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Resumen 
El receptor S1P1 es un miembro de la familia de Receptores acoplados a proteínas G (GPCRs),  los 
GPCRs se caracterizan por poseer siete dominios transmembranales y regulan muchas acciones de 
diferentes ligandos. En particular el receptor S1P1 regula los efectos de la esfingosina-1-fosfato, este 
esfingolípido bioactivo actúa a nivel de células, tejidos y organismos individuales, dado que modula 
la proliferación, promueve la supervivencia y el tráfico vesicular entre muchos otros efectos 
celulares. También participa en procesos patológicos como la fibrosis, el cáncer y la esclerosis 
múltiple. El receptor S1P1 se expresa en las superficies de los linfocitos y es importante para regular 
la salida de dichas células  de los ganglios linfáticos. La esclerosis múltiple es una enfermedad crónica 
autoinmune y neurodegenerativa del sistema nervioso central  asociada con progresión irreversible 
y discapacidad. El Fingolimod (FTY720-P) inicialmente activa los receptores S1P1 de linfocitos y 
posteriormente induce la desensibilización de los S1P1, así el Fingolimod a largo plazo impide la 
salida de los linfocitos de los tejidos linfoides, reduciendo de este modo la infiltración de linfocitos  
en el sistema nervioso central  y  la  reactividad de los astrocitos. 

 
               La internalización de los receptores acoplados a proteínas G puede ser desencadenada por 
agonistas o por otros estímulos. Las proteínas Rab son GTPasas que controlan la endocitosis, el 
tráfico vesicular y la fusión endosomal. En la vía endocítica, Rab 5 controla el tráfico de la membrana 
plasmática a los endosomas tempranos. Además, Rab 7 y Rab 9 regulan el tráfico de endosomas 
tardíos a lisosomas y el reciclaje al trans-Golgi, respectivamente. . . . . . . . . . . . . . .  
 
               Se sabe que la esfingosina-1-fosfato, el forbol miristato acetato y el agonista sintético, 
FTY720-P, inducen la fosforilación del  receptor  S1P1. Sin embargo, los estudios centrados en el 
tráfico vesicular del receptor activado por estos agentes, son muy escasos. Por lo tanto, el objetivo 
de este trabajo fue caracterizar la cinética de la fosforilación y el tráfico vesicular de los receptores 
S1P1. Hemos encontrado que la esfingosina-1-fosfato es más potente  que el FTY720-P al medir la 
elevación de la concentración de calcio intracelular. Además, encontramos una cinética de 
fosforilación diferencial del receptor por  la activación debida a la esfingosina-1-fosfato en 
comparación con  la que induce el FTY720-P. También, se observó que cuando el receptor S1P1 se 
activa con esfingosina-1-fosfato y al utilizar forbol miristato acetato, el receptor interacciona con 
proteínas presentes en endosomas tempranos, tales como Rab5 y con marcadores de endosomas 
tardíos, tales como Rab 9, pero no con Rab7. Al activar el receptor con  FTY720-P, el receptor 
interacciona con Rab5 y con marcadores de endosomas tardíos, tales como Rab 7, pero no con Rab9. 
El receptor S1P1 presenta diferencias farmacológicas, en su cinética de fosforilación y tráfico 
vesicular durante su desensibilización por S1P, FTY720-P y PMA. 
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ABSTRACT 
The S1P1 receptor is a member of the family of G protein-coupled Receptors (GPCRs), GPCRs are 
characterized by having seven transmembrane domains and regulate many actions of different 
ligands. In particular, the S1P1 receptor regulates the effects of sphingosine-1-phosphate, this 
bioactive sphingolipid induces a plethora of actions at the levels of individual cells, tissues, and 
organisms and modulates proliferation, promotes survival, and vesicular trafficking, among many 
other cellular effects. It is also involved in pathological processes such as fibrosis, cancer, and 
multiple sclerosis. The S1P1 receptor is expressed on the lymphocyte's surface and is essential in 
regulating egression from lymph nodes. Multiple sclerosis is a chronic autoimmune and 
neurodegenerative disease of the central nervous system associated with irreversible progression 
and disability. Fingolimod (FTY720-P) initially activates the lymphocyte's S1P1 receptors. 
Subsequently, it induces S1P1 down-regulation that prevents lymphocyte egress from lymphoid 
tissues, reducing autoaggressive lymphocyte infiltration into the central nervous system and 
diminishing astrocyte activation.  
 

Internalization of G protein-coupled receptors can be triggered by agonists and by other 
stimuli. The Rab GTPase family controls endocytosis, vesicular trafficking, and endosomal fusion. In 
the endocytic pathway, Rab 5 controls traffic from the plasma membrane to early endosomes. In 
contrast, Rab 7 and Rab 9 regulate the traffic from late endosomes to lysosomes and recycling 
through the trans-Golgi network, respectively.  
 

It is known that sphingosine 1-phosphate, phorbol myristate acetate, and the synthetic 
agonist, FTY720-P, induce phosphorylation of the S1P1 receptor. Nevertheless, there are few studies 
focused on the S1P1 receptor vesicular traffic elicited by these agents. Therefore, this work's 
objective was to characterize the kinetics of phosphorylation and vesicular traffic of S1P1 receptors. 
We found that S1P is more potent and effective than FTY720-P in elevating intracellular calcium 
concentration. Additionally, we found a differential receptor phosphorylation kinetics upon 
activation with sphingosine 1-phosphate as compared to FTY720-P. Furthermore, it was observed 
that, when the S1P1 receptor was stimulated with sphingosine 1-phosphate or phorbol myristate 
acetate, the receptor interacted with proteins present in early endosomes, such as Rab5, and with 
late endosome markers, such as Rab 9, but not with Rab7. Upon activation with FTY720-P, the 
receptor interacted with Rab5 and with late endosome markers, such as Rab 7, but not with Rab9. 
The S1P1 receptor shows pharmacological differences in its phosphorylation kinetics and vesicular 
trafficking during its desensitization by S1P, FTY720-P and PMA. 
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Figura 1. Estructura general de un GPCR. En azul oscuro se muestran los  7 dominios transmembranales en forma de hélice 
α. El amino terminal (NH2) se encuentra en el lado extracelular y generalmente está glucosilado y el carboxilo terminal 
(COOH) se ubica en el lado intracelular (Imagen modificada de Morris & Malbon, 1999). 

Introducción 

1.1. Receptores acoplados a proteínas G (GPCRs) 

Los receptores acoplados a proteínas G (GPCRs) se consideran la familia más grande de proteínas 

membranales y comprenden aproximadamente el 3-5% de los  genes que codifican para proteínas 

en diferentes genomas secuenciados (Fredriksson, et al., 2005). Esta familia se caracterizan por 

tener 7 dominios transmembranales en forma de hélices α; estos dominios se conectan  por asas 

intra y extracelulares, el extremo amino terminal (NH2) se encuentra del lado extracelular 

(generalmente glucosilado) y el carboxilo terminal (COOH) se ubica del lado intracelular (figura 1) 

(Bahouth et al., 1991). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

               La conformación activa del receptor permite la transducción de señales por la unión de 

proteínas G heterotriméricas que se caracterizan por un estado basal, en donde el dímero β/ϒ  está 

asociado a la subunidad α unida a un GDP (estado inactivo). Al interaccionar la proteína G 

heterotrimérica y el receptor se favorece el intercambio de GDP por GTP en la subunidad α, 

permitiendo la disociación del dímero β/ϒ. La subunidad α presenta un dominio de GTPasa que le 

permite hidrolizar al GTP, causando su propia inactivación y su reasociación con el dímero β/ϒ, 

reconstituyendo la proteína G inactiva (Kleuss et al., 1994). La función de la  subunidad α y del 

dímero β/γ es estimular o reprimir la actividad de proteínas efectoras que modulan enzimas y 

canales iónicos generando segundos mensajeros (AMP cíclico, Ca2+, diacil glicerol (DAG), inositol 1, 

4, 5 trifosfato (IP3), entre otros) obteniendo una respuesta celular (Wettschureck & Offermanns, 



 
 

2 
 

2005). De manera general, las proteínas G se clasifican de acuerdo con su subunidad α, que está 

definida por su similitud en secuencia de aminoácidos y su función (Neer, 1994). Existen cuatro 

clases de proteínas G, denominadas como: s, q, 12/13 e i (figura 2). La Clase Gαs, incluye a Gαs y Gαolf 

con un 88% de identidad (Morris & Malbon, 1999). Esta clase de proteínas G se caracteriza por 

conducir a la activación de la Adenilil Ciclasa (AC) que genera monofosfato de adenosina cíclica 

(AMPc), a partir de adenosín trifosfato (ATP). La función del AMPc es actuar como segundo 

mensajero que regula la actividad de la cinasa A de proteínas (PKA). (Nelson y Cox, 2008; Neer, 1994). 

La clase Gαq, incluye a Gαq, Gα11, Gα14, Gα15 y Gα16. Esta clase de proteínas G se caracteriza por  

activar a la fosfolipasa C (PLC), que cataliza la formación de dos segundos mensajeros: el diacil 

glicerol (DAG) y el inositol 1, 4, 5 trifosfato (IP3). El IP3 difunde de la membrana plasmática al retículo 

endoplásmico y se une a receptores específicos causando la liberación de Ca2+ al citosol. El Ca2+ y el 

DAG activan a la cinasa C de proteínas (PKC) (Nelson y Cox, 2008). La clase  Gα12 / Gα13 están 

involucradas en la remodelación del citoesqueleto de actina, por la activación de GTPasas como Rho 

y Rac1 (Malbon, 2005).  La clase Gαi, incluye a Gαi-1, Gαi-2, Gαi-3 y Gαo. Esta clase de proteínas G se 

caracteriza por inhibir a la AC (Sunahara et al., 1996) y activar a la PLC y PI3K a través del dímero β/ϒ 

(Dongeun et al., 1993). La importancia en la función de los miembros de esta clase de proteínas G 

han sido estudiadas usando a la toxina pertussis de la Bordetella pertussis, debido a que un residuo 

de cisteína es  ADP-ribosilado en el COOH terminal por dicha toxina siendo parte del proceso que 

provoca la tosferina (García-Sáinz, 1981; Hazeki & Ui, 1981) 

 

1.2. Regulación de GPCRs 

La actividad o inactividad de un GPCR es el resultado de los mecanismos que regulan los procesos 

de señalización, desensibilización y resensibilización. La desensibilización es la atenuación o la 

pérdida de la capacidad de activación de los receptores y la resensibilización, la recuperación 

(Hausdorff  et al., 1990). Los conceptos más aceptados señalan que la desensibilización homóloga 

es el proceso que se debe por la fosforilación de la proteína receptora provocada por la activación 

del  propio receptor. Esta fosforilación es por la activación de cinasas específicas cuyo único sustrato 

es el GPCR activado por sus agonistas y se conocen como cinasas de receptores acoplados a 

proteínas G (GRKs) (figura 3A). La desensibilización heteróloga es el proceso que se debe a la 

fosforilación del receptor provocada por la activación de otros receptores  (Kelli et al., 2008) (Lohse 

et al., 1990). Las cinasas involucradas en este proceso son aquellas activadas por segundos 

mensajeros (por ejemplo, PKA y PKC), la fosforilación altera la conformación del receptor y su 

interacción con la proteína G, al asociarse a las β-arrestinas (figura 3b) (Benovic et al., 1985). En 

ambos procesos de desensibilización las cinasas fosforilan aminoácidos de serina o treonina 

localizados en la tercera asa intracelular o en el COOH terminal. 
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              La activación del GPCR por el ligando favorece la fosforilación por parte de la GRK y otras 

cinasas como PKA y PKC, esto facilita la unión de las β-arrestinas que impiden la asociación con las 

proteínas G y reclutan el complejo de clatrinas y AP-2, permitiendo que se  asocie el GPCR a las 

vesículas cubiertas de clatrina. Los GPCR que se encuentran en estas vesículas son inicialmente 

internalizados en la célula, en donde pueden degradarse en los lisosomas y/o el proteosoma 

(regulación a la baja), o bien, procesarse por desfosforilación, además se presenta el metabolismo 

del ligando para permitir el posterior reciclamiento del GPCR a la membrana plasmática y así 

recuperar su función (resensibilización) (Voet & Voet, 2006). 

