retina (Greferath et al., 1994). En la retina del ratón, una subpoblación de células 

amacrinas que sintetiza y libera acetilcolina expresa receptores formados por la 

subunidad α4 (Lin et al., 2000).  

Adicional a la presencia del RGly en diferentes tipos neuronales de la retina, 

Pérez-León y Salceda (2000) demostraron por primera vez que las células gliales 

de Müller de la retina de la rana y de la rata expresan este receptor. 

Posteriormente, en la retina de la rana toro se demostró que la glia de Müller 

expresa RGlys formados por la subunidades α1β y no por la α2; sin embargo, su 

significado se desconoce (Lee et al., 2005). 
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JUSTIFICACIÓN 

El estudio del efecto de la PKA y PKC sobre la función del RGly se ha realizado en 

el receptor purificado, en sistemas de expresión diversos, así como en células de 

diferentes regiones del sistema nervioso en cultivo. Los datos obtenidos hasta el 

momento son aparentemente contradictorios, debido a que la activación de estas 

cinasas puede tanto potenciar como inhibir las corrientes producidas por glicina, 

dependiendo de la preparación que se haya utilizado. Las diferencias parecen 

deberse a la expresión de RGlys constituidos por subunidades α distintas, 

isoformas de la PKA y PKC presentes en regiones específicas del sistema 

nervioso, así como a la existencia de componentes del citoesqueleto específicos 

que determinan la accesibilidad de las cinasas a la membrana plasmática. Con el 

objetivo de conocer cuáles son los mecanismos celulares que participan en la 

regulación del RGly en un sistema intacto, estudiamos el efecto que tiene la 

activación de la PKA y PKC sobre la unión específica de [3H]glicina y [3H]estricnina 

al RGly, el estado de fosforilación y la internalización del receptor en la retina 

intacta de la rata. 
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HIPÓTESIS 

La unión específica de [3H]glicina y [3H]estricnina  se modifica por la activación de 

la PKA y PKC, debido a la fosforilación y posible internalización del receptor de 

glicina.  

 

OBJETIVO 

Identificar los mecanismos celulares que rigen la regulación del RGly en respuesta 

a la activación de la PKA y PKC en la retina de la rata.  

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Caracterizar la unión de [3H]glicina y [3H]estricnina al RGly en la retina 

aislada de la rata. 

2. Determinar el efecto que tiene la activación de la PKC y de la PKA en la 

unión específica de [3H]glicina y [3H]estricnina en la retina de la rata. 

3. Estudiar si la activación de la PKA y/o de la PKC induce la fosforilación del 

RGly. 

4. Determinar si la activación de la PKA y/o de la PKC induce la internalización 

del RGly. 
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

1. Ensayo de unión de ligandos radioactivos 

Se utilizaron ratas Long- Evans adultas (170-200g) adaptadas a la oscuridad 

durante 2 horas, se sacrificaron por decapitación, se extrajeron los ojos y se 

disectó la retina. Para los ensayos de unión de ligandos radioactivos, el tejido se 

incubó durante 40 min a 20 ± 1°C en un medio Ringer Krebs sin Na+  (en mM: 

MgSO4 1.17; KH2PO4 1.2; KCl 4.7; CaCl2 2.5; glucosa 5.6 y cloruro de colina 118) 

en presencia de diferentes concentraciones de [3H]glicina ó [3H]estricnina. Al 

finalizar los 40 minutos, el tejido se pasó a un medio nuevo con glicina 1 mM ó 

estricnina 100 μM y se incubó por 40 minutos adicionales (20± 1°C) para 

determinar la unión específica. Después de la incubación, el tejido se lavó con 

medio frío, se pesó y se disolvió en 0.5 ml de SDS al 1.0%. La radioactividad se 

determinó en un contador de centelleo líquido. La unión específica se definió como 

la cantidad del radioligando que se desplaza por 1 mM ó 100 μM de glicina ó 

estricnina fría, respectivamente (Pérez-León y Salceda, 1995). 

 

2. Efecto de las proteínas cinasas sobre la unión específica 

El efecto de la PKA y PKC sobre la unión específica, se determinó en presencia de 

activadores (forskolina, 8Br-AMPc) o inhibidores (H89) de la PKA o PKC (ésteres 

de forbol; estaurosporina y bisindolilmaleimida VII). Los fármacos se añadieron al 

mismo tiempo que los radioligandos y la unión se determinó después de 40 

minutos de incubación. Todo el procedimiento se llevó a cabo en condiciones de 

luz roja tenue. 

  37



3. Inmunoprecipitación 

La retina se incubó en las mismas condiciones que aquellas descritas para 

determinar el efecto de las cinasas sobre la unión específica y se transfirió a un 

amortiguador de lisis 1:3 (p/v) (Buffer RIPA-Tris: en mM: EGTA 2; NaCl 316; 

Na2MoO4 20; NaF 50; Tris-HCl 20; Na3VO4 100, PMSF 100 y EDTA 100; 0.1% de 

leupeptina y aprotinina; SDS al 0.2% y Tritón-X100 al 2 %). El homogenizado se 

mantuvo en agitación constante durante 3 horas a 4oC. Posteriormente, las 

muestras se centrifugaron a 20, 800 x g durante 10 minutos y el sobrenadante (50 

µg proteína) se vertió a tubos que contenían 10 µg del anticuerpo anti-GlyR H-70 

(anticuerpo inmunoprecipitante hecho en conejo que reconoce a todas las 

subunidades α del RGly) previamente acoplado a perlas de sefarosa– proteína A 

(3.3 mg/20 µl). La muestra se incubó a 4oC en agitación constante por 12-15 horas 

y se centrifugó a 20, 800 g por dos minutos; la muestra se lavó en tres ocasiones 

con Buffer de lisis (sin SDS y Tritón X-100 al 1%). Al complejo proteína A- GlyRH-

70-RGly se le agregó solución de Laemmli (Laemmli, 1970), se hirvió durante 7 

minutos y se sometió a electroforesis en geles de poliacrilamida al 12% en 

condiciones reductoras (Laemmli, 1970). Una vez concluida la electroforesis, las 

proteínas se transfirieron a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) de 

Millipore, se bloqueó con leche (90 minutos) y se incubó durante toda la noche con 

un anticuerpo hecho en ratón que reconoce residuos de serina fosforilados 

(Chemicon International; 1:100). Posteriormente, se lavó la membrana del exceso 

del anticuerpo primario, se incubó por 90 minutos en presencia de un anticuerpo 

anti-ratón acoplado a peroxidasa de rábano (Amersham Life Science; 1:100, 000) 
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y se reveló utilizando un sustrato comercial de la peroxidasa que exhibe 

quimioluminiscencia (Immobilon Western de Millipore; Burnette, 1981).El 

anticuerpo anti-GlyR-H70 reveló la presencia de una banda de 48-50 kDa (RGly). 

