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RESUMEN  

 Los receptores acoplados a proteínas G (GPCRs) son una superfamilia de 

proteínas de membrana que median distintas funciones fisiológicas. Dentro de esta 

superfamilia de proteínas se encuentran los receptores adrenérgicos que se dividen 

en tres familias (con tres miembros cada una). Dentro de la familia de los 1-

adrenérgicos encontramos al receptor 1B-adrenérgico que media diversas acciones 

de la adrenalina y la noradrenalina y que participa en muchos procesos fisiológicos. 

 La activación de los receptores 1B-adrenérgicos produce la asociación del 

receptor con las proteínas Gq/11, ocasionando la señalización mediada por la 

liberación de Ca+ intracelular y la activación de la proteína cinasa C (PKC); 

subsecuentemente el receptor es fosforilado, desensibilizado e internalizado. 

Aunque se señala que la fosforilación de los receptores es un paso inicial en el 

proceso de desensibilización de varios GPCRs, existen trabajos recientes que 

apuntan que esta modificación post-traduccional también es importante para el 

reconocimiento y la asociación del receptor con otras proteínas, así como también 

en su función y localización subcelular.  

 Previamente, solo se habían reportado cinco sitios de fosforilación para el 

receptor 1B-adrenérgico en el ortólogo de hámster, de los cuales dos de ellos son 

fosforilados por la PKC y tres por la proteína cinasa GRK2 (G protein coupled 

receptor kinase 2). En ese trabajo encontramos que en el receptor 1B-adrenérgico 

humano estos mismos sitios, juegan un papel importante en la desensibilización, en 

el tráfico vesicular del receptor, y en la regulación de la vía de MAP cinasas. Por 

otro lado, describimos patrones de fosforilación del receptor bajo condiciones 

basales, así como también estimulándolo con noradrenalina (desensibilización 

homóloga) o estimulando a la proteína cinasa C (PKC) con forbol miristato acetato 

(PMA) (desensibilización heteróloga). A partir de estos experimentos se 

identificaron nuevos sitios de fosforilación localizados específicamente en la tercera 

asa intracelular y en la región carboxilo terminal del receptor.      
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ABSTRACT 

G protein-coupled receptors (GPCRs) are a superfamily of membrane proteins that 

mediate different physiological functions. In this superfamily of proteins, we find the 

adrenergic receptors that can be divided into three families (with three members in 

each one). In the family of the 1-adrenergic receptors, we can find the 1B-

adrenergic receptor that mediates many noradrenaline’s actions and participates in 

many physiological processes.   

 The activation of the 1B-adrenergic receptor induces its interaction with the 

Gq/11 protein that causes the signaling mediated by the release of intracellular Ca2+ 

and the activation of the protein kinase C (PKC); subsequently the receptors are 

phosphorylated, desensitized and internalized. Even though receptor 

phosphorylation has been pointed as an initial step in the desensitization of different 

types of GPCRs, recent works indicate that this post-translational modification is also 

important for the recognition and association of the receptor with other proteins, as 

well as in its function and subcellular location.      

 Previously, only five phosphorylation sites for the 1B-adrenergic receptor 

were detected studying the hamster ortholog; two are phosphorylated by the PKC 

and the other three by the G protein-coupled receptor kinase 2 (GRK2). In this work 

we studied the same phosphorylation sites of the human 1B-adrenergic receptor. 

Such sites play key roles in desensitization, in the vesicular trafficking of the 

receptor, and in the regulation of the ERK pathway. Moreover, we found a differential 

phosphorylation pattern under baseline conditions, stimulation with noradrenaline 

(homologous desensitization) or activation of PKC with phorbol myristate acetate 

(PMA) (heterologous desensitization). We identified new phosphorylation sites, 

specifically at the third intracellular loop and at the carboxyl terminus of the receptor. 
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Abreviaturas 

 

AR: Receptor adrenérgico 

COOH: Extremo carboxilo 

DN-GRK2: Dominante negativa de GRK-2 

FRET : Transferencia de Energía de Resonancia de Förster   

GFP: Proteína verde fluorescente  

GPCRs: Receptores acoplados a proteínas G 

GRK2: Cinasa de receptores acoplados a proteínas G 2 

IL-3: Tercera asa intracelular 

MS: Espectrometría de masas  

NA: Noradrenalina 

PKC: Proteína cinasa C 

PMA: Forbol-12-miristato-13-acetato 

Ser: Serina  
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1. Introducción  

1.1. Receptores acoplados a proteínas G (GPCRs) 

Las células de los mamíferos presentan diversos tipos de receptores en su 

membrana plasmática, entre los que se encuentran los receptores acoplados a 

proteínas G (GPCRs, por sus siglas en inglés, G protein coupled receptors), y los 

cuales comprenden la familia de proteínas de membrana más grande encontrada 

en el genoma humano y en otros organismos. Se ha estimado que cerca de 800 

genes codifican para estas proteínas (lo que representa entre el 3-5% de los genes 

que se codifican en el genoma humano) (Fredriksson & Schiöth, 2005). Los GPCRs 

en vertebrados se han dividido en cinco familias: la del glutamato, rodopsina, 

adhesión, frizzled/taste y la de secretina. Esta clasificación se realizó con base en 

sus características de unión a ligando, los mecanismos de señalización que activan, 

así como su secuencia (Fredriksson & Schiöth, 2005).   

Aunque los GPCRs no comparten una gran similitud en su secuencia de 

aminoácidos (Kolakowski, 1994), todas las proteínas pertenecientes a esta 

superfamilia de receptores comparten una topología común formada por una sola 

cadena polipeptídica con siete dominios transmembranales, los cuales se 

encuentran conectados por asas intracelulares y extracelulares. También presentan 

una región amino terminal (NH2) en la parte extracelular y una región carboxilo 

terminal (COOH) en la parte intracelular (Oldham & Hamm, 2006)(Fig. 1).   
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Figura 1. Representación estructural de los receptores acoplados a proteínas G. (A) Vista 
lateral del modelo de los receptores. (B) Vista aérea del modelo. (C) Modelo cristalográfico del 
receptor obtenido por AlphaFold. Las regiones azules presentan mayor confiabilidad del modelo, 
mientras que las regiones en amarillo y naranja representan regiones de baja confiabilidad.  

 

La activación de los GPCRs, por la unión del agonista con el receptor, 

produce cambios conformacionales que implican arreglos en la orientación de los 

dominios transmembranales, dejando expuesta la región de unión con las proteínas 

G heterotriméricas (Kobilka, 2013). Las proteínas G están compuestas por las 

subunidades G, G y G; la subunidad G tiene unido guanosín difosfato (GDP) 

en su estado inactivo. Después de la activación del receptor, se libera el GDP unido 

a la subunidad G y es remplazado por guanosín trifosfato (GTP), provocando la 

disociación de esta subunidad del dímero G, y así activando a la proteína G. 

Posteriormente, la proteína G vuelve a su estado inactivo a través de la hidrolisis 

del grupo fosfato contenido en el GTP, convirtiéndola en GDP (Fig. 2) (Oldham & 

Hamm, 2008). Las proteínas G se dividen en cuatro clases con base en la similitud 

de la secuencia primaria de la subunidad G y su función. Estas clases son Gs, Gi, 

Gq/11 y G12/13. La subfamilia Gs activa a la adenil ciclasa, mientras que la 

activación de la proteína Gi provoca su inhibición. La subfamilia G12/13 está 
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implicada en la regulación de proteínas G pequeñas que controlan la estructuración 

de citoesqueleto y la movilidad celular. Por último, la activación de la proteína Gq/11 

aumenta la actividad de fosfolipasa C (PLC) (Fig. 2) (Neer, 1995) y la generación de 

los segundos mensajeros; diacilglicerol e inositol (IP3)   

 

 
 

Figura 2. Activación de los GPCRs y clasificación de las proteínas G según la subunidad . 

 

Se estima que los GPCRs son blanco del 30-40% de los fármacos en el 

mercado (Hopkins & Groom, 2002), ya que, al tener la capacidad para interaccionar 

con una gran variedad de ligandos de distinta naturaleza química, son capaces de 

mediar distintos procesos fisiológicos claves, los cuales incluyen: la regulación del 

sistema nervioso central, del sistema inmune y del sistema endocrino. Además, 

estos receptores participan en el desarrollo de distintas enfermedades, tales como 

el asma bronquial, la hipertensión arterial, las fallas cardiacas, la diabetes, entre 

otras (Blumenthal, 2017). 
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1.2 Receptores adrenérgicos 

Las acciones de las catecolaminas, adrenérgicas naturales, adrenalina y 

noradrenalina, son mediadas a través de los receptores adrenérgicos, que son un 

grupo heterogéneo de GPCRs y que están involucrados en la reacción de “pelea o 

huida”. Esta reacción es la respuesta causada por la activación del sistema nervioso 

simpático que prepara al cuerpo en situaciones de peligro o de severa actividad 

física (Docherty, 2010).    

Estos receptores se encuentran agrupados en tres familias distintas (con tres 

miembros cada uno), con base en sus características farmacológicas, las similitudes 

en su secuencia y sus vías de señalización, en: receptores adrenérgicos 1 (1A, 

1B, 1D) que activan la vía de recambio de fosfoinosítidos-Ca2+; receptores 

adrenérgicos 2 (2A 2B 2C) que inhiben la vía de la adenilil ciclasa y receptores 

adrenérgicos  (  ) que activan la vía de la adenilil ciclasa (Paul et al., 1995). 

La característica de que cada familia de receptores adrenérgicos produce un efecto 

diferente en respuesta a la adrenalina depende de que cada subtipo de receptores 

adrenérgicos se acople preferencialmente a distintas proteínas G, dando como 

resultado la activación de diferentes vías de señalización (Fig. 3). Existen trabajos, 

donde se han utilizado mutantes con actividad constitutiva de estos receptores, han 

mostrado su importancia fisiológica, así como también su potencial oncogénico y 

sus características funcionales que permiten caracterizar y desarrollar nuevos 

agentes farmacológicos (Cotecchia, 2007).  
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Figura 3. Familia de receptores adrenérgicos. Los receptores adrenérgicos se dividen en 3 

familias Los receptores 1 se acoplan a la proteína Gq/11 la cual activa a la fosfolipasa C. Los 

receptores 2 se acoplan a la proteína Gi provocando una regulación negativa del adenilil ciclasa. 

Por último, los receptores  se acoplan a la proteína Gs cuya función es regular positivamente al 

adenilil ciclasa.  

 

1.3 Receptor 1B-adrenérgico 

El gen que codifica al receptor 1B-adrenérgico (1B-AR) en humanos se localiza en 

el brazo largo del cromosoma 5, por lo que este cromosoma se ha relacionado en 

la regulación de la contracción del músculo liso (Akinaga et al., 2019; Krushkal et 

al., 1998) aunque hay evidencia de la participación del receptor 1D-AR (R 

Villalobos-Molina et al., 2008; Rafael Villalobos-Molina & Ibarra, 1999). Este receptor 

está formado por una cadena polipeptídica de 520 aminoácidos y tiene una masa 

estimada de 90-100 kDa. Las dos primeras asas intracelulares contienen residuos 

de cisteína importantes, que permiten el plegamiento correcto de la proteína. En el 
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tercer dominio transmembranal se encuentra un motivo E/DRY altamente 

conservado que juega un papel importante en la activación del receptor (Cotecchia 

et al., 2002).    

Actualmente no se conoce por completo la función del receptor 1B-AR; sin 

embargo, se ha relacionado principalmente en la respuesta vasoconstrictora del 

músculo liso, el incremento de la presión sanguínea, en el crecimiento cardiaco y 

en la homeostasis de la glucosa de todo el cuerpo. En un modelo de ratón knockout 

para este receptor, se observaron cambios conductuales en los animales (tales 

como un incremento en la respuesta a nuevas situaciones y una disminución al 

momento de aprender tareas), un incremento en los niveles de glucógeno hepático, 

una disminución en la presión arterial, así como una disminución en la 

vasoconstricción en el músculo liso en la aorta torácica (Cotecchia et al., 2002). Por 

lo anterior, se han señalado al receptor 1B-AR y al receptor 1D-AR han sido 

señalados como elementos importantes tanto en el mantenimiento de la presión 

sanguínea como en el metabolismo (Akinaga et al., 2019; Cotecchia et al., 2002; R 

Villalobos-Molina et al., 2008; Rafael Villalobos-Molina & Ibarra, 1999).  

La transducción de la señal se inicia cuando el agonista natural (adrenalina o 

noradrenalina) o un sintético se unen al receptor adrenérgico, lo que provoca un 

cambio conformacional que permite el acoplamiento con la proteína Gq/11. La 

activación de la proteína G, por el intercambio de GDP por GTP, activa a la 

fosfolipasa C beta, la cual promueve la hidrolisis del fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 

(PIP2), dando como resultado la formación de dos segundos mensajeros: el 

diacilglicerol (DAG) y el inositol-1,4,5-trifosfato (IP3). El IP3 se une a su receptor 

canal localizado en el retículo endoplásmico, lo que promueve la liberación de Ca2+ 

de depósitos intracelulares (Gilman, 1987; Neer, 1995). El calcio liberado y el 

diacilglicerol formado estimulan a la proteína cinasa C (PKC), que con otras cinasas 

propagan la señal (Fig. 4) (Garcia-Sáinz et al., 1980; Perez et al., 1993). 
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Los receptores acoplados a proteínas G son capaces de activar la vía de 

señalización de las cinasas MAP (MAPKs, Mitogen Activated Protein Kinase) 

principalmente a través de la proteína cinasa C (PKC) (Keffel et al., 2000; McCune 

et al., 2000; Waldrop et al., 2002). En la vía de ERK, tres cinasas se fosforilan de 

manera secuencial en residuos de serina, treonina y tirosina (Widmann et al., 1999). 

La primera proteína en ser fosforilada es el proto-oncogén serina/treonina cinasa (c-

Raf-1), la cual se activa al fosforilarse y que posteriormente fosforila de manera 

consecutiva a MEK, que a su vez se activa y fosforila a ERK 1/2 (Fig. 4). La 

transducción de señales a través de esta vía juega un papel central en una gran 

variedad de respuestas celulares que incluyen la proliferación, diferenciación y 

muerte celular. Esto se debe a que al fosforilar ERK 1/2, éste se activa y transloca 

al ser activada se transloca al núcleo, en donde fosforila moléculas blanco como 

factores transcripcionales, los cuales llevan a cabo la expresión de distintos genes 

involucrados en las diferentes respuestas celulares como la proliferación y la 

supervivencia celular (Shaw & Saxton, 2003). 

Figura 4. Vía de señalización del receptor 1B-AR. La 

unión del agonista al receptor 1B-AR produce el 

acoplamiento de la proteína Gq/11 activando a la fosfolipasa 

C (PLC) que cataliza la hidrólisis del fosfatidilinositol-4,5-

bisfosfato (PIP2) resultando en dos segundos mensajeros: el 

diacilglicerol (DAG) y el inositol-1,4,5-trifosfato (IP3). El IP3 

promueve la liberación de calcio por medio de receptores tipo 

canal localizados en el retículo endoplásmico (RE). El DAG 

y el Ca2+ liberado desde el RE estimulan a la proteína cinasa 

C (PKC) capaz de activar la vía de las MAPK por medio del 

proto-oncogén serina/treonina cinasa (c-Raf) provocando la 

fosforilación de ERK 1/2, capaz de translocar a núcleo y 

activar factores de transcripción. 
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1.4 Modificaciones post-transduccionales de los GPCRs: 

 Fosforilación  

Las modificaciones post-transduccionales son una serie de procesos dinámicos que 

cambian dependiendo del repertorio de proteínas sintetizadas en cada grupo celular 

y en respuesta a distintos estímulos externos. Dichas modificaciones repercuten en 

la función de las proteínas (Nørskov-Lauritsen & Bräuner-Osborne, 2015). Los 

GPCRs sufren modificaciones post-transduccionales, siendo las más comunes la 

fosforilación, la palmitoilación, la acetilación, la glicosilación y la ubiquitinación. 

Estas modificaciones juegan un papel importante en la regulación de la señal de los 

receptores, debido a que pueden repercutir principalmente en la función, 

localización subcelular y en el tráfico vesicular del receptor (Nørskov-Lauritsen & 

Bräuner-Osborne, 2015).  

El estado de fosforilación de una proteína es el resultado de la actividad de 

dos grupos de enzimas: proteínas cinasas y proteínas fosfatasas. Las proteínas 

cinasas son fosfotransferasas que transfieren el grupo fosfato gama () y de una 

molécula de adenosín trifosfato (ATP), principalmente a residuos de serina, treonina 

o tirosina de las proteínas, mientras que las fosfatasas son hidrolasas que liberan 

los grupos fosfatos de los aminoácidos previamente mencionados. Diversos GPCRs 

son sujetos de fosforilación, y esta modificación post-transduccional está asociada 

con la desensibilización y el tráfico intracelular del receptor (Tobin et al., 2008), 

aunque también hay evidencia que sugieren la existencia de mecanismos de 

desensibilización independientes de fosforilación (Ferguson, 2007).    

La activación de los GPCRs por la unión con su ligando promueve la 

fosforilación del receptor a través de distintos tipos de cinasas, entre las cuales se 

encuentran las cinasas (como en los receptores de algunos factores de crecimiento) 

de receptores acoplados a proteínas G (GRKs), así como la tirosina cinasas y las 

proteínas cinasas dependientes de segundos mensajeros como la PKA, la PKC, 

entre otras. La fosforilación del receptor por dichas cinasas, principalmente en la 

tercera asa intracelular (IL3) y en la región carboxilo terminal (COOH), favorece el 

desacoplamiento de la proteína G del receptor, la activación de vías de señalización 
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independientes de proteínas G y el reclutamiento de proteínas de andamiaje, como 

las -arrestinas (Shukla et al., 2013), las cuales son capaces de activar vías de 

señalización aun cuando el receptor se encuentra internalizado.  

Diversos estudios han demostrado la existencia de distintos patrones de 

fosforilación en los GPCRs, los cuales están determinados por el tipo celular en el 

cual se encuentran expresando estos receptores, así como también por el tipo de 

agonistas, agonistas parciales o agonistas inversos que se puedan unir al receptor. 

Esto indica la presencia de un código de fosforilación que determina la función de 

los receptores a través de la activación preferencial de una determinada vía de 

señalización, fenómeno conocido como señalización sesgada (Butcher et al., 2011; 

Martínez-Morales et al., 2021; Rajagopal et al., 2010; Tobin et al., 2008).   

 

1.4.1 Modificaciones post-transduccionales del receptor  

  1B-adrenérgico 

Al igual que otros GPCRs, el receptor 1B-AR puede ser sometido a modificaciones 

postraduccionales. Las modificaciones postraduccionales que presenta este 

receptor son la glicosilación en su región amino terminal y la palmitoilación y la 

fosforilación de residuos de aminoácidos en su región carboxilo terminal (Cotecchia 

et al., 2002; Stevens et al., 2001). La palmitoilación y la glucosilación no juegan 

aparentemente ningún papel en la función o localización subcelular del receptor. Por 

otro lado, la fosforilación en los cinco residuos de serina reportados hasta la fecha 

(Ser406, Ser410 y Ser412 por GRK2 y Ser396 y Ser402 por PKC) en la región carboxilo 

terminal juega un papel importante durante la desensibilización del receptor 1B-AR 

de hámster (Fig. 5) (Björklöf et al., 2002; Diviani et al., 1997).   
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Figura 5. Esquema del receptor 1B-AR adrenérgico humano. Modelo estructural del receptor 1B-

AD de humano. El esquema muestra la secuencia de aminoácidos, los sitios de dominios 

transmembranales, los sitios de glucosilación (•,T), el sitio de lipidación (•,S) y los sitios de 

fosforilación por PKC (•) y GRK (•).   
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1.5 Desensibilización de los GPCRs 

La desensibilización de los GPCRs es un mecanismo complejo desarrollado por las 

células para protegerse de una respuesta sostenida por los receptores por su 

activación con agonistas, y que consiste en la pérdida de la capacidad de respuesta 

de los receptores a su ligando. Este mecanismo modula la actividad de los GPCRs, 

ya que la sobreseñalización por parte los receptores por tiempos prolongados 

pudiesen desembocar en consecuencias fatales para la célula o el organismo. Este 

proceso ocurre luego del estímulo hormonal y por lo general está asociada a la 

fosforilación del receptor, catalizada por distintas cinasas, como se mencionó 

anteriormente (García-Sáinz et al., 1999; Lefkowitz, 1998).  

 

 

Figura 6. Mecanismo de desensibilización homóloga de los 
GPCRs. El receptor al ser activado por la adrenalina (NA) es 
fosforilado (P) por distintas proteínas GRK. Subsecuentemente 

el receptor es internalizado por la -arrestina (-Arr). Una vez 

localizado en los endosomas, las enzimas fosfatasas (PPasa) 
retiran los grupos fosfatos del receptor.  
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Hay dos mecanismos generales de desensibilización para los GPCRs, las cuales se 

denominan: desensibilización homóloga y desensibilización heteróloga. La 

desensibilización homóloga involucra la unión del ligando con el receptor, lo que 

provocara la activación de cinasas de receptores acoplados a proteínas G (GRKs) (Fig. 

6). 