Figura 2. Señalización por proteínas G. El principal efector de la señalización de Gαs es la Adenilato Ciclasa (AC). El 
principal efector de la señalización de Gαq es la activación de la fosfolipasa C (PLC), generando diacilglicerol (DAG) e  
IP3 para activar a la PKC y la liberación de Ca2+ del retículo endoplásmico, respectivamente. Las proteínas Gα12/13 
activan a Rho y Rac1. La proteína Gαi inhibe a la AC a través de la subunidad α (Imagen tomada de Wettschureck & 
Offermanns, 2005). 
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1.3. Las GTPasas Rab 

Las proteínas Rab son un subgrupo de la familia de las GTPasas Ras y están involucradas en múltiples 

etapas del tráfico vesicular de diversas proteínas de membrana. Las proteínas Rab tienen actividad 

de GTPasa y están reguladas por factores de intercambio de nucleótidos de guanina (GEF´s) que 

favorecen el intercambio del GDP por GTP, por las proteínas activadoras de GTPasas (GAPs) que 

permiten la hidrólisis de GTP a GDP,  e inhibidores de la disociación del GDP (GDIs). La modificación 

postraduccional de la adición de dos grupos geranilo en el extremo COOH terminal les permite 

asociarse a las membranas celulares (Googy et al., 2005). 

              Se han identificado 60 proteínas Rab y cada una regula diferentes etapas del transporte 

intracelular en endocitosis, tráfico vesicular y exocitosis, esto se refleja en su distribución en la 

membrana de diferentes organelos celulares (figura 4) (Jordens et al., 2005). De las 60 proteínas 

Rab se ha reportado que las proteínas Rab5 son fundamentales en el direccionamiento de los GPCRs  

en el tráfico vesicular  dirigido a endosomas tempranos para su reciclamiento rápido  hacia la 

membrana plasmática, además son consideradas un regulador esencial debido a que controlan la 

formación de vesículas cubiertas de clatrina (Zhu et al., 2004) (figura 4). La proteína Rab9  dirige a 

las vesículas a endosomas tardíos, reciclaje lento y el transporte hacía el aparato de Golgi (figura 4) 

(Kloer et al., 2010). Rab7 también se encuentra en endosomas tardíos y dirige la carga de estos a la 

Figura 3. Procesos de desensibilización homóloga y heteróloga. (A) En la desensibilización homóloga, el receptor es 
activado por el agonista y es fosforilado por la GRK. La arrestina se une a los sitios fosforilados provocando la 
desensibilización del receptor. (B) En la desensibilización heteróloga, PKA y PKC son activadas por segundos mensajeros, 
para fosforilar al receptor, inhibiendo su unión con la proteína G. (Imagen tomada  y modificada de Kelli et al., 2008). 
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degradación por lisosomas (Schwasrtz, et al., 2007; Dong et al., 2004). Los endosomas tempranos 

contienen otros efectores y proteínas reguladoras, como el antígeno de endosoma temprano (EEA1), 

rabaptina 5, rabenosina-5-PtdIns(3)P, entre otros, los cuales son importantes en la fusión de 

endosomas (Somsel y Wandinger, 2000). Los receptores en los endosomas tempranos  pueden tener 

varios destinos celulares por diferentes vías de tráfico vesicular. Una vía directa de reciclaje rápido 

para receptores a la membrana plásmatica depende de Rab4 y se debe considerar que  Rab5 y Rab4  

pueden encontrarse al mismo tiempo en el endosoma, pero distribuidos de una manera específica. 

La presencia de una proteína Rab no excluye la presencia de otra(s) proteínas Rab(s) en el endosoma, 

a este fenómeno se le conoce como microdominios de las proteínas Rab (Pfeffer, 2013). Para las 

proteínas destinadas a degradación se encuentran en endosomas tardíos posteriormente a 

lisosomas. El límite entre los endosomas tardíos y los lisosomas es difícil de determinar debido a 

que ambos compartimentos contienen enzimas lisosomales, su pH es ácido (aproximadamente de 

5.5) y sus membranas se componen de los mismos lípidos y proteínas. El transporte del receptor a 

endosomas tardíos está fuertemente inhibido por la expresión de una dominante negativa Rab7, lo 

que indica que Rab7 es esencial para el transporte a endosomas tardíos (Rosenfeld et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Mapa de localización intracelular de diferentes GTPasas Rab. Las flechas indican la dirección del transporte 
entre los compartimientos celulares. Rab5 controla la formación de las vesículas cubiertas de clatrina (VC), la endocitosis 
de VC, fusión de VC con endosomas tempranos (ET). Rab9 y Rab7 se encuentran en endosomas tardíos  (Imagen 
modificada de Stendmark, 2009). 
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1.4. El lípido bioactivo esfingosina-1-fosfato (S1P) 

El lípido esfingosina-1-fosfato (S1P) se genera a partir de la esfingosina por la acción de las cinasas 

1 y 2 de esfingosina (Sphk1 y Sphk2) (Schuchardt et al., 2011). La mayor fuente de S1P en el sistema 

vascular se encuentra en células como los eritrocitos, plaquetas  y leucocitos (Pappu et al., 2007). 

La concentración de S1P en sangre es alrededor de  0.5 µM (Mutara et al.,  2000; Okajima, 2002). 

            Los receptores para la S1P pertenecen a la familia de GPCRs; hasta el momento se han 

identificado cinco subtipos de receptores y se han denominado; S1P1, S1P2,  S1P3, S1P4 y S1P5 (Lee 

et al., 1998; Van Brocklyn et al, 1999). Los receptores S1P1-5 activan diferentes vías de señalización 

dependiendo del subtipo de proteína G acoplada. El receptor S1P1 está acoplado principalmente 

a Gi y activa vías de señalización involucradas en la proliferación y sobrevivencia celular, regulando 

las vías de PI3K/AKT y Ras/ERK (Takuwa et al., 2008) además, activa a la PLC a través del dímero 

β/ϒ (Dongeun et al., 1993). Los receptores de S1P están implicados en muchos procesos 

fisiológicos y fisiopatológicos, incluyendo el cáncer, la función del sistema nervioso y la esclerosis 

múltiple (Gardell et al., 2006; Brinkmann, 2007). La caracterización de los ratones knock out (- / -) 

para estos receptores ha proporcionado una visión muy amplia del papel de los receptores de S1P 

(ver la Tabla 1)  (Liu et al., 2000; MacLennan et al., 2001; Kono et al., 2007; Ishii et al., 2001, Kono 

et al., 2004).  

Tabla I. Expresión de los receptores de S1P y vías de señalización. 

Receptor Expresión en 
tejidos 

Fenotipo de ratón 
knock out 

Proteína G 
acoplada 

Vías de 
señalización  

Referencias 

S1P1 Cerebro, 
pulmón, bazo, 
corazón y riñón. 

Letal, el receptor es muy 
importante para procesos 
como angiogénesis, 
neurogénesis, tráfico de 
células del sistema 
inmune y barrera 
endotelial. 

Gi (-): AC, 
(+): ERK, 
PI3K/Akt, eNOS, 
Rac 
 

Takuwa et al., 
2008. 

S1P2 Muchos tejidos. Ataques epilépticos y 
sordera. Ocasionalmente 
letal entre 3 y 7 semanas 
de edad 

Gi, Gs, Gq y 
G12/13 

(-): AC 
(+): AC, PLC, 
JNK, p38, Rho, 
Rac 

Takuwa et al., 
2008. 

S1P3 Corazón, 
pulmón, bazo, 
riñón, intestino, 
diafragma y 
cartílago. 

No hay fenotipo obvio. Gi, Gq y 
G12/13 

(-): AC 
(+): ERK, PLC, 
Akt, eNOS, Rac, 
Rho 

Ishii et al., 
2001; Takuwa 
et al., 2008 

S1P4 Leucocitos y 
músculo liso de 
las vías 
respiratorias. 

Problemas al generar 
plaquetas y alteraciones en 
procesos inflamatorios. 

Gi, Gq y 
G12/13 

(+): AC, ERK, 
PLC, Rho 

Golfier et al., 
2010. 

S1P5 

Células de SNC. 

No hay defectos en la 
mielinización.  