Las placas del revelado se sometieron a un análisis de densitometría (Programa 

AlphaEase FC) y los datos se analizaron en el programa de cómputo GraphPad 

Prism5 (San Diego, CA). 

4. Fraccionamiento subcelular 

El tejido se incubó en las mismas condiciones descritas para determinar el efecto 

de las cinasas sobre la unión específica, se aislaron membranas microsomales y 

plasmáticas (Fig. 7) y se inmunoprecipitó al RGly como previamente se ha 

descrito. Las fracciones membranales obtenidas: microsomas y membranas 

plasmáticas, se resuspendieron en 200 µl de Buffer Tris-HCl; Sacarosa 0.25 M pH 

7.4 que contiene antiproteolíticos (Buffer Tris-S) y se caracterizaron por la 

determinación de la actividad de enzimas marcadoras: citocromo c-reductasa 

(Rickwood, 1993), glutamato deshidrogenasa (Schmidt and Schmidt, 1983) y 

fosfatasa alcalina (Sigma procedimiento no. 104), así como por la presencia de 

proteínas marcadoras de la fracción plasmática (subunidad α de las integrinas) y 

endosomal (Rab 11a) localizadas por Western blot. 

La concentración de proteína se determinó por el método de Lowry (1951), usando 

un kit comercial (Bio-Rad Headquarters Hércules, California) y albúmina de suero 

bovino como estándar. La densidad óptica se midió en un lector de microplacas a 

690 nm. 
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El análisis de los estudios cinéticos se realizó por medio de la ecuación de Hill 

(Y=Bmax*X^h/(Kd^h + X^h) y de la gráfica de Scatchard, utilizando el programa 

computacional GraphPad Prism 5. La significancia estadística se determinó tanto 

con la prueba de t y como por un ANOVA de una vía, seguido por la prueba post 

hoc de Dunnett´s. 
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Fig. 7. FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR. Se siguió el procedimiento descrito por 

McKeel y Jarett (1970) con ciertas modificaciones. El tejido (30 retinas) se incubó en 

presencia de activadores o inhibidores de la PKA o PKC, se homogenizó en buffer Tris-S 

y se centrifugó a distintas velocidades y tiempos. El RGly se inmunoprecipitó de las 

fracciones microsomales  y plasmáticas (50 μg de proteína total para cada caso), y se 

identificó por Western blot. P; pellet; S; sobrenadante. 
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RESULTADOS 

Los resultados centrales del trabajo se publicaron en la revista SYNAPSE; se 

anexa copia del manuscrito.  
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Glycine Receptor Internalization by
Protein Kinases Activation
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cross-talk

ABSTRACT Although glycine-induced currents in the central nervous system have
been proven to be modulated by protein kinases A (PKA) and C (PKC), the mechanism
is not well understood. In order to better comprehend the mechanism involved in this
phenomenon, we tested the PKA and PKC activation effect on the specific [3H]glycine
and [3H]strychnine binding to postsynaptic glycine receptor (GlyR) in intact rat retina.
The specific binding constituted about 20% of the total radioligand binding. Kinetic anal-
ysis of the specific binding exhibited a sigmoidal behavior with three glycine and two
strychnine binding sites and affinities of 212 nM for [3H]glycine and 50 nM for
[3H]strychnine. Specific radioligand binding was decreased (60–85%) by PKA and PKC
activation, an effect that was blocked by specific kinases inhibitors, as well as by cytocha-
lasin D. GlyR expressed in the plasma membrane decreased about 50% in response to ki-
nases activation, which was consistent with an increase of the receptor in the microso-
mal fraction when PKA was activated. Moreover, immunoprecipitation studies indicated
that these kinases lead to a time-dependent receptor phosphorylation. Our results sug-
gest that in retina, GlyR is cross-regulated by G protein-coupled receptors, activating
PKA and PKC. Synapse 65:1231–1238, 2011. VVC 2011 Wiley-Liss, Inc.

INTRODUCTION

Inhibitory glycinergic neurotransmission is medi-
ated by the glycine receptor (GlyR), which is a ligand-
gated chloride channel of the Cys-loop family. The
heteromeric receptor consists of two a (a1–a4) and
three b subunits (Grudzinska et al., 2005), having
four glycine and two strychnine binding sites. A defin-
ing feature of this family is the presence of an extrac-
ellular ‘‘Cys-loop’’ structure, which is important for
ligand binding. Also, Cys-loop receptors possess an in-
tracellular loop linking TM3-TM4 that has several
putative sites of modulation by protein kinases (Kit-
tler and Moss, 2003; Ruiz-Gómez et al., 1991; Swope
et al., 1999; Wiesner and Fuhrer, 2006). In this
regard, Ruiz-Gómez et al. (1991) reported protein ki-
nases C (PKC)-dependent serine S391 phosphoryla-
tion of the a1-subunit in the GlyR purified from the
spinal cord. In addition, glycine currents are
decreased by PKC activation in spinal cord neurons
(Albarrán et al., 2001; Tapia et al., 1997), as well as
in recombinant GlyRs (Albarrán et al., 2001; Tapia
et al., 1997; Vaello et al., 1994); these currents
increased in neurons isolated from different brain
regions (Nabekura et al., 1996; Schönrock and Bor-

mann, 1995; Xu et al., 1996). Protein kinase A (PKA)
activation increased glycine currents in the spinal
cord (Song and Huang, 1990; Tapia et al., 1997; Vaello
et al., 1994) and decreased those obtained in substan-
tia nigra neurons (Inomata et al., 1993). PKA down-
regulates the open probability of the GlyR in ventro-
medial hippocampal neurons (Agopyan et al., 1993),
exerting the opposite effect in trigeminus neurons
(Song and Huang, 1990). In retina, both PKC and
PKA activation decreased the decay time constant of
glycine currents (Han and Slaughter, 1998); however,
the mechanism is unknown. In order to better under-
stand the mechanism of GlyR modulation in retinal
synaptic transmission, we analyzed the effect of PKA
and PKC activation on GlyR specific radioligand bind-
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ing, its phosphorylation, and its internalization in the
intact rat retina.