Por otro lado, la desensibilización heteróloga involucra la fosforilación de los 

receptores en ausencia de su agonista, pero se produce por la activación de proteínas 

cinasas dependientes de segundos mensajeros, como la proteína cinasa A (PKA) y la 

pretina cinasa C (PKC), activadas por la vía de señalización de otros receptores 

localizados en la membrana celular (Fig. 7) (Vázquez-Prado et al., 2003). En ambos 

casos, la activación de las distintas cinasas conducirá a la fosforilación de los receptores, 

promoviendo la asociación entre el receptor y la -arrestina, provocando la internalización 

del receptor y de esa manera atenuando su respuesta a agonistas (Fig. 6) (Ferguson et 

al., 1996). Una vez que se internalizan los receptores, estos se retienen en endosomas a 

través de su interacción con proteínas Rab, para ser ya sea reciclados a la membrana o 

dirigirse a lisosomas o al proteosoma para su degradación (Goodman et al., 1996).    

  

Figura 7. Mecanismo de desensibilización heteróloga 
de los GPCRs. La vía de señalización del receptor de la 
endotelina (ET-AR) (de color naranja) provoca la 
activación de proteínas cinasas dependientes de 
segundos mensajeros, como es el caso de la PKC, 

promoviendo la fosforilación del del receptor 1B-AR y 
originando su desensibilización.  
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1.6 GTPasas Rab 

Las proteínas Rab son una familia de proteínas pertenecientes a la 

superfamilia de las Ras GTPasa y constituyen el grupo más grande y diverso de las 

proteínas G monoméricas. A la fecha se han identificado más de 60 tipos diferentes 

de proteínas Rab. Se ha identificado que estas proteínas juegan un papel importante 

en el control de la endocitosis, en el tráfico vesicular, la fusión endosomal y la 

exocitosis (Sönnichsen et al., 2000; Stenmark, 2009; Zerial & McBride, 2001), 

Al igual que las otras GTPasas, las proteínas Rab ciclan entre un estado 

inactivo a un estado activo cuando tienen unido un GDP o un GTP, respectivamente. 

El estado de unión con el nucleótido se regula por proteínas reguladoras de GTPasa 

(GAPs), que aceleran la tasa de hidrólisis de GTP a GDP, y por factores de 

intercambio de nucleótidos de guanina (GEFS), ya sea por medio de la catálisis del 

intercambio de GDP por GTP o bloqueando la disociación del GDP. 

Una de las características más notables de esta superfamilia de proteínas es 

que las distintas isoformas de las proteínas Rab se encuentran localizadas en la 

cara citoplasmática de distintos organelos membranosos (Fig. 8) (Jordens et al., 

2005; Zerial & McBride, 2001). La asociación entre las proteínas Rab y la membrana 

de los organelos se produce debido a la adición de grupos geranilo en la región 

carboxilo terminal. 

Las proteínas Rab regulan la actividad de un gran número de GPCRs, entre 

los cuales se encuentran a los receptores de angiotensina II, los receptores de 

bradicinina B2, los receptores de tromboxano A2, los receptores de sensor de calcio, 

los receptores metabotrópicos del glutamato 1A, los receptores 1-adrenérgico, los 

receptores 2-adrenérgico, los receptores 2A y 2B adrenérgico y los receptores 1A- 

y 1B adrenérgicos (CITAS). En algunos casos se ha demostrado que las proteínas 

Rab, incluso en su estado inactivo, se encuentran unidas de manera directa a los 

GPCR, siendo la región carboxilo terminal del receptor la posible región donde se 

produce esta asociación (G. Wang et al., 2018). 
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Dentro de la superfamilia de las proteínas Rab, se ha reportado que las 

proteínas Rab5 y Rab9 son elementos claves al momento de determinar si los 

GPCRs se asocian con endosomas tempranos para un reciclaje rápido hacia la 

membrana plasmática o si están dirigidos a endosomas tardíos para un lento 

reciclaje y/o degradación, respectivamente. La proteína Rab5, la cual se localiza en 

endosomas tempranos, es un regulador esencial en la endocitosis ya que media la 

fusión endosomal rapida (Zhu et al., 2004). Por otro lado, la proteína Rab9, que se 

encuentra en los endosomas tardíos, se encarga de mediar el transporte entre estas 

vesículas y el aparato de Golgi (Fig. 8) (Choudhury et al., 2005; Kloer et al., 2010; 

Schwartz et al., 2007). 
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Figura 8. Esquema general del tráfico endocítico y del reciclamiento. Una vez que se produce 
la internalización las vesículas que transportan moléculas viajan hacia los endosomas tempranos. 
Una vez que se fusiona la vesícula con el endosoma, la vesícula endocítica libera la molécula, la 
cual es reconocida para enviarse a los distintos destinos. Los endosomas tempranos tienen dos 
compartimientos estructural y funcionalmente diferentes. La estructura en forma de dedos forma la 
red endosomal tubular para la ruta de reciclaje, mientras que el compartimiento donde se encuentra 
la región vacuolar, es para la ruta de degradación. La ruta de degradación va del endosoma 
temprano, pasando por el endosoma tardío, hasta llegar al lisosoma. La ruta para el reciclado consta 
de tres vías: el tráfico retrogrado, el tráfico lento y el tráfico rápido (tomado de Hyoeun McDermott y 
Kyoungtae Kim., 2015). 
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2. Justificación  

El receptor 1B-AR participa en muchos procesos fisiológicos importantes tales 

como la respuesta vasoconstrictora del músculo liso, el incremento de la presión 

sanguínea, el crecimiento del músculo cardíaco, la homeostasis de la glucosa, entre 

otras; por lo que su estudio es de gran interés (Cotecchia et al., 2002). Distintos 

grupos de trabajo, incluyendo el nuestro, han descrito que el receptor 1B-AR es una 

fosfoproteína, cuya fosforilación es mediada por proteínas cinasas de receptores 

acoplados a proteínas G (GRKs), así como también por cinasas dependientes de 

segundos mensajeros como la proteína cinasa C (PKC). La fosforilación de los 

GPCRs es un evento importante ya que se le considera como uno de los primeros 

pasos durante la desensibilización e internalización de los receptores cuando estos 

son activados, ya sea por el agonista natural del receptor (desensibilización 

homóloga) o por segundos mensajeros activados por otros receptores de 

membrana (desensibilización heteróloga).  

En el laboratorio estamos interesados en conocer los mecanismos que 

participan en la regulación de la función y el destino de los GPCRs. Aunque nuestro 

grupo de trabajo ha caracterizado a detalle el proceso de desensibilización del 

receptor 1B-AR, mediada por su fosforilación por la acción de proteínas cinasas, 

aún falta por explorar el papel que pudiera tener la fosforilación del receptor en 

residuos específicos, y sus consecuencias en la señalización y en la 

desensibilización del receptor. Lo anterior se debe a que a la fecha solo se ha 

caracterizado la participación de cinco residuos de serina, localizados en la región 

carboxilo terminal del receptor 1B-AR del ortólogo de hámster, que se fosforilan por 

GRK2 o por PKC (Diviani et al., 1997). Sin embargo, aún no hay datos sobre el 

posible papel que pudieran tener estos sitios de fosforilación en la regulación de la 

señalización del receptor humano.   
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3. Hipótesis 

Las cinco serinas localizadas en la región carboxilo terminal del receptor 1B-

AR humano tendrán un papel parecido en la desensibilización y fosforilación del 

receptor reportada en el ortólogo de hámster.  

 

4. Objetivo general  

Estudiar la participación de las cinco serinas ya reportadas en la señalización 

y desensibilización del receptor a1B-AR humano. 

 

4.1. Objetivos particulares  

I) A través de distintas variantes del receptor 1B-AR, cuyos residuos de 

serinas 396, 402, 406, 410 y 412 sean cambiados por alaninas, caracterizar el 

receptor en los siguientes niveles funcionales: 

• Desensibilización del receptor, estimada por la cuantificación del calcio 

intracelular ([Ca2+]i) en respuesta a la estimulación.  

• Fosforilación del receptor. 

• Activación de la vía de MAPK/ERK por la acción de este receptor. 

• Tráfico vesicular del receptor, por su asociación con proteínas Rab. 

 

II) Determinar posibles sitios de fosforilación del receptor en su estado basal, 

así como también durante su respuesta ante su ligando natural (noradrenalina) y a 

la activación farmacológica de la PKC por el éster de forbol, PMA.   
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5. Materiales y métodos  

 

5.1. Reactivos 

Noradrenalina (-) (NA), propanolol, forbol 12 miristato-13- acetato (PMA), el 

ácido lisofosfatídico (LPA), bacitracina, inhibidor de tripsina, leupeptina, Hepes, 

pirofosfato de sodio, fluoruro de sodio, cloruro de magnesio, el ácido Etilén-di-

amino-tetra-acético (EDTA), el Fluoruro de Fenil Metil Sulfonilo (PMSF), el Dodecil 

Sulfato de Sodio (SDS), Triton X-100, Nonidet P-40, paraformaldehído y otros 

materiales de uso común se obtuvieron de Sigma-Aldrich Chemical. Se compró el 

[ ⁠32P]Pi (8500– 9120 Ci/mmol) en Perkin-Elmer Life Sciences. El medio de Eagle 

modificado por Dulbecco (DMEM), el antibiótico G418, el suero fetal bovino, la 

tripsina, la lipofectamina 2000, la anfotericina B, la estreptomicina, la penicilina, la 

doxiciclina, la higromicina B, la blasticidina, el Fura2-AM se obtuvieron de Invitrogen-

Life Technologies. La proteína A agarosa y el luminol se obtuvieron de Merck-

Millipore. Los kits de extracción de plásmidos de Invitrogene. El GenJet se adquirió 

de SignaGen Laboratories. Los plásmidos pEGFP-N1, pDsRed-N1 monomero-N1 

se obtuvieron de Clontech. Las membranas de nitrocelulosa se obtuvieron de 

BioRad. La polietilenimina se obtuvo de Polyscience. El anticuerpo monoclonal anti-

GFP fue obtenido de Clontech (número de catálogo 632381, lote A5033481), 

mientras que el anticuerpo policlonal anti-GFP se generó en nuestro laboratorio 

(Avendaño-Vázquez et al., 2005). El anticuerpo anti-fosfo-ERK1/2 (Thre202/Tyr204) 

(número de catálogo 9101S, lote 30) y anti-ERK1/2 total (p42/44) (número de 

catálogo 4695S, lote 21) se compraron de Cell Signaling Technology. La tetrametil-

rodamina conjugada AffiniPure ratón anti-conejo IgG (código 715-025-150) se 

obtuvo de Jackson Immunology. Los anticuerpos secundarios fueron obtenidos de 

Jackson Immunology-Research y Zymed (Thermo Fisher Scientific).  

 

5.2. Plásmidos  

El cDNA que codifica al receptor 1B-AR de humano se subclonó en el 

plásmido pEGFP-N1 para obtener la construcción p1Bh-EGFP-N1. Esta 

construcción luego se subclonó en el plásmido pCDNA5/FRT/TO para generar la 
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construcción p1Bh-EGFP-N1-TREx (Flp-In T-rex expression system, Invitrogen). 

Esta construcción fue utilizada como un templado para mutar y generar las 

siguientes construcciones: p1Bh-EGFP-N1-TREx S396/402A (PKC-m), p1Bh-

EGFP-N1-TREx S406/410/412A (GRK-m) y p1Bh-EGFP-N1-TREx 

S396/402/406/410/412A (PKC+GRK-m). Todas estas construcciones se elaboraron 

comercialmente por Mutagenex, Inc. La inserción adecuada, así como las 

mutaciones, fueron confirmadas por secuenciación (Mutagenex, Inc).  

El cDNA que codifica al receptor 1B-AR de humano también se subclonó en 

el plásmido DsRed-Monomero-N1 para obtener la construcción p1Bh-DsRed-

Monomero-N1. Esta construcción se utilizó posteriormente como un templado para 

mutar y generar la construcción p1Bh-DsRed-Monomero-N1 S S406/410/412A 

(GRK-m-DsRed). Se elaboró (comercialmente) la construcción del receptor mutado 

por Mutagenex, Inc. y las mutaciones se confirmaron por secuenciación 

(Mutagenex, Inc). 

El plásmido para la expresión de la dominante negativa de la GRK2 fue 

generosamente donado por el Dr. Jeffrey Benovic (Thomas Jefferson University) 

(Kong et al., 1994). Por otro lado, los plásmidos para la expresión de ambas 

variantes de Rab5 (silvestre y dominante negativa) fueron generosamente donadas 

por el Dr. Robert Lodge (Institut de Recherches Cliniques de Montréal, Montreal, 

Canada) (Hunyady et al., 2002). 

 

5.3. Cultivo celular  

Las líneas celulares HEK293 (células embrionarias de riñón humano) se 

obtuvieron de la American Type Culture Collection. Las células se crecieron en 

medio de cultivo DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino, 

estreptomicina 100 g/ml, penicilina 100 U/ml y anfotericina B 0.25 g/ml. Los 

cultivos celulares se dejaron crecer en una incubadora en una atmósfera de CO2 al 

5 % y una temperatura de 37ºC (Nuaire CF autoflow). En todos los experimentos en 

que se usó NA, se utilizó 10 M de propranolol, para evitar la activación de 
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receptores endógenos -adrenérgicos; el antagonista no presento efectos por sí 

mismo en los parámetros estudiados.  

 

5.4. Generación de líneas celulares estables: sistema inducible Flp-In 

TREx 

Las variantes de los receptores 1B-AR silvestre, PKC-m (S396/402A), GRK-

m (S406/410/412A) y PKC+GRK-m (S396/402/406/410/412A), fusionados con la 

GFP en su extremo carboxilo terminal, se transfectaron en una línea celular 

parentales HEK293 Flp-In T-REx. 

Las células parentales HEK293 Flp-In T-REx se transfectaron con el plásmido 

pcDNA5/FRT/TO, el cual contiene el cDNA que codifica a las distintas variantes del 

receptor 1B-AR mencionadas previamente, y con el plásmido pOG44, en una 

relación g/g de 6:1 con GenJet (SignaGen Laboratories), en medio Optimem sin 

suero y sin antibióticos. Después de dejar a las células incubándose con la mezcla 

por 24 horas, se remplazó el medio Optimem fcon DMEM suplementado con 

blasticidina (5 g/ml). Después de 48 horas post transfección, las células se 

resembraron en placas de 6 pozos a una confluencia menor al 25%. Después de 72 

horas post transfección el medio se remplazó con DMEM con blasticidina (5 g/ml) 

e higromicina B (100 g/ml) (Alfonzo-Méndez et al., 2018; Ward, et al., 2011; 

Sánchez-Reyes et al., 2014). Las células se mantuvieron en el medio de selección 

hasta la aparición de colonias aisladas y resistentes a los antibióticos. Se 

seleccionaron y crecieron distintas colonias celulares, las cuales se indujeron 

durante 14-18 horas con doxiciclina 1 g/ml para evaluar la expresión del reportero 

GFP mediante microcopia confocal. Se seleccionaron las clonas con buena expresión 

(fluorescencia) y respuesta a la NA (calcio intracelular). Se procuró que la expresión 

fuera similar en todas las líneas seleccionadas.    
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5.5. Transfección transitoria  

El receptor 1B-AR silvestre (WT) o mutado en sus sitios de fosforilación por 

GRK2 (GRK-m), unidos a la proteína DsRed, y las dos variantes de la proteína 

Rab5, unida a la GFP, se transfectaron en células HEK293 silvestres. Las células 

se transfectaron con 2 g de cada uno de los plásmidos usando polietilenimina (PEI) 

en medio Optimem sin suero y sin antibióticos. Las células se incubaron por 4 horas 

con la mezcla anterior y una vez transcurrido el tiempo el medio se remplazó por 

DMEM suplementado con suero y antibiótico. Los experimentos realizados con 

estas células fueron llevados a cabo 48-72 horas después de la transfección.      

 

5.6. Determinación de la concentración de calcio intracelular [Ca2+]i 

Para evaluar la concentración de Ca2+ intracelular se utilizaron células 

HEK293, que expresaban de manera estable a las distintas variables del receptor 

1B-AR.  Antes de realizar los experimentos, las células se ayunaron durante toda 

la noche en medio DMEM libre de suero y antibiótico. Posteriormente, las células 

se lavaron dos veces con PBS (solución amortiguadora de fosfatos) pH 7.3 y se 

cargaron con el fluoróforo Fura-2/AM (2.5 M) en solución Krebs-HEPES-albumina, 

pH 7.4 (Hepes 20 mM, NaCl 120 mM, KH2PO4 1.2 mM, MgSO4 1.2 mM, KCl 4.75 

mM, albúmina 0.05%, glucosa 10 mM CaCl2 1.3 mM), durante 1 hora a 37 ºC. Las 

células marcadas se lavaron con PBS para eliminar el exceso de Fura-2/AM y se 

despegaron mediante una incubación con versenato de sodio durante 5 minutos. 

Una vez despegadas, las células se resuspendieron suavemente y centrifugaron a 

3,000 g durante 3 minutos. El sobrenadante se desechó y las células se lavaron 3 

veces con solución Krebs-HEPES-albumina. Finalmente, las células se 

resuspendieron en 5 mL de solución Krebs-HEPES-albúmina.  

Las mediciones de [Ca2+]i se hicieron en un espectrofluorómetro AMINCO-

Bowman serie-2 (Rochester, NY, USA), que detecta la fluorescencia con 

excitaciones a longitudes de onda de 340 y 380 nm y una de emisión de 510 nm del 

Fura-2/AM. Finalmente la concentración de Ca2+ intracelular se calculó usando el 
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software AB2 luminescence spectrometer, que calcula la fluorescencia máxima y 

mínima de acuerdo con la ecuación de Grynkiewicz (Grynkiewicz et al., 1985).    

 

5.7. Ensayo de Western blot 

Las células se sembraron en placas de seis pozos y se siguió un curso 

temporal de estimulación con NA (10 M) durante 2, 5, 30 y 60 min. Una vez 

finalizado los estímulos las células se lavaron dos veces con PBS frío y se lisaron 

con 300 L de amortiguador Leammli 1X (Tris 0.5 M, SDS al 10%, glicerol, -

mercaptoetanol) durante 1 hora. Los lisados se recuperaron y se calentaron a 96ºC 

durante 5 minutos, posteriormente se centrifugaron a 12,700 g durante 5 min. Las 

muestras se corrieron en un gel desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 

10%. Las proteínas separadas mediante electroforesis se electro transfirieron a una 

membrana de nitrocelulosa en una cámara de transferencia semiseca durante 60 

minutos. Posteriormente la membrana se bloqueó con leche libre de grasas al 5% 

en TBS-Tween (NaCl 136 mM y Tris 19.8 mM, Tween 0.1% a pH 7.6) durante 1 hora 

a temperatura ambiente y en agitación suave. Los anticuerpos primarios se 

diluyeron en TBS-Tween al 0.1% con albumina al 0.1% para pERK1/2 (1:1000) y al 

5% para ERK1/2 total (1:5000), y se incubaron toda la noche a 4 ºC. Posteriormente, 

las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario durante 1 hora. El 

revelado de la membrana se hizo mediante quimioluminiscencia utilizando un kit 

comercial (SuperSignal West Pico Chemiluminescent, Thermo Scientific) siguiendo 

las indicaciones del fabricante. La señal obtenida se cuantifico por análisis 

densitométrico utilizando el software ImageJ. 

 

5.8. Inmunoprecipitación y marcaje metabólico – fosforilación   

La determinación de la fosforilación del receptor se llevó a cabo con base en 

lo reportado anteriormente por el laboratorio (GARCÍA-SÁINZ et al., 2001; Vázquez-

Prado et al., 1997). Las células se resembraron en cajas de 6 pozos y se incubaron 

con 50μCi/ml [ ⁠32P]Pi en medio DEMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s, por sus singlas 
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en inglés) sin suero y sin fosfatos durante tres horas a 37ºC. Las células marcadas 

se estimularon ya sea con NA (10 M) o con forbol miristato acetato (PMA) (1 M). 

La reacción se detuvo lavando las células dos veces con PBS frio y posteriormente 

las células se lisaron en frío durante 1 hora con buffer de lisis con inhibidores de 

proteasas (PMSF, bacitracina, inhibidor de tripsina, leupeptina) y de fosfatasas (p-

tirosina, p-treonina, p-serina, -glicerofosfato, NaF, Na4P2O7, Na4V2O7). Los lisados 

se recuperaron y centrifugaron a 12,700 g por 15 min a 4ºC. Se recuperó el 

sobrenadante y se inmunoprecipitó utilizando 5 l de antisuero de conejo anti GFP 

y 25 l de la proteína A agarosa; toda la noche a 4ºC en agitación constante. Las 

muestras se centrifugaron y se lavaron 5 veces con buffer de lavado (Hepes, 

NaHPO4, NaF, Tritón 10%, SDS 1%). Se agregó a cada muestra 100 l de urea 

8M/SDS 10% y buffer de Leammli 2X (Laemmli, 1970), se desnaturalizaron y se 

pusieron en baño María a ebullición durante 10 minutos. Las muestras se corrieron 

en geles de poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes. Los geles se 

transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y fueron expuestos en placas para 

autorradiografía en el sistema PhosphorImager y se visualizaron mediante el 

Tyhoon PhosphorImager y el programa ImageQuant. 

 

5.9. Análisis in silico del 1B-adrenérgico  

Para identificar sitios probables de fosforilación en el receptor y las cinasas 

responsables se introdujo la secuencia primaria del ortólogo humano (Uniport, 

P35368) en el software GPS 2.0 (Group-based Prediction System) y en el servidor 

NetPhos 3.0. Para predecir y formar la estructura 3D de los receptores se utilizó el 

programa SwissModel y la manipulación de la estructura del receptor se realizó con 

el programa PyMol. El alineamiento de las secuencias del receptor humano con el 

ortólogo de hámster se llevó a cabo con la herramienta BLAST de NCBI.   
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5.10. Análisis de sitios de fosforilación del receptor 1B-AR por 

espectrometría de masas (MS).  