Gi y G12/13 (-): AC, ERK 
(+): JNK, 
p54JNK 

Jaillard et al., 
2005 

 (+) Activación; (-) inhibición. 
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1.5. El receptor de esfingosina-1-fosfato tipo 1 (S1P1)  

El receptor S1P1 fue descubierto en 1990 por Timothy Hla y colaboradores al caracterizar un 

receptor huérfano que se expresaba cuando se inducía la diferenciación endotelial bajo la acción 

del forbol miristrato acetato (PMA), debido a esto en un principio al receptor se le denominó Gen 

de Diferenciación Endotelial 1 (EDG-1) (Hla & Maciag, 1990), con el paso del tiempo adquirió el 

nombre de S1P1 al descubrirse su ligando endógeno, la S1P (Watterson et al., 2001). El receptor S1P1 

esta constituido por 382 aminoácidos, de los cuales, 46 corresponden al NH2 terminal y 68 al COOH 

terminal (figura 5).  El S1P1 presenta siete dominios hidrofóbicos compuesto entre 20-26 

aminoácidos y 8 dominios hidrofílicos compuestos entre 7-33 aminoácidos. El receptor S1P1 ha sido 

ampliamente estudiado, se conoce la estructura cristalográfica (Hanson et al., 2012) y la importancia 

de algunos residuos de aminoácidos en las diferentes regiones del receptor. En el amino terminal 

encontramos los residuos de asparagina (N30 y N36) que son sustratos de                    N-glucosilación 

y las tirosinas (Y19 y Y22) que presentan sulfatación, involucradas en la afinidad por el ligando 

(Figura 5) (Fieger et al., 2005). El carboxilo terminal presenta las cisteínas (C328, C329 y C331) que 

son susceptibles a palmitoilación, una modificación postraduccional importante para el anclaje de 

proteínas a la membrana plasmática (Figura 5) (Ohno et al., 2009); además los residuos de lisina 

(K330, K339, K341 y K354) son susceptibles a poliubiquitinación en presencia de FTY720-P, un 

agonista sintético del receptor S1P1 utilizado como tratamiento en la esclerosis múltiple y los 

residuos de serina (S351, S352 y S355) que son también fosforilados en presencia de FTY720-P 

(Figura 5) (Oo et al., 2007); la tirosina (Y143) también se fosforila en presencia de S1P y es necesaria 

para la internalización del receptor (Chavez et al., 2015); la treonina (T236) se fosforila por la 

proteína cinasa PKB/Akt regulando la activación de la proteína G pequeña, Rac, que está involucrada 

en procesos como la quimiotaxis y la angiogénesis (Figura 5) (Lee et al., 2001; Spiegel & Milstein, 

2002); por último, los residuos de treonina (T371) y serina (S374 y S375) son fosforilados por GRK2 

y regulan el tráfico de linfocitos al torrente sanguíneo (Arnon et al., 2011) (Figura 5). 

             Se conoce que el mecanismo de desensibilización para el receptor S1P1 al ser estimulado por 

la S1P y el FTY720-P incluye la internalización rápida por la ruta canónica de desensibilización de 

GPCRs. Al activar al S1P1, la S1P y el FTY720-P  facilitan la unión de las β-arrestinas tipo 2 que  

reclutan el complejo de clatrinas y AP-2, permitiendo que se fije el receptor S1P1 a las vesículas 

cubiertas de clatrina (Reeves et al., 2015). 
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1.6. El receptor S1P1 y la esclerosis múltiple  

En condiciones fisiológicas el receptor S1P1 se expresa en la superficie de los linfocitos T y regula la 

salida de dichas células de los ganglios linfáticos por quimiotaxis, para efectuar su función de células 

del sistema inmune. La esclerosis múltiple (EM) se considera una enfermedad autoinmune crónica 

del sistema nervioso central  que se caracteriza por la formación de lesiones en el sistema nervioso 

central (astrogliosis), en las cuales hay inflamación y la destrucción de las vainas de mielina 

(desmielinización) que recubren los axones (Compston & Coles, 2002). Es una enfermedad 

inflamatoria idiopática (es decir con una causa no claramente definida) (Solomon  et al., 2005) y es 

una de las causas más importantes de discapacidad motora en adultos jóvenes, principalmente 

mujeres (Polman, 2000).  

             En la fisiopatología de la EM se desconocen los factores que afectan a las células dendríticas 

inmaduras, que son los actores centrales en la respuesta inmune innata y están involucradas en el 

mantenimiento de la tolerancia inmunitaria periférica. En pacientes con EM, la respuesta inmune 

es mediada principalmente por linfocitos T, activación de macrófagos y de la microglia. La activación 

de los linfocitos T ocurre por las células dendríticas presentadoras de antígeno (célula dendrítica 

madura) favoreciendo la expansión clonal de linfocitos T en los ganglios linfáticos. La naturaleza del 

Figura 5. Esquema del receptor S1P1. Se representan las modificaciones postraduccionales reportadas para el 

receptor S1P1. El círculo color azul ejemplifica la sulfatación, el amarillo la N-glucosilación, el gris la palmitoilación, 

el naranja la ubiquitinación y el verde la fosforilación. 
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antígeno, las señales estimuladoras y las citocinas en los ganglios linfáticos dirige la diferenciación 

de las células T nativas en linfocitos T ayudadores 1, 2 y 17, (Th 1, 2 y 17) linfocitos T reguladores y 

linfocitos T citotóxicos (CD8). Estás células inmunitarias viajan por al torrente sanguíneo, penetran 

la barrera hematoencefálica e invaden el sistema nervioso central (SNC). Los Th1 liberan citocinas 

inflamatorias (IL10, IL2, gama-IFN y TNF-α) que activan los macrófagos favoreciendo la destrucción 

de la vaina de mielina. Los Th2 secretan citocinas antiinflamatorias y estimulan a los linfocitos B para 

la producción de anticuerpos favoreciendo la desmielinización, el daño axonal y neuronal que está 

presente en los pacientes con EM (Brinkmann et al., 2010).  

              Como se mencionó anteriormente el receptor S1P1 está distribuido en células del sistema 

nervioso (Tabla I), teniendo un papel muy importante en el desarrollo de la EM. Se propone que los 

linfocitos T de memoria central (TCM), salen del nodo linfático hacía el torrente sanguíneo por la 

expresión del receptor S1P1 y la S1P, que funciona como quimio atrayente presente el torrente 

sanguíneo. Los TCM penetran la barrera hematoencefálica invadiendo el SNC (Matloubian et al., 

2004). En el SNC, las células TCM se reactivan por el antígeno presentado en la microglía y células 

dendríticas causando proliferación y diferenciación local de células T efectoras (TE) y probablemente 

células efectoras de la memoria (TEM) (Kivisakk et al., 2004). Las células TE activan los astrocitos por 

la interleucina-17 (IL-17) (Kang et al., 2010), destruyen células neuronales y secretan citocinas 

inflamatorias que activan a las cinasas de esfingosina (SPHK´s) (Chalfant & Spiegel, 2005). Esto 

aumenta la producción S1P, que es el agonista de los receptores de S1P causando  la 

neuroinflamación y la gliosis (figura 6) (Nayak et al., 2010). 

 

 

 

 

Figura 6. Modelo propuesto para el papel del receptor S1P1 en la esclerosis múltiple. Los linfocitos T de memoria 
central (TCM), salen del nodo linfático hacía el torrente sanguíneo por la expresión del receptor S1P1 y penetran la 
barrera hematoencefálica invadiendo el sistema nervioso central (SNC). En el SNC, las células TCM se reactivan por  el 
antígeno presentado en la microglía y células dendríticas causando proliferación y diferenciación local de células T 
efectoras (TE) y células efectoras de la memoria (TEM). Las células TE activan los astrocitos por la interleucina-17 (IL-17) 
y activan a las SPHK´s,  aumentando la producción de S1P, que es el agonista de los receptores S1P para causar  la 
neuroinflamación y gliosis. El FTY720-P se une al S1P1 y favorece su internalización evitando la salida de los linfocitos 
TCM previniendo la patología de la esclerosis múltiple (Imagen tomada de Brinkmann et al., 2010). 
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El FTY720 (Novartis, Basel, Switzerland) es un modulador de los receptores de S1P, es la primera 
droga oral usada en el tratamiento de la EM y fue aprobada por la FDA en 2010  (Brinkmann et al., 
2010; Choi et al., 2011; Chun & Brinkmann, 2011; Cohen & Chun, 2011). EL FTY720 se sintetizó en 
1992 por modificación estructural de un metabolito del hongo Isaria sinclairii, (Adachi & Chiba, 
2007). Se considera al FTY720 como una prodroga y es fosforilado in vivo por la Sphk2, pero no por 
la Sphk1 (Allende et al., 2004), generando al FTY720-fosfato (FTY720-P) que es un análogo 
estructural de la S1P y que se une a los receptores S1P1-5, excepto al S1P2 (Brinkmann et al., 2002). 
Aunque el FTY720-P es un agonista del receptor S1P1 debido a que lo activa, también se considera 
como un antagonista funcional ya que causa la ubiquitinación y la degradación del receptor (Oo et 
al., 2007). La modulación del receptor S1P1 por el FTY720-P conduce a la retención de las células TCM 
en los nodos linfáticos y previene su invasión al SNC, su expansión clonal y  su diferenciación en 
células TE y TEM (figura 6) (Fujino et al., 2003), disminuyendo el daño del SNC, la desmielinización 
(Gasperini & Ruggieri, 2012; Mehling et al., 2008; Pinschewer et al., 2000) y disminuye la activación 
de los astrocitos (Chun & Hartung, 2010). Los pacientes con EM comúnmente presentan depresión, 
por esta razón se les indica la ingesta de paroxetina, un antidepresivo que inhibe la recaptura de la 
serotonina en el SNC (Dawn et al., 2008). 
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Planteamiento del problema 

Los receptores de S1P están implicados en la regulación de muchos procesos fisiológicos y 

fisiopatológicos, incluyendo el cáncer, la función del sistema nervioso y la esclerosis múltiple.  La 

epidemiología de la esclerosis múltiple en México es de 15 a 18 casos por cada 100,000 habitantes; 

existen más de 20,000 casos en todo el país. Como se mencionó anteriormente el receptor S1P1 ha 

sido ampliamente estudiado, en diferentes aspectos, se conoce que la activación o inactivación del 

receptor S1P1 es el resultado de diferentes mecanismos que regulan los procesos de señalización, 

desensibilización y resensibilización. En particular para la esclerosis múltiple la modulación del 

receptor S1P1 por el FTY720-P ha sido una buena opción para el tratamiento de la enfermedad, sin 

embargo, no se ha estudiado el tráfico vesicular del receptor S1P1,  bajo la acción de la S1P, FTY720-

P y el PMA.  

            Como ya se mencionó, el tráfico vesicular de los GPCRs está regulado por diversas proteínas 

Rab. Es conveniente reiterar que Rab5 es fundamental en el direccionamiento de los GPCRs  dirigido 

a endosomas tempranos para su reciclamiento rápido  hacia la membrana plasmática, además es 

considerado un regulador esencial debido a que controla la formación de vesículas cubiertas de 

clatrina.  Rab9  dirige la carga, es este caso los GPCRs, a endosomas tardíos para un reciclaje lento y 

el transporte hacía el aparato de Golgi.  Rab7 también se encuentra dirigiendo a endosomas tardíos 

y a la degradación a los GPCRs. Conocer qué proteínas Rab regulan el tráfico vesicular del receptor 

S1P1 debida a la activación  generada por la S1P, FTY720-P y PMA es muy importante debido a que 

no se conocen los efectos que tienen cada uno de estos ligandos y del PMA sobre el tráfico y la 

función del receptor S1P1. 

 

Hipótesis 

La desensibilización del receptor de esfingosina-1-fosfato tipo 1 (S1P1) bajo la acción de S1P, FTY720-

P y PMA presentará diferencias en la función del receptor S1P1 analizado por la caracterización 

farmacológica y funcional en la liberación de Ca2+ intracelular, en la cinética de fosforilación y en su 

tráfico vesicular mediado diferencialmente por las proteínas Rab. 