MATERIALS AND METHODS
Animals

Adult male and female Long-Evans rats (170–200
g) were maintained under dark-light conditions (12:12
h). Long-Evans rats were inbred from a colony origi-
nally obtained from Charles River (Raleigh). All ani-
mals (n 5 100) were handled according to the Associ-
ation Research in Vision and Ophthalmology State-
ment on the Use of Animals in Ophthalmic and
Vision Research. All efforts were made to minimize
the number of animals used and their suffering.

Materials

[3H]glycine (56.4–60.0 Ci/mmol) and [3H]strychnine
(23 Ci/mmol) were purchased from NEN Life Science
Products (Boston, MA). Monoclonal mouse antibody (Cat.
No. 146 011) clone mAb4a, against rat spinal cord glycine
receptor (recognizes all GlyR subunits), was obtained
from Synaptic Systems (Göttingen, Germany); polyclonal
rabbit anti-GlyR (GlyR a H-70, Cat. No. s.c.-33,611)
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA); integrin b1
(M-106): s.c.-8978 is a rabbit polyclonal antibody that was
also purchased from Santa Cruz Biotechnology; antiphos-
phoserine (mouse monoclonal IgG1, clone 4A4, Cat. No.
05-1000) from Millipore (Billerica, MA); mouse monoclo-
nal antibody to rab11A (ab78337) was used (Abcam; Cam-
bridge, UK). Protein A-Sepharose CL-4B was obtained
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).

Secondary antibodies, ECL antimouse IgG, peroxi-
dase-linked, and ECL antirabbit IgG, peroxidase-
linked were both purchased from GE Healthcare
(Little Chalfont, Buckinghamshire, UK). Membranes
of polyvinylidene difluoride (PVDF) were used (Milli-
pore). Glycine, strychnine, cytochalasin D (Cyt D),
phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), bisindolylma-
leimide VII (Bis VII), 8-bromoadenosine-30, 50-cyclic
monophosphate (8-Br-cAMP), forskolin, and H89 were
purchased from Sigma-Aldrich.

Radioligand binding assay

Retinae from 2 h-dark-adapted rats were incubated
at (20 6 1)8C for 40 min in Krebs medium (mM: choline
chloride 118; KCl 4.7; CaCl2 2.5; MgSO4 1.17; glucose
5.6; KHCO3 25) containing different concentrations of
[3H]glycine (25–600 nM) or [3H]strychnine (10–200
nM) and then were incubated in the presence of 1 mM
glycine or 100 lM strychnine for additional 40 min to
determine the specific radioligand binding. After incu-
bation, the tissue was rinsed with cold medium,
weighed, and dissolved in 0.5 ml of 1% (v/v) of Sodium
dodecyl sulfate (SDS). Radioactivity in the solubilized
tissue was determined by liquid scintillation counting.

Specific binding was defined as the binding displaced
by 1 mM or 100 lM nonradioactive glycine or strych-
nine, respectively (Pérez-León and Salceda, 1995).

Protein kinases effect on radioligands binding

To determine the effect of protein kinases on the
specific binding, PKC or PKA activators (PMA, 8-Br-
cAMP, and forskolin) and inhibitors (BisVII and H89)
were added at the same time than radioligands and
the binding was determined after 40 min. The whole
experimental procedure was carried out under dim
red light conditions.

Immunoprecipitation and immunoblotting

A retina (incubated as described above for the radio-
ligand binding assay) was transferred into a lysis
buffer (1:3 (p/v): RIPA-Tris buffer (mM: EGTA 2; NaCl
316; Na2MoO4 20; NaF 50; Tris-HCl 20; Na3VO4 100,
PMSF 100 and EDTA 100; 0.1% of leupeptine and
aprotinine; SDS 0.2% and Tritón-X100 2%) and main-
tained under constant shaking for 3 h at 48C. Subse-
quently, the sample was centrifuged for 10 min at
20,800g and the supernatant (50 lg of protein) was
incubated in the presence of 10 lg of anti-GlyR H-70
(immunoprecipitating antibody), previously coupled to
sepharose pearls-protein A (0.5 mg/5 ll). Then, the
sample was incubated at 48C under constant shaking
for 12–15 h and centrifuged at 20,800g for 2 min; the
obtained pellet was washed three times with lysis
buffer (without SDS but with 1% of triton X-100). The
protein A-anti-GlyR H70-GlyR complex was denatured
in Laemmli’s sample buffer (Laemmli, 1970), resolved
through 12% SDS polyacrilamide gels and electroblot-
ted to PVDF membranes. Blots were stained with Pon-
ceau S to confirm that protein loading was the same in
all lanes. Membranes were soaked in PBS to remove
the Ponceau S and incubated for 90 min in Tris-buf-
fered saline (TBS) containing 5% dried skimmed milk
and 0.1% Tween 20 to block the nonspecific protein-
binding sites. Afterwards, membranes were incubated
for 14 h at 48C with the primary antibody (mAb4a or
antiphosphoserine) diluted in BSA 0.25%, Tween 20
0.1%, thimerosal 0.01% in TBS buffer. Then they were
washed and incubated with the secondary antibodies
(ECL antimouse or ECL antirabbit). The protein was
detected using an ECL Western blot detection kit
(Millipore). The mAb4a antibody revealed a band of
48–50 kDa (GlyR). The blots were subjected to a densi-
tometry analysis and data were analyzed using Graph-
Pad Prism5 software (San Diego, CA).