Se realizó una inmunoprecipitación masiva del receptor 1B-AR silvestre 

fusionado a la proteína verde fluorescente (GFP) con ayuda de un antisuero anti-

GFP (generados en el laboratorio) acoplados a perlas de proteína A agarosa. Se 

corroboró la identidad de la proteína purificada al correr la muestra en geles de SDS-

PAGE teñidos con azul de Coomasie y mediante Western blot con un anticuerpo 

monoclonal anti-GFP (Clonetech). La banda correspondiente al peso molecular 

esperado se cortó y se analizó en la Unidad de Espectrometría de Masas de la 

Universidad de Harvard. Los experimentos de purificación y espectrometría de 

masas se realizaron por triplicado. 

 

5.11. Microscopia confocal  

 

Preparación de células 

Las células HEK293 que expresaban de manera transitoria al receptor unida a 

la proteína rojo fluorescente (DsRed) y a la proteína Rab5 unida a la proteína verde 

fluorescente (GFP) se sembraron en baja confluencia en cajas de fondo de vidrio 

de 35 mm y se incubaron por 24 horas. Luego realizar el estímulo, las células se 

fijaron con paraformaldehído al 4% por 20 minutos y posteriormente se lavaron con 

PBS para eliminar el cualquier exceso de paraformaldehído.  

Se tomaron las imágenes con un microscopio confocal Fluoview FV10i de 

Olympus con un objetivo 60x de inmersión en aceite. La proteína GFP se excitó a 

480 nm y la fluorescencia emitida se detectó entre 515–540 nm; la proteína roja 

fluorescente DsRed se excitó a 557 nm y la fluorescencia emitida se detectó a 592 

nm.  
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Transferencia de energía de resonancia de Förster (FRET) 

Para estudiar el tráfico vesicular del receptor y su asociación con la proteína 

Rab5, las células se transfectaron transitoriamente con el receptor 1B-AR silvestre 

o mutado unido a la proteína roja fluorescente, DsRed, y con el de la proteína Rab5 

silvestre unida a la proteína verde fluorescente, GFP. Estas células se sembraron 

en cajas de fondo de vidrio de 35 mm y se dejaron crecer durante 48 horas. Una 

vez pasado el tiempo, las células se estimularon con NA (10 M). Después del 

estímulo, las células se fijaron con paraformaldehído al 4% al menos durante 20 

minutos y posteriormente se lavaron con PBS para eliminar el cualquier exceso de 

paraformaldehído.   

Las imágenes se tomaron en un microscopio confocal Fluoview FV10i de 

Olympus con un objetivo 60x de inmersión en aceite. La proteína GFP se excitó a 

480 nm y la fluorescencia emitida se detectó entre 515–540 nm; la proteína roja 

fluorescente DsRed se excitó a 557 nm y la fluorescencia emitida se detectó a 

592nm. 

 

5.12. Análisis estadístico 

Cuando se normalizaron los datos, se utilizó el promedio de referencia de cada 

experimento individual (es decir, el valor del 100%, resultante de los datos de tres a 

cuatro experimentos) para calcular todos los datos. Se utilizó una prueba de ANOVA 

y la comparación múltiple de Bonferroni para el análisis entre grupos, considerando 

p < 0.05 como estadísticamente significativo. Se utilizó el software Graph Prism 8 

para Windows. 
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6. Resultados  

Parte I: Papel de los cinco sitios de fosforilación en la función, 

señalización y desensibilización del receptor 1B-AR  

6.1. Diseño de las variantes del receptor 

Con base a lo reportado por Diviani et al en el 1997 (Diviani et al., 1997), el 

receptor 1B-AR presenta en su extremo carboxilo terminal cinco residuos de serinas 

que se fosforilan por dos diferentes cinasas, dos por la proteína cinasa C (PKC) y 

tres por la proteína cinasa de GPCRs 2 (GRK2). Cabe mencionar que en este 

trabajo de 1997 la caracterización de los sitios se realizó en el ortólogo de hámster, 

sin embargo, al realizar el análisis de secuenciación e identidad de la proteína 

respecto a la del humano, encontramos que esta última varia muy poco respecto a 

la del hámster. De hecho, el porcentaje de identidad de la secuencia del receptor 

entre ambas especies es de 94.6%, y los cinco residuos reportados en el ortólogo 

de hámster se encuentran conservados en el humano y otras especies (Fig. 9).  

 

 

 

 
Figura 9. Presencia de las cinco serinas reportadas que se fosforilan en el receptor α1B-AR de 
hámster en distintas especies. Alineamiento de secuencias correspondientes a la región carboxilo 

terminal (Ctail) del receptor 1B-AR (ortólogo de humano, rata, ratón, hámster y vaca). Se señalan las 

serinas identificadas en el receptor de 1B-AR de hámster.  

 

Mediante mutagénesis de sitio dirigida se construyeron las variantes que se 

esquematizan en la Figura 9: 1) 1B-AR Silvestre, que no presenta ningún cambio; 

2) la PKC-m, que presenta las sustituciones en S396/402A; 3) GRK-m que presenta 

las mutaciones S406/410/412A; y 4) la PKC+GR-m que presenta las mutaciones 

S396/402/406/410/412A. Los residuos de serina se cambiaron por residuos de 

alanina para evitar la fosforilación en dichos sitios. La expreción de las distintas 

variantes del receptor se corroboro por microscopia confocal (Fig. 10).   
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Figura 10. Representación esquemática e imágenes de microscopio de las construcciones p1Bh-
GFP-N1-TREx utilizadas Silvestre, receptor silvestre usado como control; las sustituciones para cada 
mutante se están indicadas y el nombre para cada variante se encuentra entre paréntesis. Las imágenes 
de microscopio demuestran la expresión de los receptores en la membrana en condiciones basales.     

 

6.2. Movilización de calcio intracelular en la por las distintas variantes del 

receptor 1B-AR.  

 Primero, evaluamos la repercusión funcional de las distintas variantes en la 

activación de la vía de recambio de fosfoinosítidos/Ca2+. Para esto, estimulamos las 

células que expresan ya sea al receptor silvestre, PKC-m, GRK-m o PKC+GRK-m 

con su ligando natural, noradrenalina (NA), y posteriormente evaluamos la 

liberación del Ca2+ intracelular ([Ca2+]i). En todos los experimentos las células se 

pretrataron con propranolol (10 µM) para bloquear el efecto que pudieran tener los 

receptores 2-AR que se expresan de manera endógena en las células HEK243. 

Las células que expresan al receptor silvestre o a cualquiera de las variantes 

aumentaron los niveles de [Ca2+]i de una manera dependiente a la concentración 

de NA (Fig. 10A). La eficacia en la respuesta en las distintas variantes del receptor 

fue similar (es decir, se observó un aumento en el calcio intracelular de ~ 150-200 

nM), excepto para la doble mutante (PKC+GRK-m) la cual mostró una respuesta 

menor a NA. Los picos de respuesta de calcio fueron similares entre el receptor 

silvestre y las distintas variantes (Fig. 11, paneles B y C). Sin embargo, el regreso 
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al estado basal fue considerablemente más lento en las variables con los sitios de 

GRK2 (GRK-m y PKC+GRK-m) cambiados, lo que dio como resultado valores 

residuales de [Ca2+]i significativamente más alto (determinados a los 100 segundos 

después del estímulo por el agonista) (Fig. 11, paneles B y C). Estos datos son 

consistentes con la idea de que los receptores con las serinas modificadas 

presentan una menor desensibilización que el silvestre.  
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Figura 11. Respuesta de calcio inducida por NA en células que expresan las distintas variantes del 
α1B-AR. Panel A. Las células que expresan las diferentes construcciones de α1B-AR-GFP se estimularon 
con distintas concentraciones de NA (en presencia de propranolol) y se cuantificó los niveles de calcio 
intracelular. El receptor silvestre y las distintas variantes y las substituciones indicadas entre paréntesis: 
(S396,402A), PKC-m; (S406,410,412A), GRK-m; y (S396,402,406,410,412A), PKC-GRK-m. Los puntos 
son los promedios y las líneas verticales representan el error estándar (S.E.M) de 7-9 experimentos 
usando diferentes preparaciones celulares (donde no se muestra una barra de error, está dentro del 
símbolo). Panel B. Trazos representativos de la liberación de calcio utilizando las diferentes variantes. 
Panel C. Las barras indican el aumento máximo (barras blancas) y el aumento restante sobre la línea 
basal después de 100 segundos del estímulo con NA (barras con líneas). Las gráficas representan los 
promedios mientras que las líneas verticales son el error estándar (S.E.M) de 7-9 experimentos usando 
diferentes preparaciones celulares. ***p < 0.001 vs. Residual silvestre; ** p < 0.005 vs. Residual silvestre. 

 

6.3. Participación de los cinco residuos de serina en la desensibilización 

heteróloga del receptor 1B-AR. 

 Se probó la capacidad de PKC activada farmacológicamente con PMA, en la 

desensibilización de las distintas variantes del receptor. La activación de PKC 

provocó una disminución (~ 50 %) en los niveles de calcio intracelular después de 

estimular con NA y al preincubar a las células durante 5,10 y 15 minutos con PMA 

(1 mM) en células que expresaban al receptor silvestre (Fig. 12, panel A). Se 

observó un efecto en el receptor cuyos sitios de fosforilación por PKC habían sido 

mutado (PKC-m), pero el efecto del PMA disminuyó de manera dependiente del 

tiempo (Fig. 12, panel B). Curiosamente, las células que expresaban al receptor 

mutados en los sitios de fosforilación por GRK2 (GRK-m y PKC+GRK-m) no se 

vieron afectadas significativamente por el tratamiento con PMA (Fig. 12, panel C y 

D). Lo anterior pudiera sugerir un posible efecto sinérgico de los sitios de 

fosforilación. 

Los intentos de estudiar la desensibilización homóloga no tuvieron éxito debido 

al hecho de que la acción de la NA atenuó la respuesta general de las células incluso 

después de realizar lavados exhaustivos (es decir, la respuesta, no solo de calcio 

sino también de otros agentes no relacionados como el ácido lisofosfatídico, fue 

notablemente atenuada o ausente). Esto podría implicar el agotamiento de las 

reservas de calcio. 
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Figura 12. Efecto del PMA sobre la respuesta de calcio inducida por NA en células que expresan 

las distintas variantes del α1B-AR. Las células se preincubaron con PMA (1 M) durante 0, 5, 10 y 15 

minutos y luego se estimularon con NA (10 M) (más propanolol). Las gráficas representan los promedios 
y las líneas verticales representan el error estándar (S.E.M) de 6-7 experimentos usando diferentes 
preparaciones celulares. ***p< 0.001 vs. tiempo 0; **p<0.005 vs. tiempo 0; *p<0.05 vs. tiempo 0. Panel A 
son las células que expresan al receptor silvestre, panel B las que expresan la variante PKC-m, panel C 
las que expresan la variante GRK-m y panel D las que expresan la doble variante.   

 

6.4. El cambio de serina por alanina en los residuos de fosforilación del 

receptor 1B-AR tienen distinta cinética de fosforilación.  

 Se realizó la caracterización de la cinética de fosforilación de las distintas 

variantes del receptor 1B-AR cuando las células se estimularon, ya sea, con NA o 
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con el PMA. Se observó que todos los receptores 1B-AR (silvestre y las distintas 

variantes) mostraron fosforilación en condiciones basales y que esta fosforilación 

aumentó en respuesta a la NA (Fig. 13) y al PMA (Fig. 14).  

 En las células que expresaron al receptor silvestre, el estímulo con NA 

produjo un incremento rápido en la fosforilación (2-5 minutos) del receptor. Sin 

embargo, esta fosforilación se vio disminuida a tiempos más largos (15-60 minutos). 

Las distintas variantes del receptor también mostraron un incremento rápido en la 

fosforilación del receptor en respuesta a la NA y el efecto a tiempos largos fue similar 

al de la silvestre (Fig. 13).  

 

 



 
 
 

35 
 

 

Figura 13. Cursos temporales de fosforilación de las variantes del receptor 1B-AR en respuesta a 

NA. Las células que expresan las distintas variantes del receptor 1B-AR se estimularon con NA (10 M) 

durante 2, 5, 15, 30 y 60 min. Las respuestas se normalizaron respecto al basal (tiempo cero) considerado 

como el 100%. Se graficaron los promedios y las líneas verticales representan el error estándar (S.E.M.) 

de por lo menos 6-9 experimentos usando diferentes preparaciones celulares. Sobre la gráfica, se 

muestran las autorradiografías representativas (32P) y los Western blots (WB). 

  

En presencia de PMA el receptor incrementó su fosforilación a los 2 y 5 min de 

ser estimulado, pero a diferencia con la NA, el receptor se mantuvo fosforilado hasta 

los 30 min, disminuyendo la fosforilación significativamente a los 60 min (Fig. 14).  
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Figura 14. Cursos temporales de fosforilación de las variantes del receptor 1B-AR en respuesta a 

PMA. Las células que expresaron las distintas variantes del receptor 1B-AR se estimularon con PMA (1 

mM) durante 2, 5, 15, 30 y 60 min. Las respuestas se normalizaron respecto al basal (tiempo cero) 

considerado como el 100%. Se graficaron los promedios y las líneas verticales representan el error 

estándar (S.E.M.) de por lo menos 6-9 experimentos usando diferentes preparaciones celulares. Sobre la 

gráfica, se muestran las autorradiografías representativas (32P) y los Western blots (WB). 

 

 En todos los casos, los inmunoprecipitados sometidos a Western blot 

presentaron dos bandas, una en la región de ~110 kD y otra en la región de ~100 kD. 

La mayor fosforilación se detectó en la banda de mayor peso molecular. Por otro lado, 

la banda de menor peso molecular podría representar el receptor que no se encuentra 

glicosilado o está parcialmente degradado. No se observaron diferencias 

estadísticamente significativas cuando se comparó el receptor de tipo silvestre y las 

diferentes variantes (Fig. 13 y Fig.14).  

  Para obtener una vista general de este fenómeno y debido a que los 

experimentos anteriores se normalizaron y compararon con la fosforilación basal para 

cada uno de los receptores, las células que expresaron los distintos tipos de receptores 

se cultivaron y estimularon de manera simultánea, y las muestras se procesaron usando 

el mismo gel. El análisis se realizó comparando las distintas variantes usando al 

receptor silvestre como referencia (Fig. 15). Estos experimentos mostraron que la 

fosforilación de las distintas variantes del receptor disminuyó, ya sea en condiciones 

basales o cuando las células se estimularon con NA y PMA, al ser comparadas con el 

receptor silvestre. Se debe enfatizar que la fosforilación del receptor PKC+GRK-m 

disminuyó notablemente en comparación con el silvestre, y que los efectos de la NA y 

el PMA también se disminuyeron y solo fueron marginalmente estadísticamente 

significativos.  
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Figura 15. Fosforilaciones comparativas entre los distintos tipos de receptor 1B-AR. Las células se 

trataron ya sea sin ningún agente (B, basal), NA 10 M por 2 minutos o PMA 1 mM por 15 minutos y se 
determinó la fosforilación del receptor. Las respuestas se normalizaron respecto al basal (tiempo cero) del 
receptor silvestre. Se graficaron los promedios y las líneas verticales representan el error estándar 
(S.E.M.) de por lo menos 6-9 experimentos usando diferentes preparaciones celulares. ***p < 0.001 vs. 
basal (B) del Silvestre; **p < 0.001 vs. su respectivo basal (B); *p < 0.05 vs su respectivo basal (B).       
 

 

6.5. La fosforilación del receptor 1B-AR en los cinco residuos de serina 

regulan la vía de ERK. 

Otra de las cascadas de señalización activadas por el receptor 1B-AR es la vía 

de las cinasas activada por mitógenos (MAPK/ERK), por lo que también se analizó el 

efecto que pudieran tener las variantes del receptor en esta vía. Las células que 

expresaron las distintas variantes del receptor se estimularon con NA en un curso 

temporal de 2, 5, 15, 30 y 60 min, y se determinó la fosforilación de ERK1/2 como 

parámetro indicativo de su activación (Fig. 16). Observamos que las células que 
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expresan al receptor 1B-AR silvestre mostraron un rápido incremento en la fosforilación 

de ERK1/2 (es decir, el máximo de fosforilación se registró a los 2 minutos) que 

disminuyó progresivamente después de 15, 30 y 60 minutos de incubación con el 

agonista. Curiosamente, la respuesta inicial de las células que expresaban a las 

distintas variantes del receptor fue idéntica a la respuesta obtenida en las células que 

expresaban al receptor silvestre. Sin embargo, la fosforilación de ERK1/2 disminuyó a 

un ritmo mucho más lento en las distintas variantes en comparación con la silvestre. 

Estos datos son consistentes con la idea de que las diferentes variantes reducen la 

inactivación del receptor.   

 

Figura 16. Efecto de la NA sobre la fosforilación de ERK1/2. Las células que expresaron las distintas 

variantes del receptor 1B-AR se estimularon con NA 10 M por 2, 5, 15, 30 y 60 minutos. La fosforilación 

de ERK se detectó mediante Western blot. Sobre la gráfica se muestra los Inmunoblots representativos 

de la fosforilación de ERK (p-ERK). La grafica muestra el análisis densitométrico de la activación de ERK 

en células que expresaban al receptor 1B-AR silvestre (círculos llenos, línea negra), PKC-m (círculos 

abiertos), GRK-m (cuadros llenos) y PKC+GRK-m (círculos abiertos). Se graficaron los promedios y las 

líneas verticales representan el error estándar (S.E.M.) de 6-8 experimentos usando diferentes 

preparaciones celulares. ***p < 0.001 vs. las distintas variantes. 
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6.6. Participación de los sitios de fosforilación de GRK2 en el tráfico 

vesicular del receptor 1B-AR. 

Previamente nosotros habíamos reportado que la interacción entre el receptor 

y las proteínas Rab es dependiente de la fosforilación del receptor, ya que al inhibir 

su fosforilación por la PKC, se bloqueaba la asociación del receptor con la proteína 

Rab9 durante la desensibilización heteróloga. Por lo tanto, el receptor se asocia a 

diferentes tipos de proteínas Rab dependiendo de cuales de sus sitios se están 

fosforilando. De hecho, en el mismo trabajo encontramos que la variante PKC-m se 

asociaba menos con la Rab9, y por lo tanto se desensibilizaba menos, en 

comparación con el receptor silvestre (Alfonzo-Méndez et al., 2017).  

A través de ensayos de FRET (Förster resonance energy transfer) en células 

que expresaban de manera transitoria al receptor 1B-AR unido a la proteína rojo 

fluorescente (DsRed) y a la proteína Rab5 unida a la proteína verde fluorescente 

(GFP), se determinó el papel que tiene la cinasa GRK2 en la desensibilización del 

receptor mediada por Rab5. Para lograr esto se inhibió la función de la GRK2 de 

dos formas distintas: 1) inhibiendo la cinasa con paroxetina (antidepresivo), un 

inhibidor que muestra alta especificidad y afinidad para esta proteína cinasa; y 2) 

transfectando las células con una dominante negativa de esta cinasa. Lo que 

observamos fue que la interacción entre el receptor 1B-AR y la Rab5 se veía 

inhibida cuando se bloqueaba la fosforilación del receptor por la cinasa GRK2 por 

el tratamiento con paroxetina (Fig. 17, panel A) y así como también cuando las 

células expresaban a la dominante negativa de GRK2 (Fig. 17, panel B). Se 

corroboró el efecto de ambas condiciones en la fosforilación del receptor 1B-AR 

(Anexo III).  
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Figura 17. Papel de la proteína GRK2 en la interacción del receptor 1B-AR y la Rab5. Panel A. Las 

células que expresaban al receptor 1B-AR unido a la DsRed y a la proteína Rab5 unida a la GFP se 

preincubaron 30 minutos sin ninguna agente o con 100 M de paroxetina. Después de la incubación con 

el inhibidor las células se estimularon sin ningún agente (basal) o con 10 M de NA por 15 minutos. Panel 

B. Las células que expresaban al receptor 1B-AR unido a la DsRed, a la proteína Rab5 unida a la GFP y 

a la dominante negativa de GRK2 se estimularon sin ningún agente (basal) o con 10 M de NA por 15 

minutos. Las gráficas representan los promedios mientras que las líneas verticales son el error estándar 

(S.E.M) de 18-20 imágenes para cada condición usando diferentes preparaciones celulares.  ***p< 0.001; 

y **p<0.01. Imágenes representativas de: a) la primera columna: la florescencia de la GFP (Rab5); b) la 

segunda columna: la fluorescencia del DsRed (1B-AR); c) tercera columna: el FRET (la GFP permanece 

excitada, mientras la DsRed se mantiene apagada, registrándose solo la fluorescencia de la DsRed); y d) 

la cuarta columna: el FRET index (imágenes analizadas para FRET y colocalización).  