Objetivos 

3.1. Objetivos 

Objetivo principal 

Estudiar las diferencias farmacológicas y funcionales, la cinética de fosforilación y el tráfico vesicular 

del receptor S1P1 durante  su desensibilización por S1P, el FTY720-P y el PMA. 
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Objetivos particulares 

1.- Caracterizar farmacológica y funcionalmente al receptor S1P1  por la liberación de Ca2+ 

intracelular. 

2.- Evaluar la cinética de fosforilación del receptor S1P1 bajo la acción de S1P,  FTY720-P y PMA.  

3.- Determinar la internalización del receptor S1P1 bajo la acción de S1P, FTY720-P y PMA. 

4.- Estudiar el papel de las proteínas Rab5, Rab9 y Rab7 en el proceso de internalización del  

receptor S1P1 en respuesta a S1P, FTY720-P y el PMA. 

 

Materiales y métodos 

4.1. Materiales 

El medio de cultivo modificado de Dulbecco-Eagle (DMEM), el antibiótico G418 y otros reactivos 

para el cultivo celular se obtuvieron de Gibco Life Technologies. El suero fetal bovino (FBS, por sus 

siglas en inglés) de Multicell. La esfingosina-1-fosfato (S1P), el forbol 12-miristoil 13-acetato (PMA) 

y los inhibidores de proteasas, fueron obtenidos de Sigma-Aldrich Chemical Co. El FTY720-P se 

obtuvó de Cayman Chemical. La proteína A-agarosa se obtuvo de Millipore. El [32P]Pi (8500-9120 

Ci/mmol) se obtuvo de Perkin Elmer Life Sciences. El Fura-2/AM fue obtenido de Molecular Probes, 

Invitrogen. El anticuerpo policlonal que reconoce a la proteína mCherry fue generado en el 

laboratorio en colaboración con el CINVESTAV-Sur por la Dra. Claudia González Espinosa, la Dra. 

María Teresa Romero Ávila y el Q.F.B. Alfredo Ibarra Sánchez. 

4.2. Cultivo celular 

La línea celular HEK AD-293, una versión de las células KEK-293 derivadas de riñón de embrión 

humano, fue adquirida de Stratagene. La línea celular estable HEK AD-293 S1P1-mCherry generada 

en este trabajo se cultivó en medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino, adicionado 

con los antibióticos estreptomicina (100 µg/mL), penicilina (100 U/mL) y anfotericina (0.25 µg/mL). 

Se utilizó el antibiótico G418 (300 µg/mL) como marcador de selección. El cultivo se mantuvo en 

incubación a 37 oC, 95% de humedad y 5% de CO2. 

4.3. Transfecciones celulares 

Se obtuvo la línea celular estable HEK AD-293 S1P1-mCherry. La transfección se realizó mediante el 

uso de Polietilenimina, un polímero catiónico que permeabiliza la membrana celular. Se adquirió el 

plásmido pReceiver-M56 de GeneCopoeiaTM que contiene la secuencia de ADN del receptor S1P1 

fusionado por la proteína fluorescente mCherry en el COOH terminal.  
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         Para generar la línea celular que expresara de manera estable el receptor S1P1-mCherry se 

siguió el protocolo descrito por Hsu y Uludag, 2012. Se sembraron células HEK AD-293 WT en cajas 

Petri de 6 cm de diámetro a una confluencia aproximadamente del 70% en 3 mL de DMEM 

suplementado con suero y antibióticos. Para iniciar la transfección, se retiró el medio DMEM, se 

lavaron las células con DMEM no suplementado y se agregó 500 µL de Opti-MEM®, un medio que 

facilita la transfección por lípidos catiónicos, después se preparó una solución A que contenía 8 µL  

de Polietilenimina  (1 mg mL-1) y 242 µL de Opti-MEM® y la solución B que contenía el plásmido de 

S1P1-mCherry (1 µM) y Opti-MEM® con volumen final de 250 µL. Las soluciones A y B permanecieron 

en una incubación a temperatura ambiente por 10 min, al concluir la incubación se transfirió el stock 

B al A y se incubaron 20 min a temperatura ambiente para formar los complejos Polietilenimina-

ADN, al terminar esté tiempo, se agregó la mezcla de A-B a las células en las cajas de 6 cm y se 

dejaron en la incubadora por 4 h. Posteriormente se cambió el medio Opti-MEM® por DMEM 

suplementado. Después de 24 h se seleccionaron las células con medio DMEM suplementado 

adicionado con el antibiótico G418. 

         Con el fin de estudiar el tráfico vesicular del receptor S1P1 se realizaron cotransfecciones 

transitorias por el mismo protocolo descrito anteriormente. Se sembraron células HEK AD-293 WT 

en cajas Petri de 6 cm de diámetro a una confluencia aproximadamente del 70% en medio DMEM 

suplementado. Se cambió el medio DMEM por 500 µL de Opti-MEM®, después se preparó una 

solución A que contenía 8 µL de Polietilenimina  (1 mg mL-1) y 242 µL de Opti-MEM® y la solución B 

que contenían los plásmidos de S1P1-mCherry (1 µM), Rab5-GFP (300 ng) y Opti-MEM® con volumen 

final de 250 µL. Las soluciones A y B permanecieron en una incubación a temperatura ambiente por 

10 min, al concluir la incubación se transfirió el stock B al A y se incubaron 20 min a temperatura 

ambiente, al terminar esté tiempo, se agregó la mezcla de A-B a las células en las cajas de 6 cm y se 

dejaron en la incubadora por 4 h. Posteriormente se cambió el medio                         Opti-MEM® por 

DMEM suplementado. Para las cotransfecciones S1P1-mCherry (1 µM)-Rab9-GFP (300 ng) o S1P1-

mCherry (1 µM)-Rab7-GFP (300 ng), se realizaron de la misma manera que                    S1P1-mCherry-

Rab5-GFP. El plásmido que se utilizó para las construcciones de las proteínas Rab fue pEGFP-C1 

(CLONTECH, Laboratories Inc.) 

 

4.4. Cuantificación de la concentración de calcio libre intracelular ([Ca2+]i) 

Se cuantificó la liberación de [Ca2+]i  en la línea celular estable HEK AD-293 S1P1-mCherry, las células 

fueron cultivadas en cajas Petri de 10 cm de diámetro, con una confluencia del 90% y se cambió el 

medio por DMEM no suplementado por 2 h antes del experimento. Se cargaron las células con el 

fluoróforo Fura-2/AM (2.5 µM) en solución Krebs-Ringer-HEPES durante 1 h en la incubadora a 37 
oC.  Después se lavaron con buffer de fosfatos salino (PBS) para eliminar el exceso de albúmina y 

Fura-2/AM; se agregó 1 mL de tripsina/PBS (1:5) por 1 min a 37 oC, para desprender las células de la 

caja Petri. Posteriormente las células se transfirieron a un tubo Falcon de 15 mL, se centrifugaron a 

3000 revoluciones por minuto (rpm), se realizaron 3 lavados y por último el pellet celular se 

resuspendió en 6 mL de solución Krebs-Ringer-HEPES. 
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              Se utilizó un espectrofluorómetro AMINCO-Bowman serie 2 (Rochester, NY, USA), que 

detecta la fluorescencia de la unión del Ca2+ al Fura-2/AM a las longitud de onda, 340/510  

nanómetros (nm), y el Ca2+ libre y Fura-2/AM a las longitudes de onda 380/510 nm. Las diferencias 

en la fluorescencia se cuantificaron utilizando el software AB2 luminescence spectrometer, que 

calcula la relación entre la fluorescencia máxima y mínima de acuerdo a la ecuación de Grynkiewicz 

et al., 1985. 

 

 

 

 

             En esta ecuación la kd representa la constante de afinidad del fluoróforo por el Ca2+         (224 

nM), R es la lectura de florescencia en unidades arbitrarias, Rmax es la fluorescencia máxima obtenida 

al lisar las células con Tritón X-100 al 10%; Rmin representa la fluorescencia mínima obtenida 

utilizando el quelante de Ca2+, EGTA 50 mM, Sf2 es el coeficiente de proporcionalidad del fluoróforo 

libre y Sb2 el coeficiente de proporcionalidad del fluoróforo unido al Ca2+. 

 

4.5. Ensayos de fosforilación y Western blots 

El protocolo se realizó de acuerdo a lo reportado previamente por el laboratorio (Vázquez-Prado et 

al., 1996; García-Sáinz et al, 2001). Se cultivaron las células en placas de 6 pozos a una confluencia 

del 90%. Una hora antes del experimento las células se incubaron en medio de ayuno sin fosfatos, 

al terminar esté tiempo se mantuvieron en 1 mL del mismo medio conteniendo [32P]Pi 50 (µCi/mL) 

por 3 h (para marcar la poza de ATP y mantenerla en estado estacionario), después las células se 

estimularon como se indica en el apartado de resultados, se aspiró el ligando o el PMA, se realizó 1 

lavado con solución PBS fría y las células se mantuvieron por una hora en cama de hielo con 1 mL 

de solución de lisis (Vázquez-Prado et al., 1996; García-Sáinz et al, 2001). Al concluir la hora de lisis 

celular los lisados se recolectaron y se transfirieron a tubos de polipropileno, se centrifugaron a 

12,000 rpm por 15 min a 4 oC. Los sobrenandantes se transfirieron a otros tubos de polipropileno 

que contenían 10 µL de anticuerpo policlonal (generado en el laboratorio) que reconoce a la 

proteína mCherry y 10 µL de proteína A-agarosa. Para concluir los tubos se incubaron en agitación  

por toda la noche a 4 oC. 

               Después de la inmunoprecipitación se realizaron 4 lavados con solución de lisis a 3,000 rpm 

por 5 min. Al terminar los lavados, los inmunoprecipitados se resuspendieron en SDS 10%/Urea 8M 

y con buffer de carga (Laemmli, 1970). Las muestras se colocaron a 96 oC por 15 min en un 

termoblock, se centrifugaron a 12000 rpm por 10 min y se realizaron electroforesis 

desnaturalizantes en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 7.5%. Por último los geles se transfirieron 

a membranas de nitrocelulosa y se colocaron en un casete de exposición auto radiográfico por 48 h. 
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Después de este tiempo se escaneó la placa auto radiográfica en un Typhoon Fla7000IP y las 

membranas de nitrocelulosa se bloquearon con PBS 1X y leche al 0.5% por 12 h, al concluir este 

tiempo se incubó la membrana con un anticuerpo que reconoce a la proteína mCherry a una 

concentración 1:1000 para obtener los controles de carga por Western blot.  

 

4.6. Microscopia confocal  

Se realizaron tres diferentes transfecciones transitorias en células HEK AD-293. Estas transfecciones 

fueron S1P1-mCherry/Rab5-GFP, S1P1-mCherry/Rab9-GFP y S1P1-mCherry/Rab7-GFP (ver apartado 

4.3). Después de 24 h de la transfección transitoria, las células se cultivaron en cajas Petri con fondo 

de vidrio por 48 h a una confluencia aproximada del 50%, se mantuvieron en DMEM no 

suplementado por 3 h antes del experimento, se estimularon como se indica en el apartado de 

resultados, se retiró el medio DMEM con estímulo y las células se  fijaron con paraformaldehído al 

4% por 20 min, para concluir se realizaron 7 lavados con PBS 1X, para eliminar el exceso de 

paraformaldehído. 