Subcellular fractionation

Subcellular fractionation was performed according to
McKeel and Jarett’s protocol (1970) with the following
modifications. Retinae (n 5 30), incubated under the
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same conditions described for the immunoprecipitation
assay, were homogenized in buffer A (Tris-HCl 0.01 M,
pH 7.6; sucrose 0.25 M, EGTA 1 mM, benzamidine 2
mM, bacitrin 1 mg/ml, soybean trypsine inhibitor 0.1
mg/ml, pepstatin 10 lg/ml, leupeptin 20 lg/ml, and
aprotinin 20 U/ml), and centrifuged at 180g for 10 min;
the pellet was washed three more times. The mixed
supernatants were centrifuged for 10 min at 2000g. The
resulting supernatant was centrifuged at 12,000g for 20
min to obtain: mitochondriae, synaptosomes, and
plasma membranes (P1). The supernatant obtained
was centrifuged at 61,000g for 25 min to obtain a
plasma membrane component (P2) remaining in this
fraction. Microsomal membranes were sedimented at
187,000g for 70 min; simultaneously, P1 was placed in a
sucrose gradient (0.3 M: 0.9 M: 1.2 M) and centrifuged
for 30 min at 53,000g to obtain the plasma membrane
fraction, which was mixed with P2. Both, the microso-
mal and plasma membranes, were solubilized in RIPA-
Tris buffer, immunoprecipated and immunobloted as
described above. Subcellular fractions were character-
ized by determining the activity of marker enzymes:
cytochrome-c reductase (Rickwood, 1993), alkaline
phosphatase (Sigma procedure no. 104), and glutamate
dehydrogenase (Schmidt and Schmidt, 1983), and the
presence of plasma membrane (integrin b1) and micro-

somal (Rab 11a) marker proteins was demonstrated by
Western blot.

Protein concentration was determined with a com-
mercial kit (Bio-Rad Headquarters Hercules, CA)
using bovine serum albumin as the standard (Lowry
et al., 1951).

Kinetic analysis

After Scatchard analysis (Segel, 1975), the sigmoi-
dal behavior of radioligand binding was studied by
different equations; the best fit was obtained by the
Hill equation (Y 5 BmaxX

h/(Kd
h 1 Xh) and the alloste-

ric Monod–Wyman–Changeux model.
Statistical significance was determined by either

the t-test or one-way ANOVA analysis, followed by
the Dunnett’s post hoc test.

RESULTS
Kinetic characterization of the specific
[3H]glycine and [3H]strychnine binding

in the intact rat retina

Since radioligand binding assay allows us to determine
the proportion of surface membrane receptors, we char-

Fig. 1. Binding of [3H]glycine and [3H]strychnine to GlyR in the
intact rat retina. Retinae from 2 h-dark-adapted rats were incu-
bated 40 min at (20 6 1)8C in a Krebs medium in the absence of
Na1 containing different [3H]glycine (25–600 nM) or [3H]strychnine
(10–200 nM) concentrations after equilibrium binding was reached.
Specific radioligand binding represents the difference between total
and nonspecific binding, being determined in the presence of 1 mM
glycine or 100 lM strychnine, respectively. The whole experimental
procedure was carried out under dim red light conditions. Values
represent mean 6 SEM from seven experiments.

Fig. 2. [3H]Glycine (A) and [3H]strychnine (B) binding kinetic
in the whole rat retina. Equilibrium radioligand binding was
reached at 40 min incubation and then the tissue was incubated in
the dark for additional 40 min at (20 6 1)8C with different [3H] gly-
cine (25–600 nM) or [3H] strychnine (10–200 nM) concentrations in
the absence (solid lines) or presence of 200 nM PMA (dashed lines).
The best fit of the radioligand binding kinetic was obtained by the
Hill equation and the allosteric Monod–Wyman–Changeux model.
Data are the mean 6 SEM from seven experiments.
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acterized the specific [3H]glycine and [3H]strychnine
binding to the GlyR in intact rat retina. To determine the
conditions in which the specific binding reaches equilib-
rium, we incubated whole rat retina for different time
periods in the presence of the radioligand. Under these
conditions, specific [3H]glycine or [3H]strychnine binding
increased linearly, reaching a plateau at 30 min and
remained constant up to 90 min; therefore, kinetic assays
were performed at 40 min incubation. Specific [3H]gly-
cine binding constituted 20% of the total binding (Fig.
1A). The specific [3H]glycine kinetic binding established
at different radioligand concentrations (25–600 nM)
revealed a sigmoidal behavior with a Kd of 212 6 11 nM
and three binding sites (Fig. 2A).

Specific [3H]strychnine binding represented 25% of
the total radioligand binding (Fig. 1B), exhibiting a
sigmoidal shape with a Kd 5 50 6 5 nM and two
binding sites (Fig. 2B).

Activation of PKC and PKA decreased
the specific binding of [3H]glycine and

[3H]strychnine to GlyR

Activation of PKC by PMA decreased the specific
[3H]glycine and [3H]strychnine binding by 60% and
85%, respectively (Fig. 3). The specific PKC inhibitor
BisVII (0.5 lM) prevented the PMA effect on radioli-
gand binding. Likewise, PKA activation by 8-Br-

Fig. 3. Effect of PKC and PKA on the specific [3H]glycine and
[3H]strychnine binding. Once the radioligands binding reached the
equilibrium, tissue was incubated at (20 6 1)8C for additional 40 min
with 250 nM of (3H(glycine or 50 nM of (3H(strychnine in the presence

of PKC or PKA activators or inhibitors; the effect of cytochalasin D
and carbachol was also tested. Values represent mean 6 SEM from
seven experiments *(P < 0.014; t student vs. control); **(P < 0.0001; t
student vs. control); 8(P < 0.0005; t student vs. control).
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cAMP (1 mM) or by forskolin (10 lM), also reduced
specific radioligand binding significantly; 8-Br-cAMP
effect was blocked with H89 (1 lM), a specific PKA
inhibitor (Fig. 3).