 

 

Para determinar el papel que tienen las tres serinas identificadas que son 

fosforiladas por GRK2 en la interacción del receptor con la Rab5, se utilizaron 

células que expresaban a la variante del receptor 1B-AR que tiene sustituidas las 

tres serinas fosforiladas por GRK2 por alaninas (S406/410/412A) (GRK-m) y a la 

Rab5 unida a la GFP. Observamos que cuando las células se estimulaban con NA 

se producía una disminución en la interacción entre ambas proteínas cuando se 

compara con la interacción con el receptor silvestre (Fig. 18). Estos datos sugieren 

que la fosforilación en los sitios S406, S410 y S412 participa en la asociación y en 

el tráfico vesicular del receptor mediada por la proteína Rab5, pero que hay otros 

sitios que regulan dicho proceso.   

 

 

 

 

 

 

Figura18. Interacción entre el receptor y Rab5 en células expresando al receptor 1B-AR silvestre 

o al receptor 1B-AR mutado en S406,410,412A. Las células que expresaban tanto al receptor 1B-AR 

unido a la DsRed (silvestre o mutado) y a la proteína Rab5 unida a la GFP se estimularon sin ningún 

agente (basal) o con 10 M de NA por 15 minutos. Las células se fijaron y se observaron por microscopia 

confocal. En el panel A se presentan los valores de FRET normalizados al 100% respecto al basal. Las 

gráficas representan los promedios mientras que las líneas verticales son el error estándar (S.E.M) de 18-

20 imágenes para cada condición usando diferentes preparaciones celulares.  ***p< 0.001; y **p<0.01.  
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La localización subcelular del receptor cambió claramente cuando las células se 

trataron por 15 minutos con la NA; es decir, los receptores que se encontraban en la 

membrana celular disminuyeron notablemente y se observó una acumulación de la 

fluorescencia en vesículas (Fig. 18, primera columna). Sin embargo, cuando las células 

se preincubaron con la paroxetina o se transfectaron con la dominante negativa de 

GRK2, la fluorescencia del receptor permaneció en la membrana plasmática después 

del tratamiento con la NA (Fig. 19, segunda columna y tercera columna, 

respectivamente). Estos datos mostraron que la fosforilación del receptor por la GRK2 

es importante para que se produzca la internalización del receptor 1B-AR durante la 

desensibilización homóloga a través de su interacción con la proteína Rab5. Por ello se 

estudió el papel de los sitios de fosforilación por GRK2 en la internalización del receptor 

usando la variante GRK-m del receptor y transfectando con la proteína Rab5-WT. El 

receptor mutado se internalizó de igual manera que el silvestre en respuesta a la NA 

(Fig. 19, cuarta columna). 
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Figura 19. Internalización del receptor 1B-AR. Imágenes representativas (canal DsRed) de las células 

expresando el receptor 1B-AR silvestre (primeras tres columnas) y el receptor 1B-AR mutado (S406A, S410A 
y S412A) (cuarta columna); las células además expresaron la proteína Rab5-silvestre unida a la GFP. Las 
células se incubaron con Paroxetina I (primera columna) o fueron transfectadas con la dominante negativa 
de GRK2 (GRK2-DN). Las células se estimularon por 15 minutos con NA (más propanolol); escala de barra10 
μm.  

 

 

Los niveles de fluorescencia intracelular fue un indicador de la internalización del 

receptor y su cuantificación se presenta en la Figura 19. En las células que expresaban al 

receptor 1B-AR silvestre y a la proteína Rab5-silvestre, la NA incrementó casi dos veces la 

fluorescencia intracelular. Cuando las células se preincubaron con paroxetina, o eran 

transfectadas con la dominante negativa de GRK2, los niveles de la fluorescencia 

intracelular permanecían en niveles basales cuando se trataron con NA (Fig. 20, panel A y 
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panel B, respectivamente). Por otro lado, cuando las células expresaban a la variante GRK-

m y a la proteína Rab5-silvestre, los niveles de fluorescencia intracelular incrementaron de 

manera similar a la silvestre cuando las células se trataron con NA (Fig. 20, panel C).  

 

Figura 20. Cuantificación de la fluorescencia intracelular del receptor 1B-AR como indicador de 

internalización. Datos obtenidos de células que expresaban al receptor 1B-AR silvestre (A y B) o que 
expresaban la mutante para los sitios de fosforilación por GRK2 (C); las células también expresaron la 
proteína Rab5-silvestre. Las células se preincubaron con paroxetina por15 minutos o se transfectaron con 
la dominante negativa de GRK2. En todos los paneles se graficaron los promedios y las líneas verticales 
representan el error estándar (S.E.M) de cuatro experimentos usando diferentes preparaciones celulares. 
***p<0.001 vs Basal.  
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Los resultados mostrados en esta primera parte muestran que las cinco 

serinas fosforiladas (396, 400, 406, 410 y 412) participan, al igual que en el ortólogo 

del hámster, en el mecanismo de desensibilización (especialmente la heteróloga) y 

en la fosforilación del receptor 1B-AR. A demás, nuestros resultados demuestran 

claramente que la mutación en estos sitios favorece la activación de la vía de 

señalización de las MAP cinasas e inhibe la asociación del receptor con la proteína 

Rab5 impidiendo el tráfico vesicular del receptor.  
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7. Resultados  

Parte II: Identificación de los sitios de fosforilación del receptor 1B-AR 

7.1. Análisis in silico del receptor 1B-AR   

Los datos anteriores mostraron que los cinco sitios de fosforilación descritos en 

1997 para el receptor 1B-AR juegan un papel importante en la desensibilización 

heteróloga del receptor, en la activación de la vía de las MAP cinasas, en el tráfico 

vesicular del receptor y en su grado de fosforilación del receptor. Sin embargo, debido 

a que la variante del receptor PKC+GRK-m presentaba fosforilación y a que la variante 

del receptor GRK2-m seguía interaccionando con la proteína Rab5 durante la 

desensibilización homóloga, se decidió estudiar la posible presencia de otros sitios de 

fosforilación en el receptor, además de los ya reportados.  

Para obtener información de los posibles residuos fosforilables del receptor 1B-

AR, se utilizaron dos programas de predicción de residuos fosforilados: Netphos 3.1 y 

GPS 3.0. Para llevar a cabo este análisis primero se introdujo la secuencia de residuos 

de aminoácidos del ortólogo de humano (Uniprot P35368) y de las predicciones 

obtenidas solo se consideraron aquellas que tuvieran un valor >0.75 para Netphos y 

>10 para GPS (Fig. 21). Con ambos programas, encontramos sitios probables de 

fosforilación tanto en la IL3 y en la región COOH terminal. Ambos programas predijeron 

residuos de serina y treonina, pero solo Netphos predijo dos residuos de tirosina en la 

región carboxilo terminal. Cabe mencionar que en ambos programas aparecieron 

algunas de las serinas reportadas en 1997 como probables sitios de fosforilación (Ser 

396, 402, 406 y 410). Se compararon los resultados obtenidos con ambos programas 

con el fin de tener un consenso de los sitios de fosforilación. Los residuos que 

aparecieron en ambos programas están marcados en rojo en la Figura 21.   
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Figura 21. Predicción de los sitios de fosforilación del receptor 1B-AR. Se presentan los probables 

sitios de fosforilación para el receptor 1B-AR. Se obtuvieron introduciendo la secuencia de aminoácidos 
del ortólogo humano en los programas Netphos 3.1 y GPS 3.0. Se indican el número y la clase de 
aminoácido, la región donde este se encuentra, los sitios obtenidos en los distintos programas y en rojo 
se presenta el consenso que se obtuvo al considerar los residuos predichos por ambos programas.    

 

El programa de GPS, además de predecir los sitios probables de fosforilación de 

una proteína basándose en secuencias consenso reportadas experimentalmente, 

también hace la predicción de cual cinasa pudiera ser la que estaría provocando 

esta modificación postraduccional (Xue et al., 2008). Así que, mediante el uso de 

esta herramienta informática pudimos predecir las cinasas que pudieran estar 

participando en la fosforilación del receptor 1B-AR. En la Tabla 1 se muestran los 

resultados obtenidos indicando:  el número de residuo, de que residuo se trata, la 

secuencia, la localización y la posible cinasa. Las predicciones de las posibles cinasas 

concuerdan con lo reportado en 1997, donde se encontró que los residuos Ser396 y 

Ser400 son fosforilados por PKC, mientras que los residuos de Serina 406 y Serina 410 

son fosforilados por GRK2 (Diviani et al., 1997). Pero es destacable que el programa 

propuso más sitios, algunos de ellos en la IL3.    
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Tabla 1. Predicción de cinasas que fosforilan al receptor 1B-AR  

 

 

7.2. Purificación del receptor 1B-AR    

Los datos obtenidos mediante el análisis in silico nos plantearon un 

acercamiento sobre la posible existencia de más sitios de fosforilación, además de 

los reportados en 1997, no solo en la región COOH terminal, sino también en la IL3 

intracelular. Por ello, comprobamos experimentalmente las predicciones obtenidas 

en los análisis in silico. Para poder detectar los aminoácidos que se estuvieran 

fosforilando en el receptor empleamos la tecnología de espectrometría de masas 

(MS), ya que por su alta sensibilidad nos permite obtener la secuencia del receptor 

y los sitios de fosforilación de manera simultánea e inequívoca.  

Para poder llevar a cabo el análisis de los sitios de fosforilación por MS, se 

requiere obtener una gran cantidad de proteína purificada (mínimo 100 ng de 
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proteína) que sea detectable en geles de poliacrilamida teñidos con azul de 

Coomasie. Para lograr estos requisitos, decidimos utilizar el sistema de 

sobreexpresión de proteínas inducibles Flp-In TREx que se usó en la primera parte 

de este proyecto. Como se vio en los resultados anteriores, el receptor que se expresa 

en este sistema de inducción era funcional, ya que se observó un incremento de calcio 

intracelular de manera dependiente de la concentración de NA (Fig. 11). Así mismo, 

estos receptores se encontraban fosforilados en su estado basal y la fosforilación 

aumentaba cuando las células se incubaron con NA (Fig. 13) o con PMA (Fig. 14). 

Debido a que en los ensayos de fosforilación presentados anteriormente fuimos 

capaces de inmunoprecipitar al receptor usando un anticuerpo anti GFP generado en 

nuestro laboratorio, entonces decidimos usar esta misma técnica para obtener una gran 

cantidad de receptor para el análisis por MS. Realizamos un protocolo de 

inmunoprecipitacion a gran escala, lo que nos permitió observar una banda en el peso 

molecular esperado para el receptor 1B-AR fusionado a la GFP. La inmuprecipitación 

a gran escala se llevó a cabo en células inducidas por 18 horas con doxiciclina en 

condiciones no estimuladas (basal) o estimuladas con NA o con PMA por 15 minutos. 

De esta manera estudiamos los residuos de aminoácidos que se fosforilan durante la 

desensibilización homóloga y heteróloga del receptor para poderlos comparar entre 

ellos como también con el estado basal del receptor. En la Figura 22, en la izquierda se 

presenta un gel teñido con azul de Coomasie, donde podemos observar las bandas que 

representan al receptor purificado en las distintas condiciones mencionadas 

anteriormente (cuadro amarillo). De igual manera del lado derecho de la figura, 

podemos ver un Western blot con el cual se corroboró la identidad de las bandas 

mediante la inmunodetección de la GFP en las tres condiciones. Tanto en el gel como 

en la membrana, el peso esperado de la proteína purificada corresponde a la esperada 

(entre el 100-110 kDa).  
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Figura 22. Purificación del receptor 1B-AR para los estudios de espectrometría de masa. Las células 

que expresan la construcción 1B-AR-GFP se trataron con: ningún agente (basal, B), noradrenalina (NA) 
y éster de forbol (PMA) durante 15 minutos; posteriormente se lisaron y se sometieron a una 
inmunopurificación. Las muestras se separaron mediante electroforesis en un gel de SDS-PAGE que se 
tiño con azul de Coomassie (imagen de la izquierda); los marcadores de peso molecular se muestran en 
el primer carril. Un poco de muestra se corrió de forma paralela y se transfirió a una membrana de 
nitrocelulosa para corroborar, por medio de Western blot, la presencia del receptor utilizado un anticuerpo 
anti-GFP. Las flechas indican la localización del receptor. 

 

7.3. Análisis de los resultados obtenidos por espectrometría de masas  

Una vez corroborada la identidad de las bandas por Western blot, la región 

donde se encontraban las bandas en el gel se cortó y se enviaron a analizar a la 

Unidad de Espectrometría de Masas de la Universidad de Harvard 

(https://talpin.med.harvard.edu) a cargo del Dr. Ross Tomaino. Los experimentos se 

realizaron por cuatriplicado para comprobar la reproducibilidad de los resultados 

obtenidos. Para la asignación de sitios fosforilados se tomaron en cuenta los 

siguientes parámetros: 1) si ambos valores A score 1a y 1b fueron >19 se 

consideraba un sitio confiable; 2) si se detectaron dos o más sitios de fosforilación 

en el mismo péptido, el A score 1 corresponde al localizado hacia la región amino 

terminal, mientras que el A score 2 corresponde al péptido que va hacía el carboxilo 

https://talpin.med.harvard.edu/
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terminal; y 3) aquellos péptidos con un A score >1000 se consideraron como sitios 

inequívoco (Alfonzo-Méndez et al., 2018a; Beausoleil et al., 2006). 

Los análisis, siguiendo los criterios mencionados anteriormente, arrojaron la 

presencia de más sitios de fosforilación de los reportados previamente en 1997. 

Estos nuevos sitios de fosforilación no solo se encuentran en la región carboxilo 

terminal, sino también en la IL3 como se predijo en el análisis in silico. Los 

resultados además demuestran que el receptor se encuentra fosforilado en su 

estado basal y que el patrón de fosforilación cambia cuando las células se 

estimularon con NA o con PMA (Tabla 2). Como se observa en la tabla 2, obtuvimos 

más sitios de fosforilación en comparación a los que de predijeron con el análisis in 

silico. También podemos observar que solo obtuvimos tres de los cinco de los sitios 

de fosforilación descritos previamente en el ortólogo de hámster.     

Tabla 2. Sitios de fosforilación localizados por espectrometría de masas y representación del 
código de fosforilación. 
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El análisis de MS de las bandas purificadas, de los cuatro experimentos 

realizados detectó péptidos del 67% de la IL3 y el 74% de los péptidos de la 

secuencia del extremo COOH termina del receptor 1B-AR (Fig. 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

A través de MS también se identificó una lista de péptidos distinto al del receptor, 

las que pudieran considerarse como probables proteínas asociadas. En la tabla 3 se 

presenta una lista de las proteínas que se detectaron en los experimentos analizados 

por MS.  

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Cobertura proteica 
obtenida en el análisis por 
espectrometría de masas. Se marcan 
los dominios IL-3 (azul) y el C terminal 

en la secuencia del receptor B-AR. 
Los péptidos detectados están 
subrayados y remarcados con negritas 
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Tabla 3. Proteínas asociadas al receptor 1B-AR encontradas por espectrometría de masas. 

 

 

La clasificación de las proteínas se realizó con base a su función molecular. 

Obtuvimos que de las posibles proteínas asociadas al receptor 1B-AR, el 10% son 

proteínas con actividad dependiente de ATP, el 44% son proteínas de unión, el 35% 

son proteínas con actividad catalítica, el 6% tienen función motora en el citoesqueleto, 

el 2% están relacionadas en la estructura molecular y el 3% en la transducción de las 

señales (Fig. 24).      

 

Figura 24. Genes asociados al receptor 

1B-AR. Los genes asociados al receptor 

1B-AR encontrados por masas se 
clasificaron usando la herramienta 
bioinformática PANTHER dependiendo de 
su función molecular.  
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7.4. Sitios de fosforilación del receptor 1B-AR y código de fosforilación 

Encontramos la presencia de varios sitios fosforilados en el receptor α1B-AR en 

condiciones basales los cuales son S248, S268, T420 y T475. Los aminoácidos 

fosforilados detectados solo en respuesta a NA fueron S246, S277, S396, S400, S402 

y S406. Los residuos fosforilados en respuesta a PMA fueron T387 y T392 mientras 

que S267 y S425 se detectaron fosforilados en condiciones basales y estimuladas con 

PMA (Tabla 2 y Fig. 25). Otros residuos se detectaron fosforilados en condiciones 

basales, estimuladas con NA y PMA. Estos fueron T252, S257, T264, S423, S427, S455 

y S470 (Tabla 2 y Fig. 25). Cabe mencionar que el método de MS empleado en este 

estudio es solo cualitativo y, por lo tanto, no podemos estimar la proporción/magnitud-

relativa de los receptores fosforilados en un residuo dado. 
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Figura 25. Sitios de fosforilación detectados por espectrometría de masas en muestras obtenidas 

de la construcción α1B-AR-GFP silvestre. Diagrama del receptor α1B-AR silvestre en el cual se indican 

los sitios de fosforilación observados en las diferentes condiciones empleadas. Los números indican la 

posición en la secuencia de los residuos, y las letras identifican el aminoácido. Se encuentran en azul 

aquellos sitios que se detectaron en condiciones basales; en verde se marcan aquellos sitios que solo se 

observaron fosforilados cuando las células se estimularon con NA; los sitios en rojo rojos solo se 

observaron en células que se trataron con PMA); y los sitios en amarillos se observaron bajo las dos 

condiciones (NA/PMA).  

 

Se analizó la conservación de los residuos detectados por MS en distintos 

ortólogos del receptor 1B-AR. Esto se realizó con la finalidad de determinar la posible 

importancia de estos residuos en la regulación de la señalización del receptor 1B-AR. 

Lo que observamos es que los sitios de fosforilación identificados por MS para el 

receptor 1B-AR humano se encuentran conservados entre las cinco especies 

analizadas in silico, lo que denota una posible participación en la función y 

regulación de la señal del receptor (Fig. 26).  

 

Figura 26. Comparación de los sitios de fosforilación identificados por espectrometría de masas. 
Alineamiento de secuencias correspondientes a la tercera asa intracelular (IL3) y la región carboxilo 

terminal (Ctail) del receptor 1B-AR (ortólogo de humano, rata, ratón, hámster y vaca). Las serinas 
identificadas por espectrometría de masas se encuentran coloreadas siguiendo el mismo código de 
colores utilizado previamente.  
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La identificación de estos nuevos posibles sitios de fosforilación, así como haber 

observado la fosforilación o desfosforilación de ciertos residuos de aminoácidos en 

estado basal y cuando las células eran estimuladas con NA o PMA, nos hace pensar 

que los receptores se encuentran fluctuando en distintas conformaciones estructurales, 

las cuales le pueden permitir o impedir asociarse a otras proteínas, tales como es el 

caso de las proteínas arrestinas, las cuales la probabilidad de unión estará determinada 

por la conformación que adopten los receptores. Por lo tanto, la fosforilación en los 

distintos residuos induce la formación de un sitio de unión de preferencia para efectores 

particulares.   
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8. Discusión  

Parte 1: Papel de los cinco sitios de fosforilación en la función, 

señalización y desensibilización del receptor 1B-AR  

En la primera parte del proyecto se estudió la señalización y desensibilización del 

receptor 1B-AR por su fosforilación en las serinas 396, 402, 406, 410 y 412, para 

determinar si estos residuos tenían un papel parecido a los reportados con el ortólogo 

de hámster. Nuestros datos indican que al igual que en el ortólogo de hámster, estas 

serinas participan en la desensibilización del receptor, así como también juegan un 

papel mayor en el estado fosforilado del receptor cuando es activado por NA o por 

factores no relacionados como el PMA. Al igual que lo reportado por Diviani y 

colaboradores en 1997, los cambios en las serinas no produjeron modificaciones en la 

capacidad de señalización del receptor (Diviani et al., 1997). Sin embargo, observamos 

variaciones en la liberación de calcio después del estímulo con la NA en las variantes 

GRK-m y PKC+GRK-m, por lo que la eliminación de los sitios de fosforilación pudiera 

potenciar la actividad del receptor o pudiera estar teniendo un efecto en la 

internalización de este, lo cual disminuye su señalización vía calcio (Segura et al., 

2013). Sin embargo, no podemos saber con exactitud hasta qué punto la internalización 

podría tener un papel en nuestros experimentos, debido a que el aumento y la 

disminución de los picos de calcio intracelular, inducidos por la NA, ocurren en cuestión 

de segundos, mientras que los cambios en la internalización del receptor son imposibles 

de detectar en períodos cortos de tiempo con la metodología empleada.   

Encontramos que la fosforilación del receptor en los residuos de serina 406, 410 

y 412 por PMA contribuyen a la desensibilización heteróloga del receptor, mientras que 

los residuos de serina 396 y 402 no tienen un papel directo en este proceso, ya que al 

cambiar las cinco serinas mencionadas anteriormente se incrementa más la pérdida de 

desensibilización del receptor. Cabe mencionar que los residuos 406, 410 y 412 del 

ortólogo de hámster se reportaron como sitios que participan en la desensibilización 

homóloga, mientras que los residuos 396 y 402 se reportaron como sitios que participan 

en la desensibilización heteróloga, lo que sugiere una diferencia entre la función de 

estos sitios de fosforilación entre ambas especies.  
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Encontramos que el estímulo tanto con NA así como con el PMA, induce la 

fosforilación de las distintas variantes del receptor 1B-AR humano. Las sustituciones 

en los cinco residuos de serina por alaninas provocaron una reducción parcial en la 

fosforilación del receptor cuando se estimulaba y bajo condiciones basales. Los datos 

mostraron que la fosforilación de estos residuos es independiente de las demás serinas, 

un efecto reportado en el ortólogo de hámster en el cual el cambio de un solo residuo 

era capaz de disminuir la fosforilación del receptor y la adición de más sustituciones 

producía una disminución mucho mayor en la fosforilación (Diviani et al., 1997). Este 

mismo efecto fue observado con la variante PKC+GRK-m la cual presento niveles de 

fosforilación menores al receptor silvestre y a las variantes PKC-m y GRK-m. En otros 

trabajos usando también el ortólogo de hámster, se encontró que el truncamiento de los 

últimos 147 residuos de aminoácidos, que comprenden el extremo carboxilo terminal 

de la proteína, y es donde se encuentran las cinco serinas estudiadas, abolía casi por 

completo la fosforilación del receptor, un efecto diferente a lo que nosotros observamos 

con el receptor humano (Lattion et al., 1994a). Las diferencias vistas en este trabajo y 

los de Cottechia y colaboradores (Diviani et al., 1997; Lattion et al., 1994b) podrían 

deberse a los distintos modelos de receptores estudiados o a diferencias en las 

condiciones experimentales empleadas, incluidos entre otros, los modelos celulares en 

los que se expresaron los receptores y el número de receptores que se expresaban en 

la célula.  