              Para observar si en la desensibilización durante la activación del  receptor S1P1 por la S1P, 

el FTY720-P o el PMA (activador de PKC) están involucradas las proteínas Rab5, Rab9 y Rab7 se 

realizaron experimentos por Transferencia de Energía de Resonancia de Förster (FRET). Las células 

fijadas se observaron en un microscopio confocal Fluoview FV10i de Olympus. Se capturaron 

imágenes de al menos 25 células de 3 experimentos independientes con un objetivo 60X de 

inmersión en agua, apertura focal de 1, sensibilidad  promedio de 40 e intensidad de láser en 25%, 

además el "cross talk correction"  permaneció activo. La proteína eGFP se excitó a 480 nm y la 

fluorescencia emitida se detectó a 515-540 nm. La proteína mCherry se excitó a 580 nm y la 

fluorescencia emitida se detectó a 610 nm. Para observar el FRET, se apagó el láser correspondiente 

a la mCherry y el "cross talk correction"  y se adquirió la imagen.  

 

4.7. Análisis de imágenes utilizando el software Image J 
 
El software ImageJ versión 1.49v fue obtenido del sitio web del Instituto Nacional de Salud (ImageJ, 

Rasband,W.S., U. S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, http://imagej.nih.gov/ij/). Las 

imágenes fueron procesadas de acuerdo a la guía de usuario del plug-in “FRET analyzer”. Este plug-

in trabaja con imágenes en 8-bit y permite el cálculo de FRET INDEX por el método de pixel por pixel. 

Se requiere conjuntos de imágenes a ser adquiridas de acuerdo con el cálculo de FRET por el método 

de fluorescencia de emisión sensibilizada en el que adquiere 2 grupos  de fotografías. En el primer 

grupo de fotografías el "cross talk correction" permaneció activo, la proteína eGFP se excitó a 480 

nm y la fluorescencia emitida se detectó a 515-540 nm, para la proteína mCherry se excitó a 580 nm 

y la fluorescencia emitida se detectó a 610 nm. En el segundo grupo de fotografías, se inactivó el 

"cross talk correction", se apagó el láser que excita a la proteína mCherry y la proteína eGFP se 

excitó a 480 nm y la fluorescencia emitida se detectó a 515-540 nm. 

http://imagej.nih.gov/ij/
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4.8. Análisis estadístico y presentación de resultados 
 
Todos los datos se presentan como el promedio ± el error estándar de un mínimo de 3 experimentos 
independientes. Los datos fueron analizados con pruebas de ANOVA con corrección de Bonferroni, 
que compara las medias entre los diferentes pares de columnas, pero utiliza  ANOVA para calcular 
el error estándar y  recalcula el error α. Para todas las pruebas estadísticas un  valor p < 0.05 se 
consideró estadísticamente significativo. En análisis estadístico se realizó con el software GraphPad 
Prim versión 5.0 para Windows. 
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Resultados 
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5.1. Concentración de Ca2+ intracelular por activación del receptor S1P1 

El efecto de los diferentes agentes sobre la concentración  de Ca2+ intracelular fue estudiado en 

células HEK 293 no transfectadas (WT). Se conoce que las células HEK 293 expresan de manera 

endógena el receptor S1P1. En células HEK WT al activar el receptor con S1P y el FTY720-P no se 

logró obtener curvas de saturación de liberación de Ca2+ (figura 7A). El Ca2+ intracelular en la línea 

que expresa de manera estable el receptor S1P1-mCherry se logró alcanzar la saturación de la curva 

con la concentración de 1-10 µM de S1P (EC50~250 nM) (figura 7B), para FTY720-P no se logró 

alcanzar una curva de saturación con las concentraciones del ligando utilizadas; 

desafortunadamente concentraciones mayores de 10 µM de FTY720-P no permitían la 

determinación de liberación de Ca2+ intracelular al interferir con la técnica. Estos datos sugieren, 

más no demuestran, dado que no hay una clara saturación, que el FTY720-P es menos potente y 

eficaz respecto a la S1P (figura 7 A, B, C y D), además se observa que la liberación de Ca2+ por el 

FTY720-P es más lenta y se mantuvo por más tiempo respecto a la inducida por la S1P, su agonista 

natural (figura 7 C y D). El efecto de ambos agonistas fue bloqueado por la incubación de PMA, el 

activador de la PKC (figura 7E). La cuantificación de la liberación de calcio intracelular es una 

estrategia que refleja de manera indirecta la relación en el aumento del número de receptores en 

la membrana celular y su actividad acoplada a la proteína G. Como se mencionó anteriormente el 

receptor  S1P1 esta acoplado a una proteína Gi (tabla I), sugiriendo que se activa la PLC β, por el 

dímero β/ϒ  de la proteína G,  que genera DAG e IP3; el IP3 se une a canales en el retículo 

endoplásmico y se libera calcio al citoplasma (Malbon, 2005).  

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7. Efecto de S1P, FTY720-P y PMA en la concentración intracelular de calcio. Células WT (A) o la línea estable que 

expresa el receptor S1P1-mCherry (B). Las células fueron tratadas con las concentraciones de S1P (líneas solidas) y FTY720-

P (líneas punteadas). Se muestran trazos representativos obtenidos a diferentes concentraciones de S1P (C) o FTY720-P 

(D). Las células fueron preincubadas en presencia o ausencia de 1 µM de PMA y fueron tratadas con 1 µM de S1P o 10 µM 

de FTY720-P (E). Los promedios son graficados representando el error estándar de 4 a 7 determinaciones usando diferentes 

preparaciones celulares. ***P<0.001 comparado con la ausencia de PMA. 
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5.2. Fosforilación del receptor S1P1 

La fosforilación del receptor S1P1 por su estimulación con S1P o FTY720-P o por la activación 

de la PKC por PMA, está asociada a su desensibilización. Se observó que la S1P, el FTY720-P y 

el PMA incrementan la fosforilación del receptor (figuras 8A, B y C). Se muestran los cursos 

temporales de la fosforilación del receptor por 1 µM de S1P (figura 8A) y 10 µM de FTY720-P 

(figura 8B),  y la fosforilación del receptor S1P1 por 15 min al utilizar 1 µM de PMA (figura 8C). 

La fosforilación del receptor S1P1 fue rápida en respuesta a 1 µM de S1P, alcanzando su efecto 

máximo entre 2-5 min, esta fosforilación se mantiene hasta los 30 min y no regresa a su 

fosforilación basal (figura 8A). El efecto de 10  µM de FTY720-P fue similar, pero de una 

magnitud menor y alcanzando su efecto máximo entre los 5-10 min (figura 8 B). Nuestros 

datos indican que utilizar el inhibidor de la PKC, la bisindolilmaleimida I (BIM I) disminuye el 

efecto del PMA, sugiriendo que PKC es la cinasa que fosforila al receptor S1P1 al utilizar PMA 

(figura 8D), por otra parte el BIM I no afecta la fosforilación del receptor S1P1 al activarlo con 

S1P o FYT720-P (figura 8D), sugiriendo que PKC no es la cinasa que fosforila el S1P1 al utilizar 

S1P o FTY720-P.  

 

5.3. Localización subcelular del receptor S1P1 

La internalización de los GPCRs es un proceso de regulación que comienza a tiempos cortos 

después de la activación del receptor y contribuye a la desensibilización del receptor. El 

receptor S1P1 al ser estimulado por el agonista S1P, es fosforilado por la GRK2 (Pueyo et al., 

2008), esto facilita la unión de las β-arrestinas que  reclutan el complejo de clatrinas y AP-2,  

permitiendo que se fije el GPCR a las vesículas cubiertas de clatrina (Voet & Voet, 2006; 

Reeves et al., 2015). Posteriormente, los GPCR incluidos en estas vesículas son internalizados 

en la célula, donde pueden sufrir procesos como degradación en los lisosomas o 

procesamiento  en los endosomas para su posterior reciclaje a la membrana plasmática y 

recuperación de su función. Se logró observar que, en condiciones basales, la mayoría de la 

fluorescencia del receptor S1P1-mCherry se encontraba en la membrana plasmática, sin 

embargo,  cierta fluorescencia se encontraba en vesículas intracelulares (figura 9C). La 

incubación con S1P, FTY720-P o PMA por 5 min favoreció la internalización del receptor, esto 

se refleja al disminuir la fluorescencia en la membrana plasmática asociada a un incremento 

en la fluorescencia de las vesículas intracelulares (figuras 9A, B y C). Es muy interesante que 

la acumulación de vesículas fluorescentes del receptor era mayor con el FTY720-P, 

particularmente a los 30 min, que fue el tiempo máximo estudiado (figuras 9B y C).  
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Figura 8. Efecto de la S1P, FTY720-P y PMA en la fosforilación del receptor S1P1. Células expresando el receptor S1P1-mCherry 
fueron incubados como se indica en materiales y métodos, para estudiar la fosforilación del receptor al utilizar 1 µM de S1P (n=9) 
(A) o 10 µM de FYT720-P (n=10) (B). Las células fueron estimuladas por 15 min con 1 µM de S1P, 10 µM de FTY720-P o       1 µM 
de PMA (n=6) (C). Los promedios son graficados representando el error estándar del tamaño muestral de experimentos 
independientes. ***P<0.001 comparado con el basal. **P<0.01 comparado con el basal. Las células fueron incubadas en ausencia 
(-) o presencia (+) de BIM I y se estimularon  como se describe en C (D). Los promedios son graficados representando el error 
estándar de 5 experimentos independientes. **P<0.01 comparado con la preincubación con BIM I. Se muestra una 
autoradiografía representativa (32P) y un Western blot en cada histograma. 
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5.4. Interacción  del receptor S1P1 con las proteínas Rab 

La posibilidad de que el receptor S1P1 pudiera interaccionar de manera directa con diferentes 

proteínas Rab fue ensayado usando FRET. En nuestros experimentos usando esta metodología la 

proteína eGFP trabaja como donadora de longitud de onda de emisión y la proteína mCherry como 

aceptora de longitud de onda de excitación. Es importante tener en cuenta que el fenómeno de 

FRET se produce solamente a una distancia de 10 nm (100 Å) o menos (Sekar & Periasamy, 2003), 

sugiriendo una interacción molecular directa. Las transfecciones transitorias con los plásmidos para 

la expresión del receptor S1P1-mCherry y las proteínas Rab etiquetadas con eGFP fueron realizadas 

72 h antes del experimento. El curso temporal de la asociación del receptor S1P1 y la proteína Rab5 

al estimular con S1P, FTY720-P o PMA se presentan en la figura 10. Podemos observar que las 

proteínas Rab5 se encuentran distribuidas en el citoplasma durante el curso temporal, mientras que 

el receptor S1P1 se localiza en la membrana plasmática antes de estimular  con S1P, FTY720-P o PMA 

y se internaliza en respuesta al agonista o PMA (figuras 11-13). La S1P induce FRET con el receptor  

Figura  9. Efecto de la S1P, FTY720-P y PMA en la internalización del receptor S1P1. Las células expresando el receptor de 
S1P1-mCherry fueron tratadas por 5 o 30 min con 1 µM de S1P, 10 µM de FTY720-P o 1 µM de PMA. El valor de fluorescencia 
de la membrana (A) o intracelular (B) fueron determinados y normalizados respecto a la ausencia de estímulo ((B) basal). Los 
promedios son graficados representando el error estándar de 24-30 muestras resultado de 4 o 5 experimentos 
independientes. ***P<0.001 comparado con el basal (B). Imágenes representativas son mostradas (C). Barras de escala:10 
µm. 
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S1P1 y Rab5 en los 3, 5 y 15 min y está interacción disminuye a los 30 min (figuras 10A y figura 11). 