The decrease of specific radioligand binding could
be associated with changes on the cell surface in the
GlyR proportion, as well as modifications in ligand
binding properties; therefore, we proved if the GlyR
affinity and the maximum binding sites (Bmax) for
[3H]glycine and [3H]strychnine were modified in
response to protein kinases activation. The Kd for the
radioligands binding did not change in the presence
of 8-Br-cAMP or PMA (Kd of 160 nM); however, acti-
vation of protein kinases led to a reduction in the
Bmax of both radioligands, without affecting their sig-
moidal behavior (Fig. 2). Moreover, Cyt D (10 lM),
which inhibits actin polymerization required for endo-
cytosis, blocked the effect of both kinases on the spe-
cific radioligands binding (Fig. 3). The Bmax reduction,
as well as the effect of Cyt D, suggests changes in the
number of GlyRs in the plasma membrane.

GlyR phosphorylation

It is known that GlyR is phosphorylated in response
to PKA and/or PKC activation in the spinal cord
(Harvey et al., 2004; Ruiz-Gómez et al., 1991; Vaello
et al., 1994). Our results revealed that retinal GlyR
presented basal serine phosphorylation, which was
enhanced in a time-dependent manner, following tissue
incubation in the presence of PMA or 8-Br-cAMP. The
phosphorylation state of GlyR increased as early as at

2 min incubation and reached its highest level at 10–
20 min, decreasing thereafter (Fig. 4). Specific inhibi-
tion of PKA or PKC prevented GlyR phosphorylation
without altering the basal one (Fig. 5).

GlyR internalization

Membrane receptor endocytosis is a well recognized
mechanism that is involved in the down-regulation of
transmembrane receptors. In order to determine
whether GlyR is internalized in response to PKC and
PKA activation, we analyzed the proportion of GlyR in
plasma membrane and microsomal fractions. At 10 min
incubation, we did not detect changes in the GlyR pro-
portion in subcellular fractions compared with the con-
trol condition (data not shown). However, PKA activa-
tion decreased plasma membrane GlyR by (54 6 8)%
and increased it by (50 6 3)% in the microsomal frac-
tion at 40 min incubation (Fig. 6A). In addition, PKC
activation also reduced the GlyR proportion in plasma
membrane (41 6 9)%, an effect that was blocked by
BisVII (106 6 9)%; however, microsomal GlyR propor-
tion was neither altered in response to PKC activation
nor in the presence of BisVII (Fig. 6B).

DISCUSSION

Glycine is the principal inhibitory neurotransmitter
in the spinal cord and brain stem, exerting an inhibi-
tory effect in the inner plexiform layer of the mam-

Fig. 4. GlyR phosphorylation induced by PKC or PKA activa-
tion. Dashed line indicates basal phosphorylation level. Representa-
tive Western blots of 8-Br-cAMP and PMA treated retinae are
shown. Data are the mean 6 SEM from six experiments. One way
ANOVA analysis showed a P value of 0.0006. The Dunnett’s post
hoc test was performed.

Fig. 5. GlyR phosphorylation depends on kinases activity. Tis-
sue was incubated for 10 min in the absence or presence of PMA or
8-Br-cAMP, respectively. The presence of specific PKC (BisVII) or
PKA (H89) inhibitors blocked the kinases effect. Data are presented
as percentage of basal GlyR phosphorylation. Values are the mean
6 SEM from three experiments. *(P < 0.003; t student vs. control);
**(P < 0.004; t student vs. control).
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malian retina through the GlyR. In retinal ganglion
cells, it was shown that PKC and PKA activation
modified glycine currents (Han and Slaughter, 1998;
Zhao et al., 2010), a process that could affect the exci-
tatory neurotransmission in the retina. In order to
elucidate the mechanisms controlling GlyR in
response to protein kinases activation, we studied the
effect of PKA and PKC activation on the specific
[3H]glycine and [3H]strychnine binding to GlyR, as
well as receptor phosphorylation and internalization
induced by these kinases in the intact retina. Our
results showed that [3H]glycine and [3H]strychnine
binding to the GlyR has similar affinity to that
reported in the spinal cord (Kishimoto et al., 1981;

Ruiz-Gómez et al., 1989; Young and Snyder, 1973)
and the one found in retinal membranes (Borbe et al.,
1981; Pérez-León and Salceda, 1995; Schaeffer and
Anderson, 1981). However, kinetic binding analysis
revealed a sigmoidal shape that was fitted to the allo-
steric Wyman–Monod–Changeux model, as well as to
the Hill equation, displaying Hill coefficients (nH) of 3
and 2 for glycine and strychnine binding, which sug-
gests a cooperative system (Segel, 1975). Hill coeffi-
cients might indicate at least two binding sites acting
together (Segel, 1975). These results are consistent
with the electrophysiological response to glycine, in
which the maximum gating efficacy of the GlyR is
reached when three potential binding sites are occu-

Fig. 6. PKA activation induced GlyR internalization. Retinae
were incubated under the same conditions described to test the ki-
nases effect on radioligands binding. A: Absence or presence of 1
mM 8-Br-cAMP or (B) 200 nM PMA or PMA 1 0.5 lM BisVII; then,
membrane fractions were isolated as described in experimental pro-
cedures and 100 lg of protein were used for immunoprecipitation
with GlyR a H70 antibody. Plasma membrane (left) and microsomal

(right) GlyR was localized by Western blot with mAb4a antibody.
Representative Western blots for GlyR and membrane fraction
markers are presented. Plasma membrane (PM) and microsomal
(M) protein markers were identified by means of integrin b1 and
Rab11A antibodies. Values represent the mean 6 SEM from three
independent experiments. *(P < 0.002; t student vs. control); **(P <
0.0002; t student vs. control); y(P < 0.01; t student vs. control).
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pied (Beato et al., 2004). These sites could also be
related to the expression of different a GlyR subunits
(a1–a4, b) identified in the mammalian retina (Gre-
ferath et al., 1994; Heinze et al., 2007; Wässle et al.,
2009). Under physiological conditions in which glycine
concentrations in the synaptic cleft can change signif-
icantly, the cooperative behavior of the GlyR would
allowed a better control of the excitatory neurotrans-
mission.