La activación de la vía de las MAP cinasas por los GPCRs se ha estudiado 

previamente (Caunt et al., 2006; Goldsmith & Dhanasekaran, 2007; Jain et al., 2018). A 

la fecha, no se ha reportado ninguna mutación en GPCRs capaz de inhibir la vía MAP-

ERK. Sin embargo, hay evidencias que demuestran que la activación y regulación de 

esta vía de señalización están estrechamente involucradas con la interacción de los 

receptores con proteínas de andamiaje, como es el caso de las proteínas -arrestinas, 

cuya interacción y conformación que adopten estas proteínas están determinadas por 

los patrones de fosforilación de los receptores dando como resultado diferentes 

respuestas funcionales (Premont, 2020; Signaling et al., 2020).  

Los datos presentados en este trabajo revelan que existió una activación 

sostenida de la vía MAP-ERK en todas las variantes del receptor, por lo que nuestros 
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datos indican que las sustituciones de las serinas por alaninas le confieren al receptor 

una actividad sesgada a esta vía de señalización. Este efecto puede deberse a que aun 

cuando en estas variantes del receptor no tienen estos sitios de fosforilación, estas 

siguen siendo capaces de interaccionar la -arrestina, ya que anteriormente se había 

reportado la interacción entre la -arrestina y un mutante del receptor constitutivamente 

activo el cual no tiene estas cinco serinas (Mhaouty-kodja et al., 1999). Así mismo, 

trabajos recientes de investigación de nuestro grupo han demostrado que las 

sustituciones por alanina de posibles sitios de fosforilación en el receptor 1D 

adrenérgico producen una fosforilación sostenida de ERK1/2 (Alfonzo-Méndez et al., 

2018b; Carmona-Rosas et al., 2019). Sin embargo, también por nuestro grupo de 

investigación se reportó un efecto adverso en el receptor de ácidos grasos 1, en el cual 

las sustituciones de posibles sitios de fosforilación provocan una disminución en la 

fosforilación de ERK1/2 (Guzmán-Silva et al., 2022). Por lo tanto, los diferentes 

complejos formados entre los GPCRs y las -arrestinas, que pueden parecer muy 

similares, no necesariamente tienen las mismas respuestas funcionales.  

Como se mencionó anteriormente, la fosforilación de los GPCRs está involucrada 

en procesos tales como la internalización y desensibilización de los receptores. Sin 

embargo, la fosforilación también juega un papel importante en el tráfico vesicular del 

receptor. En este trabajo encontramos que la interacción que se produce entre el 

receptor 1B-AR y la proteína Rab5 es dependiente de la fosforilación del receptor por 

GRK2, ya que, al inhibir a GRK2 usando paroxetina (Homan et al., 2014; Thal et al., 

2013) o con la dominante negativa de GRK2 (Komolov & Benovic, 2018; Moore et al., 

2007; Ribas et al., 2007), se bloqueaba la interacción entre el receptor y la proteína 

Rab5, durante la desensibilización homóloga. Un efecto parecido se reportó para el 

receptor para esfingosina-1-fosfato, donde la inhibición de GRK2 por paroxetina 

bloquea la interacción entre el receptor y la proteína Rab5 (Martínez-Morales et al., 

2018). Por otro lado, cuando se determinó la interacción entre la variante GRK-m del 

receptor y la proteína Rab5, solo se observó una disminución parcial en la interacción 

entre ambas proteínas, en comparación al receptor silvestre. Un efecto parecido reportó 

Alfonzo-Méndez y colaboradores, quienes encontraron que al usar la mutante PKC-m 

se bloqueaba parcialmente la interacción entre el receptor 1B-AR y la proteína Rab9 

inducida por la fosforilación del receptor por la PKC (2017). 
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Figura 27. Modelo del tráfico vesicular del receptor 1B-AR. Modelo del posible papel de la GRK2 y 
la proteína Rab5 en la internalización del receptor.  

 

Parte II: Identificación de los sitios de fosforilación del receptor 1B-AR 

La contribución de la segunda parte de esta tesis fue identificar por primera vez 

los sitios de fosforilación del 1B-AR. Específicamente, localizamos los sitios en la IL3 y 

en la región COOH terminal del receptor, los cuales tienen distintos patrones de 

fosforilación que cambian dependiendo del estímulo. Dentro de nuestros resultados 

encontramos muchos más sitios de fosforilación de los reportado por Diviani y 

colaboradores en 1997. Esto se debe a que en ese trabajo identificamos estos residuos 

fueron a través de mutagénesis sitio-dirigida y por el truncamiento de los últimos 147 

residuos del carboxilo terminal, lo que deja la posibilidad de la fosforilación de sitios 

adicionales, no solo en la región carboxilo, sino también en otras regiones intracelulares 

del receptor. Nosotros en este trabajo utilizamos la técnica de MS, la cual ha sido 
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ampliamente usada para buscar modificaciones postraduccionales de las proteínas y 

en los últimos años se ha empleado para detectar posibles sitios de fosforilación en los 

GPCRs.      

Los obtenidos con las distintas del receptor 1B-AR revelaron que las 

modificaciones realizadas en el receptor humano imitaron algunos de los efectos 

funcionales observados en el ortólogo de hámster mutado (Diviani et al., 1997). Sin 

embargo, se mantuvo la fosforilación del receptor 1B-AR humano en respuesta a NA y 

PMA, e incluso en estado basal. Esta fosforilación remanente también se detectó en los 

experimentos de Diviani y colaboradores cuando usaron el ortólogo de hámster. Cabe 

mencionar que se identificaron las cinco serinas en la región carboxilo terminal del 

receptor 1B-AR de hámster, utilizando mutagénesis sitio-dirigida. Por lo anterior, en 

este proyecto utilizamos una combinación de análisis in silico y de MS para detectar 

potenciales sitios de fosforilación (Bouzo-Lorenzo et al., 2016; Bray et al., 2014; Busillo 

et al., 2010; Butcher et al., 2011; C. Chen et al., 2016; X. Chen et al., 2014; Doronin et 

al., 2000; Gao et al., 2014; Homan et al., 2014; Lee, 2002; Moulédous et al., 2015; 

Nobles et al., 2011; Ohguro et al., 1995). El receptor mejor caracterizado usando esta 

herramienta es el 2-AR, ya que se  describieron sus sitios de fosforilación usando 

fragmentos purificados del receptor en bacterias (Doronin et al., 2000). En este trabajo 

utilizamos extractos de células HEK293 con el sistema inducible Flp-In T-REx para logar 

purificar una cantidad suficiente de 1B-AR para el análisis por MS.  

Los resultados arrojados por el análisis de MS revelaron un código de fosforilación 

del receptor 1B-AR en su estado basal y este código cambió cuando las células se 

estimularon con NA o PMA. Este mismo efecto fue observado en nuestro grupo de 

trabajo, pero con los receptores 1A-AR y 1D-AR y es consistente con la hipótesis 

propuesta por Butcher y colaboradores en 2011 en el cual reportaron cambios en los 

patrones de fosforilación dependientes del estímulo en el receptor muscarínico M3. 

(Butcher et al., 2011). Cabe mencionar que al comparar los sitios de fosforilación del 

receptor 1B-AR obtenidos por MS con los predichos con dos herramientas 

bioinformáticas, encontramos una predicción acertada en un 60%. Estos resultados 

demuestran la validez, pero no certeza, de los análisis in silico para el estudio de la 

fosforilación de proteínas. 
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Las diferencias observadas entre los sitios reportados en el ortólogo de hámster  

y el presente trabajo podrían deberse al modelo del sistema celular empleado para la 

expresión del receptor, ya que esto también se ha demostrado en receptores 

muscarínicos,  y parece ser de gran importancia para definir el código de barras de 

fosforilación y sus consecuencias funcionales (Tobin et al., 2008). Es posible que los 

sitios fosforilados reportados en el ortólogo de hámster tengan una mayor fosforilación 

en comparación de los demás residuos, pero que, al tener un sistema de 

sobreexpresión, hayamos obtenido una señal significativamente mayor que podría 

permitir la detección de residuos que en otras condiciones podrían estar fosforilados en 

mucha menor medida. Sin embargo, se observó una fosforilación significativa en las 

variantes del receptor.  

Dentro de los nuevos residuos fosforilados detectados por MS podemos identificar 

motivos fosforilados que se conservan en otros GPCRs y que han sido señalados como 

secuencias claves para la unión y estabilidad de proteínas arrestinas (Mayer et al., 

2019), y como regiones moduladoras que influyen en la conformación estructural de 

estos receptores (Zhou et al., 2017).  Estos motivos de fosforilación se identificaron a 

través de análisis bioinformáticos en distintos GPCRs (incluyendo al receptor1B-AR). 

Estos motivos fosforilados consisten en dos regiones: la primera es el denominado 

“motivo de carga negativa”, el cual participa en la estabilidad conformacional de las -

arrestinas; y la segunda es el denominado “motivo clave de unión”, el cual es la región 

clave de unión de las -arrestinas con el receptor y se encuentra a ocho residuos de 

aminoácidos del motivo de carga negativa (Mayer et al., 2019). Como podemos 

observar en la Figura 28, en nuestro modelo del receptor 1B-AR marcado con los sitios 

de fosforilación detectados por MS, se encuentran ambos motivos de fosforilación. 

Cabe mencionar que también se identificó el motivo de fosforilación de unión a -

arrestinas por otro grupo de investigación, pero en el receptor de vasopresina 2 y el 

receptor de bradicinina (Baidya et al., 2020). En ese trabajo se reportó que la unión de 

las -arrestinas con ambos receptores se da en la región del receptor que tenga el 

siguiente código de aminoácidos: PxPxxP (corto) o PxxPxxP (largo); donde “P” pudiera 

ser un residuo fosforilado, ya sea una serina o una treonina, y “x” cualquier otro residuo 

de aminoácido. Lo anterior es para cumplir los requisitos de una interacción de alta 

afinidad entre el receptor y las arrestinas, donde es necesario al menos la interacción 
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entre tres residuos separados y fosforilados del receptor con los tres bolsillos 

conservados y cargados positivamente en la región amino terminal de las arrestinas 

(Fig. 28) (Baidya et al., 2020; Zhou et al., 2017). Al analizar la secuencia de residuos 

de aminoácidos encontramos que el motivo de fosforilación “PxxPxxP” se encuentra 

conservado en la región carboxilo terminal del receptor 1B-AR y que ésta se encuentra 

fosforilada en la Thr420 en estado basal y en Ser423 cuando se estimula al receptor con 

NA o PMA. 

 

Figura 28. Motivos fosforilados identificados en el receptor 1B-AR. Los distintos motivos fosforilados 

identificados en la clase B de GPCRs pata la unión de los receptores con las -arrestinas se encuentra 

en la región carboxilo terminal del receptor 1B-AR. Los residuos de aminoácidos cargados negativamente 
se encuentran de color azul; el motivo fosforilado cargado negativamente, el cual se forma de un residuo 
de serina o treonina que puede o no estar fosforilado, se encuentra a 8 residuos del motivo fosforilado 

donde se produce la unión con -arrestina. En este mismo motivo donde se propone la unión de la -
arrestina se localizó el motivo PxxPxxP el cual también se ha identificado como probable sitio de unión 

para la -arrestina. 

 

La complejidad de los patrones de fosforilación de los GPCRs ha dificultado el 

estudio del papel que pudieran tener los diferentes sitios de fosforilación en la función 

y desensibilización de los receptores. Un claro ejemplo de esto lo presentamos en 

nuestro más reciente estudio del receptor 1D-AR, del cual obtuvimos evidencia de que 

sus residuos fosforilables en su región carboxilo terminal controlan su ubicación en la 

membrana celular (Carmona-Rosas et al., 2019).  De manera similar, el receptor 

Frizzled 6 requiere ser fosforilado por la caseína cinasa 1 para que este pueda 

localizarse en la membrana celular, lo que contribuye a su distribución en las células 
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epiteliales (Strakova et al., 2018). Este trabajo proporciona evidencia de que las Ser396, 

402, 406, 410 y 412 son los residuos predominantemente fosforilados y que participan 

en procesos de desensibilización, en la regulación de la señalización y en la 

fosforilación del receptor, pero también sugiere que la fosforilación y los patrones de 

fosforilación en el receptor son más complejos de lo que se había anticipado, ya que es 

un proceso que tiene lugar dentro de las dimensiones espacio-temporales. El hecho de 

que algunos sitios se detectaran fosforilados en condiciones basales, pero no 

estimulados, sugiere que, durante la activación del receptor, se podría estar llevando a 

cabo la acción de diferentes proteínas cinasas y fosfatasas. Estas proteínas actúan de 

manera dinámica, produciendo diferentes patrones de fosforilación en el receptor, los 

cuales pudieran estar coexistiendo en distintos momentos y en distintas localizaciones 

subcelulares. Lo anterior se reportó con el β2-adrenérgico; es decir, se encontraron 

receptores fosforilados en distintas partes de la célula, los cuales pueden o no estar 

presentes de manera simultánea en la misma célula. Esto significa que los receptores 

están presentes en diferentes compartimentos subcelulares participando en diferentes 

funciones (Shen et al., 2018). Es probable, por tanto, que el patrón de fosforilación que 

observamos sea la suma de una serie de estados de fosforilación diferentes presentes 

en las células.  

El análisis por MS se ha convertido en una herramienta clave para identificar y 

caracterizar adecuadamente modificaciones postraduccionales en las proteínas, 

incluida la fosforilación, la ubiquitinación, la glicosilación, entre otras. Esta técnica 

altamente especializada permite obtener las secuencias de aminoácidos de las 

proteínas. Durante la última década, los análisis por MS han ganado interés debido a 

que permiten elucidar posibles interacciones proteína-proteína y ligando-proteína, por 

lo que ha contribuido en gran medida a identificar nuevos complejos celulares. 

Previamente en otros trabajos ya se había reportado la asociación de otras 

proteínas con el receptor 1B-AR, como es el caso de la subunidad 2 de la clatrina y 

la proteína ezrina (Stanasila et al., 2006). Nosotros a través de nuestros análisis por MS 

encontramos la secuencia de otras proteínas que pudieran estarse asociando con el 

receptor. Entre las proteínas que encontramos están varias asociadas al tráfico 

membranal de proteínas, como es el caso de la dinamina 1 y 2, que son componentes 
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que regulan la fisión de la membrana celular como también la endocitosis y la secreción 

de vesículas; se han reportado a éstas como componentes clave en la internalización 

de algunos GPCRs como el 2-AR (Doherty & McMahon, 2009; Takei et al., 1999). Otras 

proteínas involucradas en el tráfico membranal son los ortólogos 35 y 52 de proteínas 

vacuolares (VPS35 y VPS52), los cuales regulan el tráfico de proteínas en la membrana 

celular y que, cuando forman un complejo con otros ortólogos de proteínas vacuolares, 

crean un complejo selectivo con propiedades parecidas a las proteínas arrestinas 

(Collins et al., 2005; Shi et al., 2006). Se ha reportado que este complejo tiene un papel 

en el reciclamiento y trafico tráfico de algunos GPCRs, como es el caso del receptor 2-

AR y el receptor para dopamina D1 (C. Wang et al., 2016). Se encontraron también las 

subunidades alfa y beta del complejo multi-proteico COPI (coat complex protein I) las 

cuales al ensamblarse forma una cubierta que recubre y da forma a vesículas 

trasportadoras que reconocen proteínas con una secuencia “KKXX” (Béthune et al., 

2006). Finalmente, también se identificaron las secuencias correspondientes a la 

proteína NFS la cual ha sido reportada que participa en la internalización de algunos 

GPCRs, en particular con el receptor 2-AR, cuando estos son estimulados con su 

agonista, ya que la proteína NFS se asocia con las proteínas -arrestinas (McDonald et 

al., 1999). Cabe mencionar que, de las proteínas mencionadas anteriormente, y que 

participan en el tráfico de proteínas de membrana o en la internalización de proteínas. 

No se ha reportado que ninguna de éstas interactúe con el receptor 1B-AR, por lo que 

estudios futuros pudieran considerar estas proteínas como posibles reguladores en la 

desensibilización del receptor.  

En nuestro análisis de proteínas asociadas al receptor 1B-AR encontramos a la 

6-fosfofructocinasa, la principal enzima reguladora del glucolisis y la encargada de 

catalizar la fosforilación de la fructosa-6-fosfato para formar fructosa-1,6-bisfosfato. La 

interacción entre ambas proteínas puede deberse a que el receptor 1B-AR está 

estrechamente involucrado en procesos metabólicos como es el control de la 

homeostasis. Se ha reportado que la activación del receptor produce un incremento en 

los niveles de RNA mensajero de esta enzima en cardiomiocitos mientras que en el 

hígado incrementa la glucogenólisis (Aggerbeck et al., 1980; Terzic et al., 1993). Sin 

embargo, no hay trabajos donde se estudie el posible papel que pudiera tener la 

asociación de estas dos proteínas. Por otro lado, en nuestros análisis también se 
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encontraron proteínas relacionadas a la señalización celular, como es el caso del 

receptor para el factor de crecimiento opioide y los miembros 1, 2 y 3 de la familia de 

las proteínas STAT. Anteriormente ya se había reportado la interacción entre el receptor 

para el factor de crecimiento opioide y el receptor adrenérgico 2 y la cual tiene como 

papel la regulación de la señal de ambos receptores. Por lo que pensamos que la 

interacción entre este receptor y el 1B-AR pudiera también estar relacionado en la 

regulación de la señal de ambos receptores (Jordan et al., 2003). Finalmente, la 

interacción entre el receptor y los miembros 1, 2 y 3 de la familia STAT que participan 

en la vía de señalización de JAK-STAT, involucrada en la transcripción del RNAm y en 

la síntesis de nuevas proteínas involucradas en la proliferación, inmunidad, apoptosis, 

y diferenciación celular. Al igual que la vía de señalización del receptor, la vía JAK-

STAT también integra la vía de las MAP cinasas a través de la fosforilación de las 

proteínas STAT por la cinasa MAPK (cinasa que participa en la cascada de fosforilación 

de ERK), aumentando la transcripción de genes (Winston & Hunter, 1996). En trabajos 

de otros grupos de investigación se demostró que la vía de señalización JAK-STAT es 

activada por el estímulo de algunos GPCRs como el receptor de angiotensina II tipo I y 

los receptores 1 adrenérgicos a través de su asociación de proteínas G (Gs y Gi), 

la activación de GTPasas pequeñas, por su asociación entre las proteínas STAT y el 

receptor a través de proteínas de andamiaje y por la activación de cinasas dependientes 

de segundos mensajeros como la PKC (Gong et al., 2007).  
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9. Conclusiones  

Los datos obtenidos en este trabajo indican que los cinco sitios de fosforilación 

para el receptor 1B-AR humano comparten papeles funcionales similares a los 

descritos en el ortólogo de hámster. Esto se explica porque al igual del ortólogo de 

hámster estas serinas juegan un papel importante en la desensibilización del receptor, 

especialmente en la desensibilización heteróloga, es decir, por factores no relacionados 

con el agonista. En cuanto a la fosforilación del receptor, al cambiar estos residuos se 

produce una disminución en la fosforilación total del receptor, sobre todo cuando se 

modifican las cinco serinas. Sin embargo, en ambos casos aún se percibió fosforilación 

remanente tanto en el receptor en estado basal, así como también, bajo las distintas 

condiciones que provocan un incremento en la fosforilación del receptor. Otro papel que 

tienen estas cinco serinas es la de regular la señalización del receptor ya que las 

distintas variantes mostraron un incremento de la vía de señalización de las MAP 

cinasas, un efecto parecido al reportado con el receptor 1D-AR.     

Aunque no está del todo esclarecido el mecanismo del tráfico vesicular del 

receptor 1B-AR, en este trabajo se demostró que la fosforilación del receptor por GRK2 

es un paso crucial para que el receptor se asocie a endosomas tempranos a través de 

su interacción con Rab5 durante la desensibilización homóloga del receptor. Así mismo, 

demostramos que los tres residuos que se fosforilan por GRK2 participan en dicha 

interacción entre el receptor y la Rab5. Sin embargo, existe la posibilidad de la 

participación de más residuos fosforilados.  