El efecto de FTY720-P en la interacción del receptor S1P1 y Rab5 fue más rápido y su efecto máximo 

fue a los 2 min y disminuyó en los tiempos posteriores (figura 10B y figura 12). El efecto de PMA en 

la asociación del receptor S1P1 y Rab5 fue similar al inducido por  S1P, pero la interacción se mantuvo 

después de 30 min (figura 10C y figura 13). Para la interacción del S1P1 y Rab9 al estimular con S1P 

se observa una asociación a los 5 min (figura 10D y figura 14). No se observó asociación del S1P1 y 

Rab9 al estimular con FTY720-P (figura 10E y figura 15). La asociación del S1P1 y Rab9 al activar PKC 

por PMA fue claro durante los primeros 2-5 min, disminuyó a los 15 min, pero regresó la interacción 

a los 30 min (figura 10f y figura 16). De manera muy importante la interacción del S1P1 y Rab7 al 

estimular a las células con S1P (figura 10G y figura 17) o al utilizar PMA (figura 10I y figura 19) no se 

presentó asociación, al evaluar la asociación del S1P1 y Rab7 al estimular con  FTY720-P induce una 

asociación a los 2 min, desaparece en los tiempos posteriores  y a los 30 min regresó la interacción 

(figura 10H y figura 18).  De manera adicional se realizaron experimentos de FRET con el receptor 

S1P1 utilizando las dominantes negativas de las proteínas Rab5 GDP, Rab9 GDP y Rab7 GDP, estas 

proteínas Rab se caracterizan por que permanecen en su conformación inactiva, es decir no pueden 

intercambiar el GDP por GTP. Podemos observar que en ausencia de S1P, FTY720-P o PMA las 

proteínas Rab5 GDP, Rab9 GDP y Rab7 GDP se encuentran distribuidas en el citoplasma (figura 20B, 

C y D), mientras que el receptor S1P1 se localiza en la membrana plasmática (figura 20B, C y D). Al 

activar el S1P1 con S1P, FTY720-P o en presencia de PMA, el S1P1 se internaliza, pero no existe una 

interacción de las proteínas Rab y el S1P1 por FRET (figura 20A, B, C y D), estos datos sugieren que 

la conformación activa de las proteínas Rab es esencial para su interacción con el S1P1. 
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Figura 10. Efecto de la S1P, FTY720-P o PMA en la asociación del receptor S1P1 y las proteínas Rab. Las transfecciones 
transitorias  del receptor S1P1-mCherry y las proteínas Rab-eGFP fueron incubadas con 1 μM  de S1P (Rab5 (A), Rab9 
(D) y Rab7 (G)), 10 μM  de FTY720-P (Rab5 (B), Rab9 (E) y Rab7 (H)) o 1 µM de PMA (Rab5 (C), [Rab9 (F) y Rab7 (I)). Los 
valores de FRET fueron determinados y normalizados en ausencia de estímulo (tiempo 0). Los promedios son graficados 
representando el error estándar de 24-30 muestras resultado de 4 o 5 experimentos independientes. ***P<0.005 
comparado con el basal (tiempo 0), **P<0.01 comparado con el basal (tiempo 0), *P<0.05 comparado con el basal 
(tiempo 0).  
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Figura 11. Interacción del receptor S1P1-mCherry y la proteína Rab5-eGFP identificada por FRET. Las células 
fueron incubadas por los tiempos indicados en presencia de 1 µM de S1P. Las imágenes son presentadas como: 
Fluorescencia de eGFP (primer columna), fluorescencia de mCherry (segunda columna),  FRET (tercer columna) y 
FRET INDEX (imágenes procesadas con el plug-in "FRET Analyzer"; cuarta columna). Barras de escala: 10µm. 
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Figura 12. Interacción del receptor S1P1-mCherry y la proteína Rab5-eGFP identificada por FRET. Las células 
fueron incubadas por los tiempos indicados en presencia de 10 µM de FTY720-P. Para otras indicaciones ver 
figura 11. 
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Figura 13. Interacción del receptor S1P1-mCherry y la proteína Rab5-eGFP identificada por FRET. Las células 
fueron incubadas por los tiempos indicados en presencia de 1 µM de PMA. Para otras indicaciones ver figura 11. 
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Figura 14. Interacción del receptor S1P1-mCherry y la proteína Rab9-eGFP identificada por FRET. Las células 
fueron incubadas por los tiempos indicados en presencia de 1 µM de S1P. Para otras indicaciones ver figura 11. 
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Figura 15. Interacción del receptor S1P1-mCherry y la proteína Rab9-eGFP identificada por FRET. Las células 
fueron incubadas por los tiempos indicados en presencia de 10 µM de FTY720-P. Para otras indicaciones ver 
figura 11. 
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Figura 16. Interacción del receptor S1P1-mCherry y la proteína Rab9-eGFP identificada por FRET. Las células 
fueron incubadas por los tiempos indicados en presencia de 1 µM de PMA. Para otras indicaciones ver figura 11. 
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Figura 17. Interacción del receptor S1P1-mCherry y la proteína Rab7-eGFP identificada por FRET .Las células 
fueron incubadas por los tiempos indicados en presencia de 1 µM de S1P. Para otras indicaciones ver figura 11. 
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Figura 18. Interacción del receptor S1P1-mCherry y la proteína Rab7-eGFP identificada por FRET. Las células 
fueron incubadas por los tiempos indicados en presencia de 10 µM de FTY720-P. Para otras indicaciones ver 
figura 11. 
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Figura 19. Interacción del receptor S1P1-mCherry y la proteína Rab7-eGFP identificada por FRET. Las células 
fueron incubadas por los tiempos indicados en presencia de 10 µM de FTY720-P. Para otras indicaciones ver 
figura 13. 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

34 
 

 

  

 

 

 

 

5.5. La  importancia de GRK2 en la fosforilación del receptor S1P1 

Los pacientes que presentan la EM comúnmente sufren de depresión, y se prescribe 
frecuentemente la paroxetina como antidepresivo. Ahora se sabe que la paroxetina es un inhibidor 
de la GRK2 (Homan et al., 2014; Thal et al., 2012; Guo etal., 2017). Para el receptor S1P1 observamos 
que la S1P, el FTY720-P y el PMA incrementan la fosforilación del S1P1 (figura 21). La preincubación 
con la paroxetina bloquea la fosforilación del receptor S1P1 al estimularlo con S1P o FTY720-P y 
parcialmente disminuye al utilizar PMA (figura 21). Estos datos sugieren que al utilizar la paroxetina 
disminuye el efecto de S1P y FTY720-P, sugiriendo que la GRK2 es la cinasa que fosforila al receptor 
S1P1 al utilizar S1P o FTY720-P. Para el caso de la fosforilación del S1P1 al activar PKC por PMA 

Figura 20. Las dominantes negativas de las proteínas Rab no interactúan con el receptor S1P1. Las células fueron 
transfectadas para la expresión del receptor S1P1-mCherry y la dominante negativa de la Rab-eGFP. Las células 
fueron tratadas con los tiempos indicados con 1µM de S1P, 10 µM de FTY720-P o 1 µM de PMA. Los valores de FRET 
fueron determinados y normalizados respecto a la ausencia de estímulo (Tiempo 0). En panel A los promedios se 
grafican representando el error estándar de 24 imágenes obtenidas de 4 experimentos independientes En los 
paneles B-D se muestran imágenes representativas de los experimentos expresando las diferentes dominantes 
negativas de las proteínas Rab. Para otras indicaciones ver figura 11. 
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nuestros datos indican que la preincubación con paroxetina disminuye parcialmente la fosforilación 
del S1P1 sugiriendo que existe una relación entre la GRK2 y PKC. 
Al evaluar el efecto de la paroxetina en la internalización del receptor S1P1 observamos que en 
ausencia de paroxetina y sin la presencia de S1P, FTY720-P o PMA el S1P1 se encuentra delimitando 
la membrana plasmática (figura 22B). En presencia de S1P, FTY720-P o PMA por 5 min disminuye la 
fluorescencia en la membrana plasmática e incrementa la fluorescencia intracelular sugiriendo que 
el receptor S1P1 se internalizó (figura 22A, B y C). Al preincubar las células con paroxetina y sin 
presencia de S1P, FTY720-P o PMA podemos observar que el S1P1 se encuentra delimitando la 
membrana plasmática (figura 22B) y se presenta contracción celular que afecta el tamaño de las 
células (figura 23). En presencia de paroxetina y S1P, FTY720-P o PMA la disminución de 
fluorescencia en la membrana plasmática fue bloqueada y no hay un incremento de la fluorescencia 
intracelular (figura 22A, B y C), también se observó contracción celular (figura 23).  