Currently, there are some studies that indicate that
spinal cord GlyRs are phosphorylated by both PKA
and PKC (Harvey et al., 2004; Ruiz-Gómez et al.,
1991; Vaello et al., 1994). In addition, electrophysio-
logical evidence indicates that glycine currents are
regulated by PKA and PKC in spinal cord (Harvey
et al., 2004; Vaello et al., 1994), different brain
regions (Nabekura et al., 1996; Schönrock and Bor-
mann, 1995; Xu et al., 1996), and retina (Han and
Slaughter, 1998; Zhao et al., 2010). In this study, we
show that activation of both kinases specifically
decreased the radioligand binding to GlyR in the
entire retina. Kinetic binding analysis revealed that
PKA and PKC activation dramatically decreased the
Bmax of the specific radioligands binding without
altering the affinity of the GlyR for them, pointing to
a decrease of the receptor on the cell surface. In
agreement to this interpretation, Cyt D blocked the
effect of kinases activation exerted on specific bind-
ing, indicating that GlyR is endocytosed in retina in
response to PKA and PKC. In this respect, activation
of both kinases resulted in the decrease of the GlyR
in the plasma membrane with an increase in the
microsomal fraction when PKA was activated, but not
by PKC activation. Since PKA and PKC act on spe-
cific consense amino acid sequences, GlyR phosphoryl-
ation for these kinases could represent different regu-
latory mechanisms. Further studies are required to
identify the significance of GlyR phosphorylation by
PKC.

Phosphorylation of G protein-coupled receptors at
specific sites is a process that regulates their function
by different mechanisms such as internalization
(Alcántara-Hernández and Garcı́a-Sáinz, 2005; Bran-
don et al., 2000; Kovacs et al., 2009; Pippig et al.,
1993; Tang et al., 1998; Terunuma et al., 2010; Wil-
loughby et al., 2007). It has also been shown that
Cys-loop receptors, such as g-aminobutyric acid
(GABAA), are phosphorylated by protein kinases,
inducing their internalization (Chen et al., 2006;
Kumar et al., 2010). Likewise, our results indicate
that GlyR is regulated by similar mechanisms; how-
ever, evidence demonstrating that GlyR phosphoryla-
tion is required to induce GlyR internalization is nec-
essary. In a physiological manner, GlyR modulation
by protein kinases could occur through a cross-talk
stimulation of G protein-coupled receptors. In fact,
melatonin MT2, prostaglandin E2, and serotonin type

1A receptors activation modify glycine currents in dif-
ferent systems (Ahmadi et al., 2002; Manzke et al.,
2010; Zhao et al., 2010).

In summary, our results showed, for the first time,
that mammalian retinal GlyR is phosphorylated and
internalized in response to PKA activation. Physiolog-
ically, activation of PKA would decrease GlyR at the
cell surface which in turn would control the synaptic
action of glycine. Although GlyR is phosphorylated by
PKC activation, its significance is not yet understood.
Further studies are necessary to determine the cross-
talk mechanisms activating these protein kinases.
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RESULTADOS NO PUBLICADOS 

1. Unión específica de [3H]glicina y [3H]estricnina al RGly  

El ensayo de unión de ligandos radioactivos nos permite conocer la proporción de 

receptores localizados en la superficie celular de un tejido, así como detectar 

cambios de esta proporción en condiciones determinadas. La unión de [3H]glicina 

y [3H]estricnina alcanzó el equilibrio –saturación de los sitios disponibles en el 

RGly- a los 30 minutos de incubación y permaneció constante hasta los 90 

minutos, por lo que, el tiempo de incubación para determinar la cinética de unión 

de los radioligandos al RGly fue de 40 minutos. La unión específica de los ligandos 

radioactivos fue de tipo sigmoide, con KDs similares (212 nM para [3H]glicina y 50 

nM para [3H]estricnina) a las reportadas en la médula espinal. Como se mencionó 

en el procedimiento experimental, el análisis de los datos se realizó por medio de 

la ecuación de Hill y del modelo de “Monod-Wyman-Changeux”, ajustando las 

curvas de saturación a tres ([3H]glicina) y dos sitios posibles de unión 

([3H]estricnina). El programa no permitió el ajuste de los datos para un modelo de 

1 ó 2 sitios de unión de [3H]glicina. Sin embargo, el análisis manual de los 

componentes, reveló la presencia de un sitio de alta afinidad con poca capacidad y 

uno de baja afinidad con capacidad alta (Fig. 5). El análisis de la curva de 

saturación para [3H]estricnina no se pudo realizar de forma completa, debido a que 

los sitios de alta afinidad están por debajo del nivel de sensibilidad del método 

empleado. 
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Fig. 5. Unión específica de [3H]glicina en la retina de la rata. El análisis de los 

componentes de la curva de saturación de [3H]glicina, reveló la presencia de dos sitios de 

unión: uno de alta afinidad y baja capacidad (puntos azules) y otro con baja afinidad que 

tiene alta capacidad (puntos rojos). 
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2. Fosforilación del RGly por glicina 

En nuestras condiciones, la fosforilación basal del RGly incrementó 

significativamente en respuesta a la activación de la PKA y PKC. Asimismo, la 

presencia de glicina 1 mM en el medio de incubación, aumentó el estado de 

fosforilación del receptor en un 28% (Fig. 6), lo cual sugiere que el RGly se regula 

en respuesta a la unión de su ligando. 

3. Posible regulación cruzada del RGly 

La activación de receptores acoplados a proteínas G, modifica los niveles de 

segundos mensajeros que son necesarios para la activación o inhibición de la PKA 

ó PKC. Hasta el momento, no se ha identificado la existencia de un receptor 

metabotrópico para glicina, por lo que la regulación del RGly parece ocurrir por 

medio de la acción de otros neurotransmisores. En este estudio, demostramos que 

la unión específica de [3H]glicina disminuye en un 34% en presencia del agonista 

de los receptores muscarínicos carbacol (0.1 mM) (Fig. 7). 