Finalmente, el mayor aporte de este trabajo fue la identificación de más sitios de 

fosforilación en el receptor 1B-AR, los cuales se encontraron tanto en la región 

carboxilo terminal como también en la IL3. A través de nuestros experimentos pudimos 

establecer un “código de barras de fosforilación” el cual pudiera explicar la diversidad 

de respuestas celulares generadas por un receptor estimulado. Este código de 

fosforilación en las regiones intracelulares del receptor puede traducirse en diversas 

conformaciones estructurales que pudiera adoptar el receptor, las cuales pudieran 

permitirle unir y activar una gran variedad de proteínas. 
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10. Perspectivas  

 

➢ Empleando la misma metodología usada en este trabajo, generar variantes del 

receptor 1B-AR, pero de los sitios de fosforilación identificados por MS y estudiar 

el papel que tienen estos sitios en la regulación de la señal del receptor.  

➢ Realizar ensayos de FRET para determinar en que regiones del receptor 

fosforilados interactúan las proteínas Rab 5 y 9 durante la desensibilización del 

receptor.   

➢ Estudiar el motivo de fosforilación para la unión con -arrestina y su implicación 

en la activación de la vía de señalización de las MAP cinasas.  

➢ Estudiar el posible papel que pudieran tener las proteínas que se asocian al 

receptor 1B-AR y que están involucradas en la internalización y en el trafico 

vesicular.  
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11. Anexos 

 
 Anexo I: Plásmidos utilizados en este trabajo de tesis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Plásmido Descripción Resistencia 

p1Bh-EGFP-N1-
TREx 

Fusión del receptor 1B-AR humano – GFP. Sist. T-
REx 

Ampicilina 

p1Bh-EGFP-N1-
TREx S396/400A 

Fusión del receptor 1B-AR humano – GFP con 
S396A y S400A en el carboxilo terminal. Sist. T-REx 

Ampicilina 

p1Bh-EGFP-N1-
TREx S406/410/412A 

Fusión del receptor 1B-AR humano – GFP con 
S406A, S410A y 412 en el carboxilo terminal. Sist. 
T-REx 

Ampicilina 

p1Bh-EGFP-N1-
TREx 
S396/400/406/410/41
2A 

Fusión del receptor 1B-AR humano – GFP con 
S396A, S400A, S406A, S410A y 412 en el carboxilo 
terminal. Sist. T-REx 

Ampicilina 

p1Bh-DsRed-
Monomero-N1 

Fusión del receptor 1B-AR humano - DsRed Kanamicina 

p1Bh-DsRed-
Monomero-N1 
S406/410/412A 

Fusión del receptor 1B-AR humano – DsRed con 
S406A, S410A y 412 en el carboxilo terminal 

Kanamicina 



 
 
 

83 
 

Anexo II: Líneas celulares generadas durante el trabajo de tesis  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Plásmido Línea celular Descripción Sistema  

p1Bh-EGFP-
N1-TREx 

HEK293 Expresa el receptor 1B-AR humano – GFP T-REx 

p1Bh-EGFP-
N1-TREx 
S396/400A 

HEK293 Expresa el receptor 1B-AR humano – GFP con S396A y 
S400A en el carboxilo terminal 

T-REx 

p1Bh-EGFP-
N1-TREx 
S406/410/412A 

HEK293 Expresa el receptor 1B-AR humano – GFP con S406A, 
S410A y 412 en el carboxilo terminal 

T-REx 

p1Bh-EGFP-
N1-TREx 
S396/400/406/
410/412A 

HEK293 Expresa el receptor 1B-AR humano – GFP con S396A, 
S400A, S406A, S410A y 412 en el carboxilo terminal. 

T-REx 

p1Bh-DsRed-
Monomero-N1 

HEK293 Expresa el receptor 1B-AR humano - DsRed G418 

p1Bh-DsRed-
Monomero-N1 
S406/410/412A 

HEK293 Expresa el receptor 1B-AR humano – DsRed con S406A, 
S410A y 412 en el carboxilo terminal 

G418 
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Anexo III: Inhibición de la fosforilación del receptor a1B-AR por 

paroxetina y la expresión de la DN-GRK2    

Efecto de las distintas condiciones experimentales en la fosforilación del receptor 1B-

AR, unida a la DsRed, por NA.  
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A B S T R A C T

Phosphorylation of the human α1B-adrenergic receptor (fused with the green fluorescent protein) was studied
employing the inducible Flp-ln HEK293 T-Rex system for expression. Serine/alanine substitutions were per-
formed in five sites corresponding to those previously identified as phosphorylation targets in the hamster or-
tholog. Desensitization was decreased in these mutants but receptor phosphorylation was still clearly detected.
The protein phosphorylation of the wild-type receptor (fused to the green fluorescent protein) was studied, using
mass spectrometry, under baseline and stimulated conditions (noradrenaline or phorbol myristate acetate). Basal
phosphorylation was detected at sites located at the intracellular loop 3 and carboxyl terminus, and the number
of sites detected increased under agonist activation and stimulation of protein kinase C. The phosphorylation
patterns differed under the distinct conditions. Three of the phosphorylation sites detected in this work corre-
sponded to those observed in the hamster receptor. The phosphorylation sites detected included the following: a)
at the intracellular loop 3: serines 246, 248, 257, 267, and 277; and threonines 252, 264, and 268, and b) at the
carboxyl terminus: serines 396, 400, 402, 406, 423, 425, 427, 455, and 470, and threonines 387, 392, 420, and
475. Our data indicate that complex phosphorylation patterns exist and suggest the possibility that such dif-
ferences could be relevant in receptor function and subcellular localization.

1. Introduction

G protein-coupled receptors (GPCR) are involved in a plethora of
actions that maintain homeostasis, mediating the physiological action
of a large variety of hormones, local hormones (autacoids), neuro-
transmitters and growth factors and also participate in the pathogenesis
of many diseases. As indicated by their name, GPCR interact with G
proteins, which modulate the activity of enzymes and ionic channels to
exert their actions [1,2]. These receptors exhibit a characteristic
structure constituted of an extracellular amino terminus, an in-
tracellular carboxyl terminus (Ctail), and seven transmembrane do-
mains joined by intracellular and extracellular loops [1,2].

GPCR phosphorylation appears to be a very early event that reg-
ulates the function of this large family of receptors and it is associated
with the attenuation of receptor activity (desensitization) and inter-
nalization [3–5]. However, there is evidence of desensitization in the
absence of receptor phosphorylation [3,6], and recent data indicate a

role of GPCR phosphorylation in membrane targeting/localization
[7,8]. In addition, there is clear evidence indicating that desensitization
is not limited to a decrease in GPCR signaling through a particular
pathway but that in fact it represents a “switch” in which a pathway is
attenuated while another (others) is (are) activated [4,9]. Frequently,
such a switch involves the decrease of G protein-mediated signaling and
the triggering of additional molecular events including, in addition to
post-translational modifications of receptors and the resulting con-
formational changes, interaction with other molecular entities, such as
β-arrestins [9,10].

Current data also indicate that the sites at which the phosphoryla-
tion of GPCR takes place is of great importance, since these might vary
depending on the cell type in which they are expressed or on the agents
that lead to a such covalent modification and, more importantly, that
phosphorylation at different sites can lead to distinct functional out-
comes and receptor localizations [11,12]. These general proposals have
been denominated the “phosphorylation barcode hypothesis” [11,12].
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In many cases, this involves receptor's phosphorylation at both Ctail
and intracellular loop 3 (IL3) residues (see for example [7,13–21]).

α1-Adrenergic receptors (α1-AR) constitute a subfamily of GPCR
composed of three members, the α1A-, the α1B-, and the α1D-AR
[22–24]. All of these couple to Gq and exert their actions mainly
through the inositol trisphosphate/diacylglycerol/calcium signaling
pathway [22,23], although other signaling processes also appear to
participate in their actions [25]. It is well-known that the three receptor
subtypes are phosphorylated in response to agonists and the pharma-
cological or physiological activation of protein kinase C (PKC)
[7,19,20,23,26–33]. The α1B-AR subtype was the first receptor of this
subfamily to be cloned [34] and it has been extensively studied. Pioneer
contributions by Cotecchia and coworkers, using receptor mutants with
deletions and mutagenesis of specific sites, together with functional
studies, identified that relevant phosphorylation sites for hamster α1B-
AR are located in a cluster at the Ctail, which seem to be targeted by G
protein-coupled receptor kinases (GRK) and PKC [30,32]. In addition,
the group of Toews [35,36] has observed that, in the hamster receptor,
two domains play key roles in receptor internalization/down regula-
tion. Using deletions and site-directed mutagenesis, these authors ob-
served that some mutated receptors internalize but do not down-reg-
ulate, other mutants that down-regulate without internalization, and
that there are also receptors defective in both internalization and down-
regulation [35].

Using mass spectrometry of purified receptors, we recently reported
phosphorylation sites detected in human α1A- [19] and α1D-AR [7,20].
Interestingly, we observed differential phosphorylation of these re-
ceptor subtypes under distinct conditions (baseline, agonist stimulation,
and activation of PKC) and detected that phosphorylation sites were
present both at the Ctail and at the intracellular loop 3 (IL3) [7,19,20].
In the present work, again utilizing mass spectrometry, we examined
the phosphorylation sites of the α1B-AR subtype human ortholog and
observed the following: 1) a large amount of phosphorylation sites lo-
cated at both the Ctail and IL3 and 2) that the phosphorylation pattern
varies under the different conditions employed. Our data suggest that
the regulation of this receptor subtype is likely more complex than
anticipated.

2. Materials and methods

2.1. Materials

(−)-Noradrenaline (NA), phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA),
phentolamine, and propranolol were obtained from Sigma-Aldrich
Chemical. [32P]Pi (8500–9120 Ci/mmol) was obtained from Perkin-
Elmer Life Sciences. Dulbecco's modified Eagle's medium, fetal bovine
serum, trypsin, streptomycin, penicillin, amphotericin B, blasticidin,
hygromycin B, doxycycline hyclate and Fura-2AM were purchased from
Invitrogen-Life Technologies. Polyethyleneimine was obtained from
PolyScience and GenJet was obtained from SignaGen Laboratories.
Nitrocellulose membranes were from BioRad, and SuperSignal West
Pico Chemiluminescence kits were from Thermo Fisher Scientific.
Agarose-coupled protein A was obtained from Merck-Millipore. Anti-
phospho-ERK 1/2 (Thre202/Tyr204) (catalog number 9101S, lot: 30)
and anti-total ERK (p42/44) antibodies (catalog number 4695S, lot: 21)
were obtained from Cell Signaling Technology; monoclonal anti-GFP
was from Clontech (catalog number 632381, lot A5033481) and poly-
clonal anti-GFP was generated in our laboratory [37]. Secondary anti-
bodies were purchased from Zymed (Thermo Fisher Scientific) or
Jackson ImmunoResearch, including the peroxidase affiniPure Goat
anti-mouse IgG light chain antibody. Antibody dilutions were 1:1000
for primary antibodies and 1:10,000 for secondary antibodies. Parental
Flp-In T-Rex HEK293 cells and the plasmid, pOG44, were obtained from
Invitrogen.

2.2. Receptor mutants, cells, and transfections

The plasmid for the expression of the human α1B-AR fused at the
Ctail with the enhanced green fluorescent protein (eGFP) was pre-
viously described [38]. The receptor construct was subcloned into
pCDNA5/FRT/TO to employ the inducible Flp-ln T-Rex expression
system (Invitrogen), and the construct is referred as wild-type α1B-AR.
This was used as a template to generate the different mutants used;
mutagenesis was commercially performed by Mutagenex, Inc. and
proper changes were confirmed by sequencing (Mutagenex, Inc.).

To generate inducible receptor-expressing cells, parental Flp-In T-
Rex HEK293 cells were transfected with pCDNA5/FRT/TO, containing
the cDNA coding for the desired mutant, and pOG44 using GenJet
following the manufacturer's instructions. Transfected cells were sub-
jected to selection with 5 μg/ml blasticidin and 100 μg/ml hygromycin
B, as previously described [39,40]. Experiments were performed after
inducing receptor expression with 1 μg/ml doxycycline hyclate for
14–24 h. Cells were routinely grown in Dulbecco's modified Eagle's
medium supplemented with 10% fetal bovine serum, 100 μg/ml strep-
tomycin, 100 U/ml penicillin, and 0.25 μg/ml amphotericin B. In all
experiments using NA, 1 μM propranolol was also added to avoid any β-
adrenergic action; the β-blocker did not alter baseline parameters by
itself (data not shown).

2.3. Intracellular calcium determinations

Intracellular calcium concentrations were assessed as previously
described [41,42]. Briefly, cells were serum-starved for 2 h, and then
loaded with 2.5 μM Fura-2/AM for 1 h at 37 °C, and cells were washed
to eliminate unincorporated dye. Fluorescence measurements were
performed at 340- and 380-nm excitation wavelengths and at a 510-nm
emission wavelength, with a chopper interval set to 0.5 s, using an
Aminco-Bowman Series 2 Luminescence Spectrometer. Intracellular
calcium levels were calculated as described by Grynkiewicz et al. [43].

2.4. Receptor phosphorylation

Receptor phosphorylation was performed as previously described
[42]. In brief, cells cultured in six-well plates were incubated for 3 h in
phosphate-free Dulbecco's Modified Eagle's media supplemented with
50 μCi/ml [32P]Pi. Labeled cells were stimulated as indicated, washed
with ice-cold phosphate-buffered saline (137.9 mM NaCl, 2.7mM KCl,
Na2HPO4 10mM; pH 7.4) (PBS) and solubilized for 1 h in the lysis
buffer described previously. The extracts were centrifuged and super-
natants were incubated overnight with protein A-agarose and anti-eGFP
antiserum generated in our laboratory [37]. Samples were subjected to
SDS-PAGE, transferred onto nitrocellulose membranes, and exposed for
18–24 h. The amount of phosphorylated receptor was assessed by
PhosphorImager analysis, using the ImageQuant program. The average
of the baseline values obtained in these experiments was considered as
100% and the error bar of the baselines corresponds to the dispersion of
these values. Western blotting for loading controls was performed using
a commercial monoclonal anti-eGFP antibody.

2.5. ERK 1/2 phosphorylation

Cells were serum-starved for 2 h. After stimulation with the in-
dicated agents, cells were washed with ice-cold phosphate-buffered
saline and lysed with Laemmli sample buffer [44]. Lysates were cen-
trifuged at 12,700×g for 5min, and proteins in supernatants were
separated by SDS-PAGE. Proteins were electrotransferred onto ni-
trocellulose membranes and immunoblotting was performed. Duplicate
samples were run in parallel to determine total- and phospho-ERK 1/2
levels. For data normalization, maximal response was considered as
100%.
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2.6. α1B-AR purification and mass spectrometry analysis

The procedure employed was similar to those employed for α1A- and
α1D-AR [7,19,20]. Ten 10 cm-diameter dishes (90% confluence) of HEK
293 cells expressing the wild-type α1B-AR-eGFP construct, per condi-
tion, were used in each experiment. Control experiments employing
non-induced HEK 293 cells were also performed. Cells were stimulated
as indicated, washed twice with ice-cold PBS and solubilized for 1 h at
4 °C with ice-cold lysis buffer (10mM Tris HCl, 150mM NaCl, 1% so-
dium cholate, 1% Nonidet P40, 10% SDS, 5mM EDTA, pH 7.4, 10mM
NaF, 10mM sodium pyrophosphate, leupeptin 20mg/ml, phe-
nylmethylsulfonyl fluoride 100mg/ml, bacitracin 500mg/ml, soybean
trypsin inhibitor 50mg/ml, 1 mM p-serine, 1 mM p-threonine, and
1mM p-tyrosine). The solubilized extracts were centrifuged at
12,700×g for 15min. Pre-cleaning of the supernatants was performed
using 100 μl of protein A-agarose with constant agitation for 1 h at 4 °C.
After 5000×g centrifugation, the supernatants were incubated over-
night under constant agitation with 30 μl anti-GFP serum and 30 μl of
protein A-agarose. Pellets were washed five times with lysis buffer and
solubilized with Laemmli sample buffer [44] containing 20mg/ml di-
thiothreitol, 10% SDS, and 8M urea. The samples were resolved by
SDS-PAGE by running two 10% gels in parallel, one containing> 95%
of the sample and the other with the remaining amount. The first gel
was stained with colloidal Coomassie Blue and the bands of interest
were excised and sent for mass spectrometry analysis to the Taplin Mass
Spectrometry Facility (Harvard Medical School. Cambridge, MA, USA).
The second gel was used to confirm the presence of eGFP-tagged re-
ceptors by Western blotting. Four different purification-mass spectro-
metry experiments were performed. Ascore [45], a probability-based
score, was employed. The program measures the probability of correct
phosphorylation site localization, based on the presence and intensity
of site-determining ions in the mass spectrometry spectra. Two con-
siderations were made: a) Ascore values > 19 were considered as the
limit for reliable phosphorylation sites, and b) when two sites were
detected in the same peptide, the different Ascore values were con-
sidered [45].

2.7. In silico analysis

Receptor sequences were obtained from the UniProt Knowledgebase
[46]. Sequence alignments were performed using the blast-protein suite
(protein-protein BLAST (http://www.uniprot.org/blast/). The possible
phosphorylation sites were obtained from analysis performed using
NetPhos 3.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos) [47] and the
Group-based Prediction System, GPS 2.1 (http://gps.biocuckoo.org/)
[48] on-line services, employing cut-off values of 0.75 and 4, respec-
tively. Prediction of the probable protein kinases involved was obtained
using GPS 2.1 [48].

2.8. Statistical analysis

Statistical comparisons between groups were performed employing
a parametric analysis of variance with Bonferroni's post-test, assuming
Gaussian data distribution (http://www.graphpad.com/guides/prism/
7/statistics/index.htm). We used the software included in the GraphPad
Prism 6 software to perform these analyses. A p value of< 0.05 was
considered statistically significant.

3. Results and discussion

As previously indicated, in the experiments of Cottechia and cow-
orkers [30,32] the hamster α1B-AR was studied. We centered our work
on the human ortholog, mainly for its medical interest and also in order
to compare the findings with what has been observed in the phos-
phorylation of human α1A- and α1D-AR [7,19,20]. Human α1B-AR are
phosphorylated in response to agonists and activation of PKC in a

comparable way to what has been observed with the hamster receptor,
and the functional consequences of such phosphorylations are also alike
[26]. This is hardly surprising considering that these orthologs are re-
markably similar; i.e. overall identity is ~94.6%, with the human or-
tholog five amino acids larger than that of the hamster (520 amino
acids vs. 515 in the hamster receptor). Amino acids 1–351, which
comprise the main cores of these receptors (amino termini, the seven
transmembrane domains, and the intracellular and extracellular loops)
show notable similarity, exhibiting only three conservative and two
semi-conservative substitutions (Supplementary Fig. S1). The Ctail do-
mains of these receptors have more differences: i.e., five additional
residues are present in the human ortholog as compared to the hamster,
and conservative (10), semi-conservative (3) and non-conservative (5)
substitutions are present (Supplementary Fig. S2; please note that al-
ternative alignments are possible). However, the phosphorylation sites
detected in the hamster receptor [30] are all conserved in the human
ortholog (S396, 402,406, 410, and 412) (Supplementary Fig. S2).

As an initial step in our work, we examined the possible roles of the
sites of the human α1B-AR, equivalent to those observed as phos-
phorylated in the hamster ortholog [30]. To achieve this goal, muta-
tions of the putative phosphorylation sites were performed to the wild-
type human α1B-AR, as depicted in Supplementary Fig. S3, as well as
receptor phosphorylation and functional studies (intracellular calcium
determination and ERK 1/2 phosphorylation). The following receptors
were generated: a) wild-type (no modification other than fusion to the
eGFP). b) S396,402A (altering putative PKC sites, named PKC-m), c)
S406,410,412A (altering putative GRK sites; named GRK-m), and d)
S396,402,406,410,412A, altering these five sites (named PKC+GRK-
m). Receptor expression was similar as reflected by fluorescence con-
focal microscopy (Supplementary Fig. S4) and Western blotting (see
later).

β2-AR are known to be endogenously expressed in HEK 293 cells
and their activation mobilizes intracellular calcium [49]; therefore, in
all experiments in which NA was employed, the cells were also in-
cubated in the presence of 10 μM propranolol. As shown in Fig. 1A, cells
expressing the wild-type receptor or any of the mutants studied in-
creased intracellular calcium in response to NA in concentration-de-
pendent fashion. This effect was blocked by 10 μM phentolamine, as
anticipated (data not shown; prazosin was not used due to its intrinsic
fluorescence). The efficacy of the different receptors was similar (i.e.,
an increase in intracellular calcium of ~150–200 nM was observed),
with the exception of the PKC+GRK-m mutant, which was in some of
the experiments less responsive to NA (statistically insignificant); the
potencies of NA were also similar (EC50 ~ 20–60 nM). In Fig. 1B, cal-
cium transients in response to 10 μM NA are presented. As can be ob-
served the calcium response peaks were very similar (see also Fig. 1C);
however, return to baseline was considerably slower in mutants with
the putative GRK sites mutated, which resulted in significantly higher
residual intracellular calcium values (determined at 100 s after agonist
addition) (Fig. 1, panels B and C). These data are consistent with the
idea that the receptor mutants are less susceptible to desensitization
than the wild-type; i.e., the mutant receptors did not appear to de-
sensitize as fast as the wild-type, which is in accordance with the data of
Diviani et al. [30]. It has been suggested that α1B-AR internalization
diminish calcium signaling [50]. To what extent this plays a role in our
experiments is unknown; however, vanishing of the NA-induced free
calcium increases occurs within seconds, and changes in receptor in-
ternalization are hard to detect in this time frame.