 
Por otra parte se estudió el efecto del antidepresivo en la asociación del receptor S1P1 y las 

proteínas Rab. En ausencia de paroxetina podemos observar que la proteína Rab5, Rab9 o Rab7 se 
encuentran distribuidas en el citoplasma, mientras que el receptor S1P1 se localiza principalmente 
en la membrana plasmática (figuras 25, 26 y 27). La S1P, el FTY720-P o PMA induce FRET con el 
receptor S1P1 y Rab5 (figuras 24 y 25), la S1P y el PMA induce FRET con el S1P1 y Rab9 (figuras 25 y 
26), por último el FTY720-P induce FRET con el receptor S1P1 y Rab7. En presencia de paroxetina y 
S1P, FTY720-P o PMA el S1P1 permanece en la membrana plasmática (figuras 25, 26 y 27), no se 
internaliza (figuras 25, 26 y 27) y no se presenta FRET con Rab5, Rab9 y Rab7 (figuras 24, 25, 26 y 
27), además se observó contracción celular (figuras 25, 26 y 27). Nuestros datos sugieren que la 
GRK2 es bloqueada al utilizar paroxetina y no puede fosforilar el S1P1 cuando se activa el receptor 
por la S1P, el FTY720-P o al activar PKC por PMA, afectando el proceso de internalización del 
receptor debido a que la fosforilación de diferentes aminoácidos del S1P1 es un proceso clave para 
el reclutamiento de proteínas involucradas en la internalización del propio receptor y su tráfico 
vesicular regulado por las proteínas Rab. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Efecto de la paroxetina en la  fosforilación del receptor S1P1 por la S1P, FTY720-P y PMA. Células expresando el 
receptor S1P1-mCherry fueron incubados como se indica el materiales y métodos, para estudiar la fosforilación del receptor. Las 
células fueron incubadas en usencia (-) o presencia) de 100 µM de paroxetina (Par +) y fueron tratadas por 15 min con 1 µM de 
S1P, 10 µM de FTY720-P y 1 µM de PMA. Los promedios son graficados representando el error estándar de 6 experimentos 
independientes. ***P<0.001 comparado con el basal (B), @P<0.001 comparado con la ausencia de paroxetina, *P<0.05 
comparado con la ausencia de paroxetina. Se muestra una autoradiografía (32P) y un Western blot representativos en el 
histograma. 
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Figura 22 Efecto de la paroxetina en la internalización del receptor S1P1  por S1P, FTY720-P y PMA. Las células 
expresando el receptor S1P1-mCherry fueron preincubadas por 30 min con 100 µM de paroxetina y fueron tratadas 
por 5 min con  1 µM de S1P, 10 µM de FTY720-P o 1 µM de  PMA. Los valores de fluorescencia en membrana plasmática 
(A) o fluorescencia intracelular (B) fueron determinados y normalizados respecto a la ausencia del estímulo (Basal, B). 
Los promedios son graficados representando el error estándar de 30 muestras resultado de 5 experimentos 
independientes. ***P<0.001 comparado con el basal (B). @P<0.001 comparado con la ausencia de paroxetina. 
Imágenes representativas son representadas (C). Barras de escala: 10 µM. 

 

 

Figura 23. Efecto de la paroxetina en la longitud y área de células que expresan el receptor S1P1. Las células  
transfectadas con el receptor S1P1-mCherry fueron incubadas con 100 µM de paroxetina por 30 min y 
estimuladas por 5 min con 1µM de S1P, 10 µM de FTY720-P o 1 µM de PMA. En panel A  observamos la longitud 
celular y en B el área celular. Los promedios se grafican representando el error estándar de 30 imágenes 
obtenidas de 5 experimentos independientes. ***P<0.001 respecto a la preincubación sin paroxetina. 
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Figura 24. Efecto de la paroxetina en la asociación del receptor S1P1 y las proteínas Rab. Las transfecciones transitorias 
del receptor S1P1-mCherry y las proteínas Rab-eGFP fueron incubadas en la ausencia o presencia de              100 µM de 
paroxetina y las células fueron tratadas con 1 μM  de S1P, 10 µM de FTY720-P o 1 µM de PMA. Para Rab5 (A) se utilizaron 
3 min de tratamiento, para Rab9 (B) 5 min y Rab7 (C) 30 min. Los promedios son graficados representando el error 
estándar de 24-30 muestras resultado de 4 o 5 experimentos independientes. ***P<0.005 comparado con el basal, 
**P<0.01 comparado con el basal *P<0.05 comparado con el basal. @@P<0.001 comparado con la ausencia de 
paroxetina, @P<0.05 comparado con la ausencia de paroxetina. 
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Figura 25. Interacción del receptor S1P1-mCherry y la proteína Rab5-eGFP identificada por FRET en presencia 
de paroxetina. Las células fueron preincubadas por 30 min con 100 µM de paroxetina y tratadas por 3 min en 
presencia de 1 µM de S1P,  10 µM de FTY720-P o 1 µM de PMA. Para otras indicaciones ver figura 11. 
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Figura 26. Interacción del receptor S1P1-mCherry y la proteína Rab9-eGFP identificada por FRET en presencia 
de paroxetina. Las células fueron preincubadas por 30 min con 100 µM de paroxetina y tratadas por 5 min en 
presencia de 1 µM de S1P o 1 µM de PMA. Para otras indicaciones ver figura 11. 
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Figura 27. Interacción del receptor S1P1-mCherry y la proteína Rab7-eGFP identificada por FRET en presencia 
de paroxetina. Las células fueron preincubadas por 30 min con 100 µM de paroxetina y tratadas por 30 min en 
presencia de 10 µM de FTY720-P. Para otras indicaciones ver figura 11. 
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Discusión 
El objetivo principal del trabajo fue estudiar las diferencias farmacológicas, funcionales, cinéticas de 

fosforilación y el tráfico vesicular del receptor S1P1 durante su desensibilización por la S1P, FTY720-

P y PMA. Los resultados descritos anteriormente nos sugieren que el efecto de la S1P y el FTY720-P 

difieren, el FTY720-P fue aparentemente menos potente respecto a la S1P en la liberación de Ca2+ 

intracelular. Para la fosforilación del receptor con el FTY720-P fue menos intensa que por la S1P. De 

manera muy interesante, la internalización por el agonista sintético. FTY720-P, fue mayor que por 

la S1P, particularmente a los 30 min. En el caso del activador de PKC, el PMA desensibiliza el receptor 

debido a que es fosforilado por la PKC y se internaliza, por esta razón se bloquea la liberación de 

Ca2+ intracelular al estimular las células con S1P o FTY720-P, estos datos son consistentes de acuerdo 

a Watterson y colaboradores, quienes mencionan que la S1P y el PMA favorecen la fosforilación del 

S1P1, además la fosforilación al utilizar S1P no es bloqueada en presencia de un inhibidor para PKC 

sugiriendo que la fosforilación al utilizar la S1P es por otra cinasa (Watterson et al., 2001). Estudios 

previos de nuestro laboratorio sugieren que al utilizar un inhibidor de las  isoformas de PKC α y β, el 

receptor S1P1 no se desensibiliza por PMA. Además por ensayos de coinmunoprecipitación las 

isoformas α y β se encuentran asociadas desde condiciones basales,  pero al estimularse con PMA 

las isoformas  α y β se reclutan con mayor intensidad, bloqueos similares en la acción del PMA se 

observaron con la regulación a la baja (“down regulation”) por inhibición prolongada con ésteres de 

forbol, así como mediante el bloqueo de la expresión (knock down”) utilizando shRNA (Morquecho-

León et al., 2013). Se conoce el mecanismo de  internalización para el receptor S1P1 al ser estimulado 

por la S1P y el FTY720-P es la internalización rápida por la ruta canónica de desensibilización de 

GPCRs. La S1P o el FTY720-P facilitan la unión de las β-arrestinas tipo 2 que  reclutan el complejo de 

clatrinas y AP-2  favoreciendo el anclaje del  receptor de S1P1 a las vesículas cubiertas de clatrina 

(Reeves et al., 2015).  

           Debido a la importancia médica que tiene el FTY720-P y la retención de los linfocitos T en los 

nódulos linfáticos de pacientes con EM, se ha estudiado ampliamente el mecanismo por  el cual se 

produce esté fenómeno. Como se mencionó anteriormente la presencia de FTY720-P favorece la 

fosforilación del S1P1 por la GRK2, la fosforilación es una modificación postraduccional muy 

importante para iniciar el proceso de internalización por la ruta canónica de GPCRs, después el GPCR 

puede degradarse en los lisosomas y/o el proteosoma. Oo y colaboradores observaron que el 

FTY720-P es mucho más potente y efectivo que la S1P en favorecer la degradación del receptor S1P1 

por la  vía proteosoma (Oo et al., 2007). Este fenómeno es consistente con la idea que el FTY720-P 

es un agonista, pero se considera un antagonista funcional, debido a que induce la desensibilización, 

internalización y la degradación del receptor S1P1 (Brinkmann et al., 2010; Choi et al., 2011), además 

el FTY720-P puede ser definido un agonista sesgado hacía la internalización y degradación del 

receptor S1P1 (Kenakin, 2015). 
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Una parte crucial de este proyecto fue conocer las diferencias en la internalización y asociación de 

las proteínas Rab5, Rab7 y Rab9 con el receptor S1P1. Nuestros datos sugieren que la interacción del 

receptor  S1P1 con las proteínas Rab inducida por la S1P (desensibilización homóloga) y por el PMA 

(desensibilización heteróloga) presentan algunas similitudes. La S1P y el PMA favorece la interacción 

del receptor con Rab5 y Rab9, la S1P ni el PMA permite la interacción del receptor con Rab7. Es 

probable que la S1P favorezca la interacción del receptor S1P1 con Rab5, iniciando la endocitosis y 

el reciclaje del receptor en los endosomas tempranos;  el activador de PKC favorece la interacción 

con Rab5 permitiendo la endocitosis y el tráfico vesicular a endosomas tardíos y reciclaje lento por 

la interacción con Rab9. La acción del FTY720-P tiene diferencias muy interesantes en la interacción 

del receptor con las proteínas Rab. Nuestros datos sugieren  que el FTY720-P induce una asociación 

mayor con Rab5 respecto a la S1P,  el FTY720-P no favorece una asociación con Rab9, pero a 

diferencia de la S1P y el PMA, el FTY720-P  favorece la asociación con Rab7. Como se mencionó 

anteriormente Rab7 se encuentra dirigiendo las vesículas a endosomas tardíos y a la degradación 

de la carga como en este caso un GPCR por lisosomas o el proteosoma (Schwasrtz, et al., 2007; Dong 

et al., 2004). Nuestros datos de fosforilación del S1P1 en presencia de S1P o FTY720-P están de 

acuerdo con los publicados por Oo y colaboradores, además  sugieren que el receptor S1P1 al ser 

estimulado con FTY720-P es fosforilado, internalizado, ubiquitinado, y degradado vía proteosoma 

(Oo et al., 2007). Nuestros datos presentan algunas diferencias respecto a los de Oo y colaboradores, 

ellos observan un poco de degradación del receptor a los 30 min, nosotros no pudimos detectar la 

degradación del receptor a este tiempo (ver Western blots, figura 8). En sus experimentos la 

degradación del receptor fue más clara a tiempos más largos de incubación como 4 y 8 h. No se 

estudiaron tiempos largos en nuestro trabajo.     

           Es muy interesante que el receptor S1P1 siga la misma ruta de tráfico vesicular al estimular 

con S1P y PMA (desensibilización homóloga vs heteróloga) debido a que este caso difiere con otro 

GPCR que pertenece a la misma familia, el receptor α1B-adrenérgico. Estudios previos en nuestro 

laboratorio sugieren que los receptores α1B-adrenérgicos al ser estimulados con noradrenalina 

interaccionan con proteínas presentes en los endosomas tempranos, como EEA1, Rab5, Rab4 y 

Rab11, pero no con proteínas de endosomas tardíos, como Rab9 y Rab7 (Castillo-Badillo et al., 2015). 