Para intentar dilucidar el mecanismo por el que el carbacol disminuye la unión de 

[3H]glicina al RGly, se determinó el estado de fosforilación del RGly en presencia 

de diferentes concentraciones de carbacol: 0.1 ó 1 mM (7, 15 minutos). Los 

resultados muestran que el estado de fosforilación del receptor incrementó ~ 90% 

con las dos concentraciones de carbacol empleadas (Fig. 8). Asimismo, la 

fosforilación del RGly aumentó 127% en respuesta a GABA 1mM y 67% a un 

estímulo luminoso (Fig. 8). En conjunto, nuestros resultados indican que la función 

del RGly puede estar regulada por la activación de receptores acoplados a 

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn 
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Fig. 6. La glicina incrementa el estado de fosforilación del RGly. El tejido se incubó en 

Ringer Krebs (40 minutos), en ausencia o presencia de glicina 1mM. La 

inmunoprecipitación del RGly y el Western blot se realizaron como se detalla en el 

procedimiento experimental. Los niveles basales de fosforilación del RGly se consideraron 

como el 100%. Los datos representan el promedio ± el error estándar de tres 

experimentos. *(P<.02; t student vs. control). 
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proteínas G que participan en circuitos de transmisión colinérgicos, GABAérgicos 

y/o glutamatérgicos. 
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Fig. 7. La unión específica de [3H]glicina 250 nM disminuye en presencia de 
carbacol 1 mM. La presencia de carbacol 1 mM disminuyó 34% la unión de [3H]glicina al 

RGly en la retina. Los valores representan el promedio de 3 experimentos independientes  

*(P<.004; t student vs. control). 
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Fig. 8. La fosforilación del RGly incrementa en presencia de carbacol, GABA y de un 
estímulo luminoso. El tejido se incubó en condiciones de luz roja tenue en presencia de 

diferentes concentraciones de carbacol ó de GABA 1 mM. Para determinar el efecto de la 

luz, la retina se aisló en condiciones de oscuridad y la incubación (10 min) se llevó a cabo 

en condiciones de iluminación normal. Los valores son el promedio de dos datos. 
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DISCUSIÓN 

A pesar de que hace más de 40 años se determinó que la glicina funciona como 

neurotransmisor inhibidor del sistema nervioso (Aprison y Werman, 1968), la 

función y los mecanismos de regulación del receptor post-sináptico que median su 

acción, el RGly, se han estudiado muy poco. La mayoría de los estudios en los 

que se ha determinado el efecto que tiene la activación de la PKA o PKC sobre el 

RGly son de tipo electrofisiológico. Con base en estos trabajos, se sabe que tanto 

la PKA como la PKC potencian o disminuyen las corrientes producidas por glicina 

dependiendo de la región del SN, etapa del desarrollo y del sistema de expresión 

empleado, postulándose que el efecto que tiene la activación de la PKA o PKC 

sobre el RGly parece depender de diversos factores: i) componentes del 

citoesqueleto específicos que facilitan la accesibilidad de las cinasas a su sustrato; 

ii) isoformas de las cinasas presentes en un tejido o sistema de expresión; iii) 

isoformas de la subunidad α (α1- α4) que constituyen al RGly; iv) actividad de 

fosfatasas. 

Huang y sus colaboradores (2007) demostraron que la activación de la PKC, con 

el éster de forbol 12-miristato 13-acetato (PMA), induce la internalización de RGlys 

α1 expresados en la línea celular HEK293. Asimismo, se observó que la 

internalización del receptor depende de la actividad de la proteína dinamina y de 

dos leucinas que se localizan en el asa intracelular del receptor que pueden ser el 

sitio de unión de la proteína adaptina AP2. Sin embargo, el estudio del efecto de 

las proteínas cinasas sobre un sustrato determinado en líneas celulares no 

  50



necesariamente refleja lo que ocurre en el tejido nervioso normal. Por esta razón, 

nuestros estudios se llevaron a cabo en un sistema completo: la retina de la rata.  

El ensayo de unión de ligandos radiactivos nos permite identificar la presencia de 

proteínas localizadas en la superficie celular y los cambios en la proporción de 

éstas en ciertas condiciones. Nuestros resultados revelaron que la unión 

específica de [3H]glicina y [3H]estricnina al RGly presenta una afinidad (KD) similar 

a la reportada en la médula espinal (Young and Snyder, 1973; Kishimoto et al. 

1981; Ruiz-Gómez et al. 1989) y en membranas totales de la retina (Borbe et al. 

1981; Schaeffer and Anderson, 1981; Pérez-León and Salceda, 1995). El análisis 

de la cinética de unión de los radioligandos demostró la presencia de un sistema 

cooperativo que se ajusta al modelo de Wyman-Monod-Changeux, así como a la 

ecuación de Hill. Los coeficientes de Hill (nH) obtenidos para la unión de 

[3H]glicina (nH= 3) y [3H]estricnina (nH= 2) denotan un sistema cooperativo con al 

menos dos sitios de unión que actúan de manera conjunta (Segel, 1975). Estos 

resultados son consistentes con la respuesta electrofisiológica inducida por glicina, 

en donde la eficacia máxima de apertura del RGly se obtiene cuando tres sitios de 

unión son ocupados. Sin embargo, las características de unión obtenidas en este 

estudio pueden estar relacionadas con la presencia de RGlys formados por 

diversas subunidades (α1- α4, β) con diferente afinidad por el ligando.  