The ability of PKC activation with PMA to desensitize α1B-AR action
was also tested with the different mutants. As shown in Fig. 2A, NA-
induced increase in intracellular calcium was reduced (~50%) by
preincubation for 5, 10, or 15min with 1 μM PMA in cells expressing
the wild-type receptor. A similar effect was observed in the receptor
mutant in which the putative sites for this kinase family were mutated
to alanine (PKC-m) but the effect of PMA decreased with the incubation
time (Fig. 2B). Interestingly, cells expressing receptors in which the
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putative GRK sites were changed to alanine (GRK-m and PKC+GRK-
m) were not significantly affected by the treatment with PMA (Fig. 2,
panels C and D). Attempts to study NA-induced desensitization (in-
tracellular calcium response or inositol phosphate production) were
unsuccessful due to that the action of the catecholamine decreased the
general response of the cells even after extensive washing. This might
involve depletion of calcium stores and/or changes in the metabolic
pools of the phosphoinositides.

We examined receptor phosphorylation and observed that all of the
receptors studied (wild-type α1B-AR and the different mutants) were
phosphorylated under baseline conditions and that this estate increased

in response to NA (Fig. 3) and PMA (Fig. 4). Western blotting of the
immunoprecipitated receptors was performed and, in all cases, two
bands were identified; a major band of ~110 kD and another of
~100 kD. Phosphorylation was mainly detected in the band with the
higher Mr, although some radioactivity was also present in the lower
Mr band. Signal in both bands was quantified together (the lower Mr
band might represent the receptor being processed (glycosylated) or
partially degraded). In cells expressing the wild-type receptor, 1 μM NA
rapidly increased receptor phosphorylation (at 2 and 5min), which
decreased at longer incubation times (15–60min). The different mu-
tants also augmented their phosphorylation state rapidly in response to

Fig. 1. NA-induced calcium response in cells expressing
α1B-AR mutants. Panel A. Cells expressing the different
α1B-AR-eGFP constructs were stimulated with the in-
dicated concentrations of NA (in the presence of pro-
pranolol) and intracellular free calcium concentration
was quantified. Wild-type (WT) receptor and the fol-
lowing mutants with the indicated substitutions in par-
enthesis: (S396,402A), PKC-m; (S406,410,412A), GRK-m;
and (S396,402,406,410,412A), PKC-GRK-m. Plotted are
the maximal increases as the means ± S.E.M. of 7–9
experiments using different cell preparations (where no
error bar is shown, it is within the symbol). Panel B.
Representative free calcium tracings using the different
mutants. Panel C. Bars indicate the maximal increases
(PEAK, open bars) and the remaining increase over
baseline observed 100 s after NA addition (RESIDUAL,
dashed bars). Plotted are the means ± S.E.M. of 7–9
experiments using different cell preparations.
***p < 0.001 vs. Residual WT; **p < 0.005 vs.
Residual WT.

Fig. 2. Effect of PMA on NA-induced calcium re-
sponse in cells expressing α1B-AR mutants. Cells
were preincubated for the times indicated in the
presence of 1 μM PMA and then they were chal-
lenged with 10 μM NA (in the presence of propra-
nolol). Plotted are the maximal increases in free
calcium concentration as the means ± S.E.M. of 6–7
experiments using different cell preparations.
***p < 0.001 vs. respective time 0; **p < 0.005 vs.
respective time 0; *p < 0.05 vs. respective time 0.
Other indications as in Fig. 1.
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NA and the effect diminished similarly (Fig. 3). In the presence of 1 μM
PMA, the receptors studied, increased their phosphorylation state at 2
and 5min, which was maintained up to 30min, decreasing slightly
afterward (60min); when the wild-type receptor and the different
mutants were compared, no statistically significant difference, was
observed (Fig. 4). Nevertheless, it should be emphasized that, in these
experiments, data were always normalized to the baseline

phosphorylation of the receptor studied. In order to obtain a direct
comparative view of the actions, cells expressing the different receptors
were cultured and treated simultaneously, and samples were run using
the same gels and analyzed using the baseline of the wild-type receptor
as a reference (Fig. 5). These experiments evidenced that baseline
phosphorylation was reduced in cells expressing the mutant receptors
as compared to the wild-type even considering the relative expression,

Fig. 3. Effect of NA on α1B-AR phosphorylation.
Cells were challenged with 10 μM NA (in the pre-
sence of propranolol) for the times indicated and
receptor phosphorylation was determined. Plotted
are the means ± S.E.M. of 6–9 experiments using
different cell preparations. Above the graph, re-
presentative autoradiographs (32P) and Western
blots (WB) are shown. Other indications as in Fig. 1.

Fig. 4. Effect of PMA on α1B-AR phosphorylation.
Cells were challenged with 1 μM PMA for the times
indicated and receptor phosphorylation was de-
termined. Plotted are the means ± S.E.M. of 6–9
experiments using different cell preparations. Above
the graph, representative autoradiographs (32P) and
Western blots (WB) are shown. Other indications as
in Fig. 1.
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as evidenced by Western blotting, i.e., the PKC-m receptor to ~80%, the
GRK-m to ~90%, and the PCK-GRK-m to ~50% of the wild-type re-
ceptor phosphorylation. These differences were reproducible and sta-
tistically significant. Similarly, decreases in phosphorylation were ob-
served by Diviani et al. [30], which reported diminutions of 13–30% as
compared to the wild-type receptor. In addition, our experiments
showed that baseline and both NA- and PMA-induced phosphorylation,
was present in these receptors. i.e. these mutations reduced but did not
completely blocked receptor phosphorylation. Nevertheless, it should
be emphasized that the phosphorylation state of the PKC+GRK-m
receptor was markedly decreased, as compared to the wild-type, and
that the effects of NA and PMA were reduced and were only marginally
statistically significant. Work by Cotecchia and coworkers has shown
that truncation of the hamster α1B-AR Ctail (i.e., lacking the last 147
amino acids) nearly abolished NA- or PMA-induced receptor phos-
phorylation [32] as did truncation of the domain where the phos-
phorylation sites were detected (sites 393–414 of the hamster ortholog)
[30]. The differences between our present work and those of Cottechia
and coworkers [30,32] could be due to the receptor orthologs studied
or to differences in the experimental conditions employed including,
but not limited to, the cellular models in which the receptors were
expressed, the receptor densities, and/or the conformational changes
induced by the receptor modifications performed.

The effect of NA on ERK 1/2 phosphorylation was also studied. It
can be observed in Fig. 6, that when cells expressing the wild-type
human α1B-AR were stimulated by the agonist, ERK phosphorylation
increased very rapidly (i.e., maximal phosphorylation was observed at
2min; the earliest time of determination), which progressively de-
creased after 15, 30 and 60min of incubation with the agonist (Fig. 6).
Interestingly, the initial response was nearly identical in cells expres-
sing the different receptors; however, ERK 1/2 phosphorylation de-
creased at a much slower rate in cells with the different mutants as
compared to those expressing the wild-type receptor (Fig. 6). This dif-
ference was statistically significant (at 30 and 60min), when the re-
sponse of cells with the distinct mutants were compared to those ex-
pressing the wild-type receptor. These flatter decreases are consistent

with the idea that the different mutants reduce receptor turn off. It is
possible that such differences could be related to changes in receptor
trafficking/internalization [50]. A similar pattern was observed in cell
expressing α1D-AR mutants; i.e., NA-induced ERK phosphorylation de-
creased at a slower rate in cells expressing receptors with Ctail S/A
substitutions than in those with unmodified carboxyl terminus [7,20].

The former data revealed that the modifications made to the human
α1B-AR mimicked some of the functional effects observed with the
mutated hamster ortholog [30], but that remaining baseline, NA- and
PMA-stimulated human α1B-AR phosphorylation continued to be ob-
served. Some remaining phosphorylation was also detected in the ex-
periments using the hamster receptor [30]. Therefore, as a second step
in our research, we decided to directly explore the phosphorylation
sites directly present in human α1B-AR under three different conditions:
baseline, activation with 10 μM NA (in the presence of propranolol), or
1 μM PMA; cells were stimulated for 15min on the basis of the previous
experiments. To accomplish this, we performed receptor im-
munopurification experiments using a protocol similar to those em-
ployed previously to study the α1A- and α1D-AR [7,19,20], as described
in Materials and Methods. In immunopurification studies for mass
spectrometry analysis, two bands in the 110–100 kDa region were
present in the Coomassie blue-stained gels which were identified as the
α1B-AR-eGFP construct by Western blotting using a primary antibody
against the eGFP (Fig. 7). This is consistent with what was observed in
the receptor phosphorylation experiments, using metabolic labeling
with [32P]Pi.

Mass spectrometry analysis of the immunopurified bands, obtained
from four independent experiments, revealed peptides corresponding to
67% of the IL3 and 74% of the Ctail α1B-AR sequences (Supplementary
Fig. S5). The detected α1B-AR phosphorylation sites present, under the
different experimental conditions, are shown in Fig. 8, which includes
the following: prediction in silico, amino acid number and peptide se-
quence in which it was detected, and domain localization. α1B-AR
phosphorylation is quite strong under baseline conditions
[23,29–32,51–53] and a large number of amino acid residues present at
the IL3 and also at the Ctail were phosphorylated under baseline/

Fig. 5. Comparative α1B-AR phosphorylation of the
different mutants. Cells were challenged with no
agent (B, baseline), 10 μM NA (plus propranolol) for
2 min, or 1 μM PMA for 15min and receptor phos-
phorylation was determined. Data were normalized
to the baseline phosphorylation observed in cell ex-
pressing the wild-type receptor. Plotted are the
means ± S.E.M. of 10–12 experiments using dif-
ferent cell preparations. ***p < 0.001 vs. wild-type
baseline (B); **p < 0.001 vs. respective baseline
(B); *p < 0.05 vs. respective baseline (B). Above the
graph, representative autoradiographs (32P) and
Western blots (WB) are shown. Other indications as
in Fig. 1.
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unstimulated conditions (Fig. 8, panels A and B). Interestingly, some of
these residues were not found phosphorylated under stimulation by NA
or PMA; these include S248, S268, T420, and T475 (Fig. 8, panels A and
B). Some amino acids were detected phosphorylated only in response to
NA and include: S246, S277, S396, S400, S402, and S406. Residues
phosphorylated in response to PMA include T387 and T392 whereas
S267 and S425 were found phosphorylated under both baseline and
PMA-stimulated conditions (Fig. 8, panels A and B). Other residues
were detected phosphorylated under all studied conditions (baseline,
NA- and PMA-stimulated) including: T252, S257, T264, S423, S427,
S455, and S470 (Fig. 8, panel A and B). Other phosphorylation sites
were detected but their Ascore value [45] was low. It should be men-
tioned, that the mass spectrometry method employed in this study is
only qualitative and therefore, we cannot estimate the proportion/re-
lative magnitude of receptors phosphorylated in a given residue.
Phospho-amino acid analysis of experiment using the hamster ortholog
have not detected p-tyrosine and either only p-serine (COS-7 cells) [30]
or marked signal of phospho-serine with clear traces of p-threonine
(Rat-1 fibroblasts) [29]. This latter finding is consistent with our

present data, in which some threonine residues were detected phos-
phorylated. This difference could be due to the cell system model em-
ployed for receptor expression, as this has been shown with muscarinic
receptors and which seems to be of great importance in defining the so-
called phosphorylation bar-code and its functional consequences [12].

The putative protein kinases involved in these phosphorylations
were explored using the Group-based Prediction System, GPS 2.0. As it
could have been anticipated on the bases of the previous work on this
receptor [30,31], in many cases, several kinases, including members of
the GRK and PKC families, were able to phosphorylate these sites
(Supplementary Table 1); other protein kinases, such as PKA, AKT,
GSK3, PDK-1, and p38, were also identified in the protein kinase pre-
diction analysis (Supplementary Table S1).

Sequence alignment of the IL3 and Ctail domains of the α1B-ARs of
different species was subsequently performed (Supplementary Fig. S6).
All of the phosphorylation sites were conserved among these orthologs.
In contrast, when these domains of human α1A-, α1B- and α1D-AR
subtypes, were aligned, none of the identified phosphorylation sites
were conserved among these three different subtypes and only a few

Fig. 6. Effect of NA on ERK 1/2 phosphorylation.
Cells were challenged with 10 μM NA (in the pre-
sence of propranolol) for the times indicated and ERK
1/2 phosphorylation was determined. Plotted are the
means ± S.E.M. of 6–8 experiments using different
cell preparations. Above the graph, representative
phospho-ERK 1/2 (p-ERK 1/2) and total ERK 1/2
(ERK 1/2) Western blots are shown. ***p < 0.001
vs. the different mutants. Other indications as in
Fig. 1.

Fig. 7. Representative α1B-AR immunopurification
samples employed for the mass spectrometry studies.
Cells expressing the α1B-AR-eGFP construct were
treated with: no agent (baseline, B), 10 μM NA (and
propranolol), or 1 μM PMA, for 15min; subsequently
were lysed and subjected to immunopurification as
described under Material and Methods. Samples
were separated by SDS-polyacrylamide gel electro-
phoresis and stained with Coomassie blue (left
image); molecular weight markers are shown in the
first lane and their Mr is indicated. A small aliquot
was also subjected to electrophoresis, and the gel
was electrotransferred onto a nitrocellulose mem-
brane. Western blotting was performed using anti-
GPF antibodies. The arrows indicate α1B-AR-eGFP
localization. Bands corresponding to IgG HC (heavy
chains) and LC (light chains) are also indicated.
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were conserved between two of them (Supplementary Fig. S7).
Supplementary Fig. S8 presents comparative models of the human

α1B-AR putative phosphorylation sites (extrapolated from the muta-
tional/functional data obtained with the human ortholog [30]) and the
actual phosphorylation sites detected by mass spectroscopy. As can be
observed, three of the sites were confirmed by the present data and a
much more complex phosphorylation pattern was detected. Supple-
mentary Fig. S9, presents models of the three human α1-AR with the
phosphorylation patterns observed by mass spectrometry; these were
obtained using the same cell-expression model and similar receptor
constructions (i.e., receptors fused at the Ctail with the eGFP).

The pioneer work of Diviani, Lattion and Cotecchia [30] per-
formed> 20 years ago, using mutagenesis and deletions in parallel
with functional studies, defined a cluster of five serines as the major
phosphorylation sites of the hamster α1B-AR. Methodological advances
over the past years allow now direct identification of phosphorylated
sites. In the present work, we detected S396, S402 and S406 as phos-
phorylated, which correspond to three of the sites detected in the
hamster receptor (Supplementary Fig. S8). The former two correspond
to residues assigned as targets for PKC [30] and the kinase prediction
performed is consistent with such an assignment (Supplementary Table
S1). The third site, S406, was assigned as a GRK target [30]; however,
kinase prediction failed to detect it as such, despite its being surrounded
by acidic residues, suggesting the possible roles of other kinases (Sup-
plementary Table S1). The remaining two serines, defined for hamster
α1B-AR (i.e., S410 and S412 in the human receptor), were covered by
the mass spectrometry analysis (Supplementary Fig. S5) but no phos-
phorylation was detected. A series of possibilities might explain this, as
follows: it could due to the conformation of the human receptor or-
tholog, as due to availability or accessibility to GRK (namely GRK2 and
GRK3 [30]); restrictions imposed by the eGFP tag, and/or the possibi-
lity that those (phospho)-ester bonds could be unstable during the mass
spectrometry analysis, among others. In any case, the data obtained
with the hamster receptor and the present findings define S396, S402,
and S406 as major phosphorylation targets in the α1B-AR of humans,
hamsters, and likely, other species (Supplementary Fig. S6).

It is noteworthy that it has been observed that at least two domains
at the hamster α1B-AR Ctail of the, one including amino acids 403–425
and another in the 367–380 region, appear to play roles in inter-
nalization/down-regulation [35]. No phosphorylation was detected in
the region corresponding to amino acids 367–380 of hamster α1B-AR.
However, in the region corresponding to the first domain, we detected
phosphorylated S406, T420, S423, and S425. We have previously ob-
served that human α1B-AR internalize through different processes, i.e.,
processes involving interaction with different Rab proteins when sti-
mulated by NA, or through the physiological or pharmacological acti-
vation of PKC [54,55]. It is possible that the phosphorylated sites might
play a role in internalization/down-regulation, but this remains to be
experimentally tested.

Detection of phosphorylated residues at the human α1B-AR IL3 was
unexpected, because it has been observed that deletion of the hamster
Ctail or of the serine cluster (Δ 393–413) in this domain, nearly abol-
ished receptor phosphorylation [30]. Consistent with this, work from
our laboratory has shown, using Rat-1 fibroblast as expression model,
that hamster α1B-AR are markedly phosphorylated under baseline, NA-
or PMA-stimulated conditions, whereas bovine α1A-AR is also

phosphorylated, but to a much lesser degree [53]. Swapping the Ctail of
these receptors demonstrated that this domain of the α1B-AR comprises
the main phosphorylation target, and that the intense phosphorylation
pattern can be transplanted to the α1A-AR [53,56] (although little
correlation between receptor phosphorylation and function was de-
tected [56]). It is possible that the three phosphorylated sites detected
are those predominantly phosphorylated but that overexpression and
strong stimulation, required to obtain significant signal in the mass
spectrometry experiments, might permit detection of residues that
under other conditions might be phosphorylated to a much lesser ex-
tent. However, significant α1B-AR phosphorylation was observed in
mutants with S/A substitutions (Figs. 3–6). It is also of interest that our
studies on the three human α1-AR ([7,19,20] and the present work)
showed phosphorylation at both the IL3 and Ctail domains (Supple-
mentary Fig. S9), although such sites were poorly conserved (Supple-
mentary Fig. S7).

The complexity of the phosphorylation patterns of the human α1-AR
hampers the possibility of studying the functional significance of the
different sites. Recently we obtained evidence that sites at the human
α1D-AR Ctail might control the plasma membrane location of this re-
ceptor subtype [7]. Similarly, in a recent and elegant study, Strakova
and coworkers [8] reported that casein kinase 1-mediated phosphor-
ylation of the Frizzled 6 receptor is required for its plasma membrane
localization and that this contributes to its asymmetric distribution in
epithelial cells. Our present work provides further evidence that three
serine residues are important in human α1B-AR phosphorylation and
suggests that phosphorylation patterns are much more complex than
previously anticipated. Receptor phosphorylation is an intricate process
that takes place within space-temporal dimensions and, very likely, our
phosphorylation data represent just a “frame” within the large “pic-
ture”. The fact that some sites were detected phosphorylated under
baseline conditions, but not when stimulated (Fig. 8), suggest to us that,
during cell activation, the action of different protein kinases and
phosphatases might take place, and this could occur in a very dynamic
manner, with different receptor phosphorylation patterns, coexisting at
distinct times and receptor's cellular localizations. In addition, there is
evidence showing that phosphorylated β2-adrenoceptor subpopulations
(i.e., receptors phosphorylated at different sites) could be present si-
multaneously in a single cell; these might be present in different sub-
cellular compartments and subserve in different functions [57]. It is
likely, therefore, that the phosphorylation pattern we observed might
be the addition of a series of different states present in the cells.
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A B S T R A C T

Cells expressing eGFP-tagged Rab5 (wild-type or the GDP-Rab5 mutant) and the DsRed-tagged α1B-adrenergic
receptors were employed and the roles of GRK2 were studied utilizing paroxetine and the dominant-negative
mutant of GRK2 (DN-GRK2). The following parameters were studied: a) FRET (as an index of α1B-adrenergic
receptor-Rab5 interaction): b) intracellular accumulation of DsRed fluorescence (receptor internalization); c)
α1B-adrenergic receptor phosphorylation, and d) noradrenaline-induced increase in intracellular calcium con-
centration. Noradrenaline increased α1B-adrenergic receptor-Rab5 interaction, which was blocked by paroxetine
and by expression of the dominant-negative GRK2 mutant. Similarly, paroxetine and expression of the DN-GRK2
or the GDP-Rab5 mutants markedly decreased receptor internalization, α1B-adrenergic receptor phosphoryla-
tion, and attenuated the ability of the adrenergic agonist to induce homologous desensitization (calcium sig-
naling). The S406, 410,412A α1B-adrenergic receptor mutant did not reproduce the actions of GRK2 inhibition.
The data indicate that GRK2 and Rab5 play key roles in α1B-adrenergic receptor phosphorylation, internaliza-
tion, and desensitization. The possibility that Rab5 might form part of a signaling complex is suggested, as well
as that GDP-Rab5 might interfere with the ability of GRK2 to catalyze α1B-adrenergic receptor phosphorylation.

1. Introduction

G protein-coupled receptors constitute the most abundant type of
receptors for hormones, local hormones (autacoids), neurotransmitters,
and growth factors. These individual receptors exhibit a single-chain
structure constituted of an extracellular amino terminus, an in-
tracellular carboxyl terminus, and seven transmembrane domains
joined by intracellular and extracellular loops (Kobilka, 2013;
Lefkowitz, 2013). Phosphorylation appears to be a very early event that
regulates their function, and it is associated with the attenuation of
receptor activity (desensitization) and internalization (Ferguson, 2001;
Lefkowitz, 1998; Rajagopal and Shenoy, 2018). The sites at which the
phosphorylation of these receptors takes place might vary depending on
the cell type in which they are expressed and on the agents that lead to
such covalent modification. Additionally, phosphorylation at different
sites can lead to distinct functional outcomes and receptor localization
(Tobin, 2008; Tobin et al., 2008).