Por otra parte, la estimulación por S1P induce una interacción rápida y transitoria del receptor α1B-

adrenérgico con Rab5 y una interacción más pronunciada y sostenida con Rab9. Además, la actividad 

de GTPasa de las proteínas Rab es necesaria, porque no se observó interacción del receptor con las 

proteínas Rab cuando se emplearon las mutantes de las proteínas Rab. Estos datos indican que los 

receptores α1B-adrenérgicos presentan un tráfico vesicular diferente a los S1P1 dependiendo del tipo 

de desensibilización (homóloga vs. heteróloga) (Castillo-Badillo et al., 2015) y difieren respecto al 

receptor S1P1 en donde podemos observar que la desensibilización homóloga y heteróloga siguen 

la misma ruta de tráfico vesicular. La comparación cobra interés dado que nos señala que no 

podemos generalizar que la desensibilización homóloga se asocie con internalización a endosomas 

tempranos y la heteróloga a reciclaje tardío o degradación. Definir qué camino usa un receptor para 

internalizarse se convierte en un reto experimental. Existe la posibilidad de que la fosforilación en 

sitios específicos sean los que definan cómo se internalizan, ya sea directa o indirectamente, si nos 

apoyamos en la propuesta de los códicos de fosforilación (Tobin et al., 2008). 
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            Se ha reportado la dinámica del tráfico vesicular de diversos receptores y sugieren que es 

muy diversa respecto a nuestros resultados con el S1P1, por ejemplo el receptor β2-adrenérgico se 

internaliza y se recicla muy rápido (Shumay et al., 2004), mientras que el receptor de angiotensina 

II tipo 1A (AT1AR) se internaliza y se recicla más lento (Dale, 2004). Se conoce que  Rab1 y Rab8 

regulan la exportación de receptores a la membrana, Rab8 regula la exportación del receptor                  

β2-adrenérgico y el receptor α2B-adrenérgico, mientras que la inactividad de Rab1 solo afecta la 

exportación del receptor α2B-adrenérgico debido a las diferencias en los sitios de unión en los 

extremos carboxilo de los receptores (Dong, et al., 2010). El tráfico vesicular de los receptores de 

somatostatina 3 (SSTR3) está regulado en los endosomas por Rab4, Rab21 y Rab11, pero no hay 

interacción con Rab5 y Rab7. El receptor SSTR3 se recicla rápidamente a través de Rab4, pero se 

mueve más lentamente a través de Rab21 y Rab11 (Tower-Gilchrist, et al., 2011). Para Rab7 se 

conoce que está asociado a la internalización y degradación de otros GPCRs, por ejemplo los 

receptores para opioides κ (Li et al., 2000), el receptor para PDGF con activad de tirosina cinasa 

(Dupre et al., 2003). Rab7 también participa  en la degradación de receptores con actividad de 

tirosina cinasas, como los receptores de factor de crecimiento epidérmico (Ceresa & Bahr, 2006; 

Bakker et al., 2017) y el receptor del factor de crecimiento endotelial tipo 2 (Ballmer-Hofer et al., 

2011; Jopling et al., 2009). Los trabajos reportados de diversos receptores indican que el mecanismo 

de internalización, reciclaje y degradación es demasiado robusto y variado, por ello es muy 

importante estudiar los diferentes procesos que regulan el tráfico vesicular de los receptores. En 

nuestro laboratorio proponemos que la unión de las diferentes proteínas Rab al receptor S1P1 

depende de su estado conformacional, cuando el receptor S1P1 se desensibiliza por la S1P o PMA 

(desensibilización homóloga vs heteróloga) el receptor adquiere un estado conformacional 

específico mientras que cuando se activa el receptor por FTY720-P postulamos que el receptor 

adquiere un estado conformacional distinto, que depende de los aminoácidos que son fosforilados 

por el efecto de la S1P, el FTY720-P o el PMA, esto le permite interaccionar con diferentes proteínas 

Rab que favorece las diferencias en el tráfico vesicular anteriormente mencionadas (Hernández 

Espinosa David, et al., 2019, Carmona-Rosas Gabriel, et al., 2019). 

            La paroxetina inhibe directamente a la proteína cinasa GRK2 (Thal et al., 2012). En nuestros 

experimentos la paroxetina bloqueó la fosforilación del receptor S1P1 por la acción de S1P, FTY720-

p y disminuye significativamente la fosforilación por el activador de PKC, además el antidepresivo 

bloqueó la internalización y la interacción del receptor S1P1 con las proteínas Rab, estos datos 

sugieren que la proteína GRK2 es la principal cinasa involucrada en la fosforilación del receptor S1P1 

bajo la acción de la S1P, el FTY720-P y al utilizar PMA, la principal cinasa involucrada en la 

fosforilación del S1P1 es la PKC. Trabajos de nuestro laboratorio mencionan que la paroxetina 

también bloquea la fosforilación e internalización del receptor adrenérgico α1D al estimular con su 

ligando natural, la noradrenalina, además disminuye la fosforilación por PMA (Alfonzo-Mendez et 

al., 2018). Es probable que exista una regulación entre la GRK2 y la PKC, porque se conoce que la 

PKC puede activar por fosforilación a la GRK2 (Krasel et al., 2001).  

La fosforilación es una de varias modificaciones postraduccionales más frecuentes que se ha 

reportado en aproximadamente 17,500 proteínas del proteoma humano (Pagel et al., 2015). Para 
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los GPCRs, las modificaciones postraduccionales más comunes son la fosforilación, la palmitoilación, 

la acetilación, la glicosilación y la ubiquitinación, todas estas modificaciones covalentes repercuten 

en la regulación de la señalización de los GPCRs (Xin et al., 2012). La adición de grupos fosfato a los 

GPCRs ocurre comúnmente en la tercera asa intracelular y en el extremo COOH terminal. Los  

aminoácidos  fosforilados son importantes para  la asociación de proteínas de andamiaje (Shukla et 

al., 2013). La regulación de receptores acoplados a proteínas G es muy fina, un GPCR puede 

presentar un patrón diferencial de fosforilación, a esto se le conoce como “códigos de fosforilación” 

y determina la cascada de señalización y tráfico vesicular para el GPCR (Tobin, 2008; Butcher et al., 

2011). Los códigos de fosforilación pueden presentarse  diferencialmente en un GPCR por su 

activación con agonistas, antagonistas, agonistas parciales, agonistas inversos y agonistas sesgados 

(Rajagopal et al., 2010). La fosforilación del receptor S1P1 ha sido ampliamente estudiada y se han 

reportado algunos aminoácidos  fosforilados por la S1P y FTY720-P o PMA. La proteína AKT/PKB 

fosforila el residuo T236 en la tercera asa intracelular del receptor S1P1 por la S1P (Lee et al., 2001). 

La deleción de los últimos 32 aminoácidos del COOH terminal elimina la fosforilación del receptor 

S1P1 por la S1P o PMA y la deleción de los últimos 12  aminoácidos de COOH terminal afecta la 

fosforilación por S1P, pero no para PMA (Wattherson et al., 2002). Una mutante del receptor S1P1 

que se caracteriza por la sustitución de una región rica en aminoácidos de serinas (351-359)  por 

aminoácidos de alaninas  se degradó por la acción del FTY720-P (Arnon et al., 2011). La fosforilación 

del receptor en los aminoácidos S336, S351 y S353 fueron encontrados por el FTY720-P por 

espectrometría de masas (Oo et al., 2011). La fosforilación de la Y143  inducida por la S1P regula la 

expresión del receptor S1P1 (Chavez et al., 2015). Desafortunadamente, a pesar de toda la 

información disponible sobre la regulación del receptor S1P1 se desconoce la manera en que la 

maquinaria intracelular puede diferenciar la activación del receptor por la S1P o por el FTY720-P el 

cual favorece la ubiquitinación y degradación del receptor. Todos los aminoácidos que se han 

reportado como fosforilables para el receptor de S1P1 nos permiten proponer que presenta varios 

códigos de fosforilación y  que estos están regulados por el ligando que se una al receptor (S1P o el 

FTY720-P) y por el activador de PKC (PMA). Por último nuestros experimentos, sugieren que las 

personas que padecen de EM no es pertinente el tratamiento de FTY720-P con paroxetina debido a 

que el antidepresivo inhibe la cinasa GRK2 y potencialmente puede bloquear la fosforilación 

necesaria para la ubiquitinación del receptor y su degradación, este mecanismo es fundamental 

para evitar el egreso de los linfocitos T de los nódulos linfáticos y prevenir la fisiopatología de la EM. 
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Conclusiones y perspectivas 
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Conclusiones 

El receptor de esfingosina tipo 1 (S1P1) es fosforilado por la acción de la S1P, el FTY720-P y el PMA., 

las principales cinasas involucradas en la fosforilación del receptor son la GRK2 y la PKC. La 

fosforilación del receptor es una modificación postraduccional esencial para el anclaje de proteínas 

involucradas en la desensibilización e internalización del receptor. Respecto a la internalización del 

receptor S1P1 se presentaron similitudes y diferencias por los tratamientos por la S1P, el FTY720-P 

o el PMA. Cuando el receptor es activado por S1P y PMA (desensibilización homóloga y heteróloga, 

respectivamente) el receptor se asocia a Rab5 en los endosomas tempranos y a Rab9 en los 

endosomas tardíos, pero no se asocia a Rab7.  De manera importante al activar el receptor con 

FTY720-P se asocia a Rab5 en los endosomas tempranos y a Rab7 en los endosomas tardíos dirigidos 

a degradación, pero no se asocia a Rab9.  Estás diferencias en el tráfico vesicular sugiere que  el 

receptor S1P1 presenta varios códigos de fosforilación que están regulados por el tipo de ligando 

que se una al receptor (S1P o FTY720-P) o por el activador de PKC (PMA). Por último, nuestros 

experimentos sugieren que en las personas que padecen de esclerosis múltiple no es pertinente el 

tratamiento combinado de FTY720-P con paroxetina debido a que afecta el tratamiento en la 

fisiopatología de la enfermedad. 

 

Perspectivas 

Las perspectivas principales del proyecto se centran en estudiar la importancia del COOH terminal 

y la segunda y  tercera asas intracelulares en la regulación del receptor S1P1. Con esta finalidad se 

propone: 

• Realizar un análisis in silico del receptor S1P1 para obtener: 

- Sitios probables de fosforilación. 

- Identificación de las cinasas partipantes.  

• Purificación del receptor y análisis por espectrometría de masas para: 

- Identificar nuevas proteínas asociadas. 

- Determinar los sitios de fosforilación del receptor S1P1 en su estado basal, así como 
durante su desensibilización homóloga (S1P y FTY720-P) y heteróloga (PMA).  

• Generar mutantes de los sitios de fosforilación del receptor S1P1 y caracterizar su repercusión 
funcional a los siguientes niveles: 

- Desensibilización de la vía de recambio de fosfoinosítidos/Ca2+. 

- Perfil de fosforilación. 

- Localización subcelular. 

- Tráfico vesicular/internalización.   
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