Una vez establecidas las condiciones de la unión de [3H]glicina y [3H]estricnina al 

RGly, se probó el efecto que tiene la activación farmacológica de la PKA y PKC 

sobre la unión específica de los radioligandos en la retina completa de la rata. La 

activación de la PKA y de la PKC redujo significativamente la unión de ambos 
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ligandos al RGly, debido a una disminución en la proporción de receptores 

presentes en la superficie celular (BMAX). De acuerdo con esta interpretación, la 

Cyt D bloqueó el efecto de las cinasas sobre la unión específica, indicando que el 

RGly se internaliza en respuesta a la activación de la PKA y PKC. Tanto la 

activación de la PKA como de la PKC redujo la proporción de RGlys en la 

membrana plasmática con un incremento en la fracción microsomal únicamente en 

respuesta a la activación de la PKA. La internalización del RGly en respuesta a la 

activación de la PKA puede tener dos vertientes: una proporción del RGly puede 

permanecer en endosomas primarios para su reciclaje hacia la superficie celular o 

dirigirse hacia el proteosoma o lisosoma para su degradación. Por otra parte, es 

probable que la activación de la PKC induzca la adición de moléculas de ubiquitina 

al RGly para controlar su internalización y degradación en la retina. Relacionado 

con esto, Büttner y sus colaboradores (2001) determinaron que el asa intracelular 

del RGly α1 contiene en total 10 residuos de lisina, los cuales se ubiquitinan antes 

de que el receptor se endocite y se degrade en los lisosomas. Sin embargo, 

estudios posteriores son necesarios para determinar el impacto fisiológico que 

tiene la activación de la PKC sobre la modulación del RGly en la retina. 

La fosforilación de receptores acoplados a proteínas G en sitios específicos es un 

proceso que regula su función por medio de diferentes mecanismos como es la 

internalización (Alcántara-Hernández and García-Sáinz, 2005; Terunuma et al., 

2010). Asimismo, se ha demostrado que los receptores de tipo “cys-loop”, tales 

como el RGABAA, se internalizan en respuesta a la fosforilación por proteínas 

cinasas (Chen et al. 2006; Kumar et al. 2010). De forma similar, nuestros datos 

muestran que la internalización del RGly parece depender de mecanismos de 
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fosforilación/desfosforilación. La activación de la PKA o PKC incrementó el estado 

de fosforilación basal del RGly desde los 2 minutos de incubación, alcanzando el 

nivel máximo a los 10-15 min. Aunque la presencia de inhibidores específicos de 

la PKA (H89) o PKC (BisVII) bloqueó el efecto producido por estas cinasas, la 

fosforilación basal no se alteró. Estos resultados sugieren que el RGly puede ser 

regulado por diferentes cinasas de tipo serina/treonina; sin embargo, la 

participación de PKCs atípicas o nuevas no se puede descartar. Asimismo, la 

fosforilación basal del RGly incrementó en presencia de 1 mM de glicina, efecto 

que puede estar asociado con procesos de desensibilización homóloga que en 

general involucran la internalización de receptores de membrana (Krupnick & 

Benovic, 1998). Relacionado con esto, la presencia de estricnina (1-10 μM) indujo 

la internalización del RGly en cultivos de neuronas de la médula espinal en estado 

embrionario (Lévi et al., 1998), sugiriendo que el RGly, al igual que los receptores 

acoplados a proteínas G, se desensibiliza en respuesta a la unión de sus ligandos. 

De forma fisiológica, la modulación del RGly por proteínas cinasas puede ocurrir 

por medio de la activación de receptores acoplados a proteínas G que induzcan la 

activación o inhibición de la PKA o PKC. En efecto, la estimulación luminosa de la 

retina, previamente adaptada a la oscuridad, incrementó los niveles de 

fosforilación del RGly. En la retina de los mamíferos, la vía dominada por bastones 

transduce el estímulo luminoso de los bastones hacia las células bipolares de 

bastones, las cuales excitan a las células amacrinas glicinérgicas de tipo AII. A su 

vez, las células AII establecen sinapsis eléctricas con células bipolares de conos 

ON que, finalmente, contactan sinápticamente con células ganglionares ON. En 
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paralelo, las células amacrinas glicinérgicas de tipo AII, regulan la actividad de las 

células bipolares de conos OFF por medio de RGlys α1, y en consecuencia, la 

respuesta de las células ganglionares OFF. En resumen, la transmisión 

glicinérgica entre las células AII y las células bipolares de conos OFF está 

involucrada en la vía directa de señalización dominada por bastones, en donde la 

transferencia rápida de la señal luminosa es esencial, por lo que la fosforilación de 

RGlys α1 expresados en las células bipolares de conos OFF puede ser importante 

para esta función. La fosforilación de RGlys α2, α3 y α4, localizados en diferentes 

tipos de células amacrinas y ganglionares, puede ser importante para la regulación 

del sistema ON/OFF, el cual determina la respuestas producidas por las células 

ganglionares ante un estímulo luminoso (O' Brien et al., 2003). Por otra parte, 

nuestros resultados sugieren también que la activación de circuitos colinérgicos, 

mediados por receptores muscarínicos, y GABAérgicos regulan la función del 

RGly. En la retina del conejo se ha identificado la presencia de un sistema de 

retroalimentación sináptica que utiliza GABA, acetilcolina y glicina para regular el 

paso de información de células bipolares dominadas por conos hacia células 

ganglionares específicas (Zucker y Ehinger, 2001).  

 

CONCLUSIONES  

La activación de la PKA y PKC induce la fosforilación del RGly, lo que lleva a su 

internalización. El incremento en la proporción del RGly en la fracción endosomal 

por la activación de la PKA, indica que después de su internalización el RGly se 

puede reciclar a la superficie celular. Por otro lado, la activación de la PKC parece 
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regular de forma distinta al receptor, debido a que la disminución del RGly en la 

superficie celular no se asocia con un incremento del receptor en la fracción 

microsomal, sugiriendo que el receptor se dirige a una vía de degradación. 

PERSPECTIVAS 

Este es el primer trabajo en el que se demuestra que la activación de la PKA y 

PKC induce la fosforilación e internalización del RGly en la retina, lo que abre un 

campo totalmente nuevo en el estudio de este receptor. Actualmente existen 

diversas técnicas de análisis masivo que nos permitirían identificar los sitios de 

fosforilación de los subtipos del RGly presentes en la retina, así como las 

proteínas implicadas en la internalización de este receptor. Asimismo, por medio 

de microscopía confocal es posible estudiar los mecanismos de reciclamiento y los 

de degradación del receptor en cultivos celulares de la retina. 
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