α1-Adrenergic receptors constitute a subfamily of G protein-coupled
receptors composed of three members, the α1A-, the α1B-, and the α1D-
adrenergic receptor (García-Sáinz et al., 1999b, 2000; Hieble et al.,
1995). All of these couple to Gq and exert their actions mainly through

the inositol trisphosphate/diacylglycerol/calcium signaling pathway
(García-Sáinz et al., 1999b, 2000), although other signaling processes
also appear to participate in their actions (Perez et al., 1993). It is well-
known that the three receptor subtypes are phosphorylated in response
to agonists and the pharmacological or physiological activation of
protein kinase C (Alcántara-Hernández et al., 2017; Alfonzo-Méndez
et al., 2018; Carmona-Rosas et al., 2019; Diviani et al., 1996, 1997;
García-Sáinz et al., 1999a, 2000, 2004; Hernández-Espinosa et al.,
2019; Lattion et al., 1994; Price et al., 2002; Vázquez-Prado and García-
Sáinz, 1996; Vázquez-Prado et al., 1997). Agonist-induced α1-adre-
nergic receptor phosphorylation appears to involve G protein-coupled
receptor kinases (GRK), particularly the GRK2 and GRK3 isoforms
(Diviani et al., 1996; Iacovelli et al., 1999). G protein-coupled receptor
phosphorylation is associated to β-arrestin binding and Rab5, an early-
endosome marker, seems to participate in early events during receptor
internalization (Wang et al., 2018).

Recent work from our group has shown that α1B-adrenergic re-
ceptors are differentially phosphorylated in response to the agonist,
noradrenaline (NA), or to the activation of protein kinase C
(Hernández-Espinosa et al., 2019). In addition, it has also been shown
that the receptor internalization induced by agonists differ from that
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induced via protein kinase C, as reflected by a differential interaction
with Rab proteins (Alfonzo-Méndez et al., 2017; Castillo-Badillo et al.,
2015). In particular, α1B-adrenergic receptor activation is associated
with a sustained interaction with Rab5, whereas under the action of
protein kinase C activation, such an interaction is only transient. In the
present work we explored the roles of GRK2 and Rab5 on the function
and internalization of α1B-adrenergic receptors; our data indicate that
these proteins participate in the regulation of this receptor's subtype
function and cellular localization.

2. Materials and Methods

2.1. Materials

Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), dl-propranolol, oleyl-L-α-
lysophosphatidic acid (LPA), and DNA purification kits were purchased
from Sigma Chemical Co. Polyethyleneimine was obtained from
Polyscience and Lipofectamine from Invitrogen (Thermo Fisher
Scientific). Fura-2/AM, Dulbecco's modified Eagle's medium, fetal bo-
vine serum albumin, trypsin, antibiotics, and other reagents employed
for cell culture were from Life Technologies. [32P]Pi (8500–9120 Ci/
mmol) was obtained from PerkinElmer Life Sciences. Paroxetine was a
generous gift from Psicopharma SA de CV (México) (http://www.
psicofarma.com.mx/). Agarose-coupled protein A was obtained from
Merck-Millipore. Primary antibodies against β-actin were from Santa
Cruz Biotechnology; the polyclonal anti-DsRed protein, used for im-
munoprecipitation and Western blot, was generated and validated in
our laboratory (Martínez-Morales et al., 2018; Meizoso-Huesca et al.,
2018). Secondary antibodies were purchased from Zymed (Thermo
Fisher Scientific) or Jackson ImmunoResearch, and chemiluminescence
kits were from Pierce (Thermo Fisher Scientific). Nitrocellulose mem-
branes were obtained from BioRad. Other reagents were from pre-
viously described sources (Alfonzo-Méndez et al., 2017; Castillo-Badillo
et al., 2015; Hernández-Espinosa et al., 2019).

The plasmid employed for the expression of the α1B-adrenergic re-
ceptors fused at the carboxyl terminus with the DsRed protein
(Discosoma spp. red fluorescent protein) was previously described
(Castillo-Badillo et al., 2015). This plasmid was used as a template to
perform substitutions to generate the S406,410,412A mutant. Muta-
genesis was performed by Mutagenex, Inc., and proper changes were
confirmed by sequencing (Mutagenex, Inc.). Plasmids for expression of
the (enhanced green fluorescent protein) eGFP-tagged constructs of
Rab5 (wild-type and the GDP-bound, dominant-negative mutant) were
generated by Dr. Robert Lodge (Institut de Recherches Cliniques de
Montréal, Montreal, Canada) (Hunyady et al., 2002) and generously
provided to us. All of these constructs are functional, as described
previously (Alfonzo-Méndez et al., 2017; Castillo-Badillo et al., 2015).

2.2. Cells and transfection

HEK293 AD cells (American Type Culture Collection) were cultured
in Dulbecco's modified Eagle's medium containing glutamine and high-
glucose supplemented with 10% fetal bovine serum, 100 μg/ml strep-
tomycin, 100 U/ml penicillin, and 0.25 μg/ml amphotericin B, at 37 °C,
under a 95% air/5% CO2 atmosphere. Plasmids for expression of the
eGFP-tagged Rab5 wild-type or mutant proteins and the DsRed-tagged
α1B-adrenergic receptor were co-transfected employing poly-
ethyleneimine (Hsu and Uludag, 2012); experiments were carried out
72 h post-transfection, as described (Alfonzo-Méndez et al., 2017;
Castillo-Badillo et al., 2015). Intracellular calcium concentration was
studied 48 h post-transfection.

2.3. Confocal immunofluorescence microscopy and Förster resonance
energy transfer (FRET)

This procedure was described in detail previously (Alfonzo-Méndez

et al., 2017; Castillo-Badillo et al., 2015). Briefly, cells were cultured in
glass-bottomed Petri dishes, treated with the agents and for the times
indicated (based on previous observations (Alfonzo-Méndez et al.,
2017; Castillo-Badillo et al., 2015)), and immediately fixed with 4%
paraformaldehyde. When NA was employed, 0.1 μM propranolol was
added to block endogenous β-adrenergic receptors; this concentration
of propranolol by itself did not alter the parameters studied (data not
shown). Images were obtained employing a Fluoview Confocal model
FV10i microscope (Olympus, LD laser, 405 nm [18 mW], 473 nm
[12.5 mW], 635 nm [10 mW], 559 nm) with an oil-immersion objective
(60×). The eGFP was excited at 480 nm, and the emitted fluorescence
was detected at 515–540 nm; the red fluorescent protein, DsRed, was
excited at 557 nm, and the fluorescence emitted was detected at
592 nm. (Alfonzo-Méndez et al., 2017; Castillo-Badillo et al., 2015). For
FRET channel analysis, eGFP (but not DsRed) was excited, and fluor-
escence was detected at 592 nm.

For the determination of intracellular fluorescence (as an index of
α1B-adrenergic receptor internalization), the plasma membrane was
delineated using the differential interference contrast image, and
fluorescence in such an area was excluded; intracellular fluorescence
was quantified employing ImageJ software (Rasband, 1997–2004). α1B-
Adrenergic receptor-Rab5 protein interaction was analyzed using FRET
employing the sensitized-emission method, as described (Alfonzo-
Méndez et al., 2017; Castillo-Badillo et al., 2015). Images of 4–6 in-
dependent experiments utilizing different cell cultures and at least five
photographs per sample were captured to estimate the interaction of
Rab proteins with α1B-adrenergic receptors by the FRET index after
treatment with either agent. The FRET index (that eliminates “bleed-
through” and “false” FRET) was quantified using ImageJ software and
the “FRET and Colocalization Analyzer” plug-in (Hachet-Haas et al.,
2006), which allows supervised computation of the FRET index em-
ploying a “pixel by pixel” method. ImageJ version 1.47b software was
obtained from the National Institutes of Health website (Rasband,
1997–2004) (Rasband, W.S., U. S. National Institutes of Health, Be-
thesda, MD).

2.4. α1B-adrenergic receptor-DsRed phosphorylation

Receptor phosphorylation was performed essentially as previously
described (Hernández-Espinosa et al., 2019), but using an anti-DsRed
antiserum for immunoprecipitation (Martínez-Morales et al., 2018;
Meizoso-Huesca et al., 2018). Briefly, cells cultured in six-well plates
were incubated for 3 h in phosphate-free Dulbecco's Modified Eagle's
media supplemented with 50 μCi/ml [32P]Pi. Labelled cells were sti-
mulated as indicated, washed with ice-cold phosphate-buffered saline,
and solubilized for 1 h in the lysis buffer described previously
(Hernández-Espinosa et al., 2019). The extracts were centrifuged, and
supernatants were incubated overnight with protein A-agarose and the
anti-DsRed antiserum generated in our laboratory (Martínez-Morales
et al., 2018; Meizoso-Huesca et al., 2018). Samples were subjected to
SDS-PAGE, transferred onto nitrocellulose membranes, and exposed for
18–24 h. The amount of phosphorylated receptor was assessed by
PhosphorImager analysis, using the ImageQuant program. Western
blotting for loading controls was performed employing the anti-DsRed
antibody, as described (Martínez-Morales et al., 2018; Meizoso-Huesca
et al., 2018).

2.5. Intracellular calcium determinations

The intracellular calcium concentration was assessed as previously
described (Hernández-Espinosa et al., 2019). Cells were serum-starved
for 2 h, then loaded with 2.5 μM of the fluorescent Ca2+ indicator,
Fura-2/AM, in Krebs-Ringer-HEPES containing 0.05% bovine serum
albumin, pH 7.4 for 1 h at 37 °C, and subsequently washed three times
to eliminate unincorporated dye. Fluorescence measurements were
carried out at 340- and 380-nm excitation wavelengths and at a 510-nm
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emission wavelength, with a chopper interval set at 0.5 s, utilizing an
Aminco-Bowman Series 2 Luminescence Spectrometer (Rochester, NY).
Intracellular calcium levels were calculated, according to Grynkiewicz
et al. (1985).

2.6. Statistical analysis

When data were normalized, the average of the baseline values
obtained in these experiments was considered as 100%; the error bars
of the baseline corresponding to the dispersion of these values.
Statistical comparison among the different conditions was performed
using ANOVA with Bonferroni's post-test using the software included in
the GraphPad Prism version 8 program.

3. Results

NA (10 μM, in the presence of 0.1 μM propranolol) induces α1B-
adrenergic receptor-Rab5 interaction, as reflected by FRET (Alfonzo-
Méndez et al., 2017; Castillo-Badillo et al., 2015). This finding was
confirmed in the present work, and it was observed that preincubation
for 30 min with 100 μM paroxetine, essentially blocked this interaction
(Fig. 1, panels A and B). The preincubation period and the concentra-
tion of paroxetine were selected based on preliminary experiments and
previous data with other receptors (β2-adrenergic receptors, α1D-adre-
nergic receptors, and S1P1 receptors) (Alfonzo-Méndez et al., 2018;
Guo et al., 2017; Martínez-Morales et al., 2018). Paroxetine is an an-
tidepressant commonly used in clinical practice that has been found to
inhibit GRK2 activity (Homan et al., 2014; Schumacher et al., 2015;
Thal et al., 2011, 2012). Therefore, our pharmacological experiments
suggested that GRK2 activity could be involved in the ability of NA to
induce α1B-adrenergic receptor-Rab5 interaction.

This possibility was tested employing a different approach. Cells
were co-transfected with a mixture of plasmids to express the adre-
nergic receptor and Rab5 with or without a dominant-negative mutant
of GRK2 (DN-GRK2). As shown in Fig. 2 (panels A and B), the mutant
kinase was able to block α1B-adrenergic receptor-Rab5 interaction.
Expression of the GRK2 mutant was confirmed by Western blotting

(Supplementary Fig. S1).
It was observed, using mutagenesis and functional experiments, that

three serines at the carboxyl tail of the hamster α1B-adrenergic receptor
were targets of GRK2 (Diviani et al., 1997). Mutagenesis of the
equivalent sites in the human ortholog only partially reproduced the
observed effects (Hernández-Espinosa et al., 2019). Mass spectrometry
analysis of the human α1B-adrenergic receptors revealed that, under the
action of the agonist, NA, many sites were phosphorylated and only one
serine equivalent of those detected in the experiments with the hamster
ortholog was found to be phosphorylated (i. e. S406 (Hernández-
Espinosa et al., 2019)). These differences could be due to the receptor
orthologs employed and the cells in which the receptors were ex-
pressed, among other factors, as already discussed (Hernández-Espinosa
et al., 2019). We explored whether the S406, 410,412A mutant ex-
presses an altered α1B-adrenergic receptor-Rab5 interaction. Fig. 3

Fig. 1. Effect of paroxetine on α1B-adrenergic receptor-Rab5 interaction. Cells
co-expressing DsRed-tagged α1B-adrenergic receptors and eGFP-tagged Rab5
were preincubated for 30 min in the absence of any agent (NONE) or the pre-
sence of 100 μM paroxetine (PAR). After this preincubation, cells were chal-
lenged with no agent (B, baseline) or 10 μM NA (with 0.1 μM propranolol) for
15 min. Cells were fixed and observed in a fluorescence confocal microscope. In
panel A, the FRET values, normalized to what was observed under baseline
conditions (100%) are presented. Plotted are the means and vertical lines re-
presenting the S.E.M. of 18–20 images for each condition; four experiments
were performed utilizing different cell preparations. ***P < 0.001; and
**P < 0.01. In panel B, representative images are presented: a) first column:
eGFP fluorescence (Rab5); b) second column: DsRed fluorescence (α1B-AR); c)
third column “FRET” (eGFP was excited, the laser to excite DsRed remained off,
and DsRed fluorescence was recorded), and d) fourth column “FRET index”
(images processed with the “FRET and Colocalization Analyzer,“). Scale bars:
15 μm.

Fig. 2. Effect of expression of a dominant-negative GRK2 mutant on α1B-
adrenergic receptor-Rab5 interaction. Cells co-expressing DsRed-tagged α1B-
adrenergic receptors (α1B-AR) and eGFP-tagged Rab5 were co-transfected with
no additional plasmid (NONE) or a plasmid for expression of a dominant-ne-
gative GRK2 mutant (DN-GRK2). Cells were challenged with no agent (B,
baseline) or 10 μM NA (with 0.1 μM propranolol) for 15 min. Cells were fixed
and observed in a fluorescence confocal microscope. In panel A, the FRET va-
lues normalized to what was observed under baseline conditions (100%) is
presented. Plotted are the means and vertical lines representing the S.E.M. of
18–20 images for each condition; four experiments were performed utilizing
different cell preparations. ***P < 0.001. In panel B, representative images are
presented, other indications as in Fig. 1.

Fig. 3. α1B-Adrenergic receptor-Rab5 interaction in cells expressing wild-type
α1B-adrenergic receptors or the S406, 410,412A receptor mutant. Cells co-ex-
pressing DsRed-tagged α1B-adrenergic receptors (α1B-AR) (wild-type or mutant
receptors) and eGFP-tagged Rab5 were challenged with no agent (B, baseline)
or 10 μM NA (with 0.1 μM propranolol) for 15 min. Cells were fixed and ob-
served in a fluorescence confocal microscope. In panel A, the FRET values
normalized to what was observed under baseline conditions (100%) is pre-
sented. Plotted are the means and vertical lines representing the S.E.M. of
18–20 images for each condition; four experiments were performed utilizing
different cell preparations. ***P < 0.001; and **P < 0.01. In panel B, re-
presentative images are presented, other indications as in Fig. 1.
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(panels A and B) depicts that NA was able to induce that the mutated-
α1B-adrenergic receptors interacted with Rab5, under the conditions
employed. It should be mentioned that the FRET signal was smaller in
cells expressing the S406, 410,412A mutant receptor as compared to
that in cells expressing the wild-type receptor, but that difference was
not statistically significant.

The impact of these conditions on α1B-adrenergic receptor inter-
nalization was examined next; the quantitative data are presented in
Fig. 4 and representative images in Fig. 5. The same conditions as those
of the experiments presented previously, were maintained, and the cells
were co-transfected with the plasmids for Rab5 expression. As shown in
Fig. 4 (panels A–D), incubation for 15 min in the presence of 10 μM NA
(with 0.1 μM propranolol) increased ~ 2-fold α1B-adrenergic receptor
internalization, as reflected by intracellular fluorescence and a decrease
in membrane delineation (Figs. 4 and 5). Interestingly, preincubation
with paroxetine (Fig. 4, panel A; Fig. 5, second column of images) or co-
transfection with plasmids for the expression of DN-GRK2 (Fig. 4, panel
B; Fig. 5 third column of images) or GDP-Rab5 (Fig. 4, panel C; fourth
column of images) markedly diminished NA-induced α1B-adrenergic
receptor internalization. NA-induced internalization of the α1B-adre-
nergic receptor S406, 410,412A mutant, as reflected by the accumula-
tion of intracellular fluorescence and decreased delineation of the
plasma membrane (Fig. 4, panel D; Fig. 5, fifth column of images).

α1B-Adrenergic receptor phosphorylation was studied next.
Experiments were carried out the same day in parallel, and the samples
were run together in the same gels to minimize variation and allow a
clearer comparison of the effects. As depicted in Fig. 6, NA was able to
induce a marked (2-fold) increase in receptor phosphorylation in cells
preincubated without any agent and non-transfected with dominant-

negative mutants. Pre-treatment with paroxetine, or transfection with
DN-GRK2 or GDP-Rab5, essentially abolished the effect of NA (Fig. 6).
It was previously shown that phosphorylation of the α1B-adrenergic
receptor S406, 410,412A mutant is increased in response to NA
(Hernández-Espinosa et al., 2019). Western blotting identified two
bands, and the band with higher Mr was that which was mainly
phosphorylated in response to NA, in agreement with previous data
(Hernández-Espinosa et al., 2019).

The effect of the different treatments on NA-induced desensitization
(homologous desensitization) was tested quantifying the intracellular
calcium response. For these experiments, cells were incubated for
15 min in the absence (NONE) or the presence of 10 μM NA (with
0.1 μM propranolol): the cells were washed twice with buffer without
agonist and then calcium tracings were recorded. Stimulation was
performed with 10 μM NA (with 0.1 μM propranolol); as a control, the
cells were also stimulated with 1 μM LPA. As presented in Fig. 7 and in
Supplementary Fig. S2, preincubation with NA essentially abolished the
response to a second stimulation, even after extensive washing (Fig. 7
and Supplementary Fig. S2, panels A). However, these cells were able to
respond to LPA, as shown in Fig. 7 (Fig 7, panel A dashed columns, see
representative tracings in Supplementary Fig. S3). Nevertheless, it was
clear that the response was of a smaller magnitude than that of cells
that were not preincubated with the adrenergic agonist (Fig. 7). Pre-
treatment with paroxetine (Fig. 7, panel B) or expression by transfec-
tion of the DN-GRK2 (Fig. 7, panel C) or GDP-Rab5 mutants (Fig. 7,
panel D) permitted a clear and consistent, although diminished, re-
sponse to NA, after pre-treatment with the adrenergic amine. The data
indicate that these treatments partially prevent homologous desensiti-
zation. The NA-induced calcium response of cells expressing the α1B-
adrenergic receptor S406, 410,412A mutant was markedly decreased
(Fig. 7, panel E).

4. Discussion

Our present data confirm the ability of NA to induce α1B-adrenergic
receptor-Rab5 interaction, as reflected by FRET (Hernández-Espinosa
et al., 2019). Such an interaction appears to require receptor phos-
phorylation by GRK2 because inhibition by paroxetine or expression of
the DN-GRK2 mutant essentially abolished such interaction. The fact
that NA was able to induce Rab5 interaction with the α1B-adrenergic
receptor S406, 410,412A mutant is consistent with the finding that the
modification of such residues for non-phosphorylatable amino acids is
insufficient to block GRK2 action and entails the suggested possibility
that other sites might participate in such an action (Hernández-
Espinosa et al., 2019).

Receptor internalization essentially paralleled the FRET data; i. e.,
paroxetine, and the expression of the DN-GRK2 mutant markedly de-
creased agonist-induced α1B-adrenergic receptor internalization and the
S406, 410,412A receptor mutant internalized, in response to the ago-
nist, which was essentially identical to that of the wild-type receptor.
Our group has previously shown that the GTPase activity of Rab5 is
essential for its interaction with α1B-adrenergic receptors (Alfonzo-
Méndez et al., 2017; Castillo-Badillo et al., 2015). Therefore, it was not
surprising that the GDP-Rab5 mutant blocked adrenoceptor inter-
nalization.

The functional consequences also appear to be consistent with the
previous findings. Both the wild-type and the S406, 410,412A mutant
of the α1B-adrenergic receptors were markedly desensitized in response
to the agonist, NA, exhibiting no response to the second stimulus. As
shown, the response to the unrelated agent, LPA, was only marginally
decreased. These data indicate that depletion of the calcium stores does
not fully account for the observed effect; however, in that a decrease in
response to the bioactive lipid was observed, in cells preincubated with
NA, the possibility that depletion of the calcium stores might partici-
pate cannot be completely ruled out. As described under Results, pre-
incubation with paroxetine or expression of the dominant-negative

Fig. 4. Effect of the different experimental conditions on α1B-adrenergic re-
ceptor internalization. Cells were co-expressing Rab5 (panels A, B, and D) or
GDP-Rab5 (panel C) and the wild-type (panels A, B, and C) or the S406,
410,412A α1B-adrenergic receptor (α1B-AR) mutant (panel D). In panel A, cells
were preincubated with 100 μM paroxetine for 30 min. In all panels, cells were
challenged with no agent (B, baseline) or 10 μM NA (with 0.1 μM propranolol)
for 15 min; samples were fixed and observed using fluorescence confocal mi-
croscopy, and intracellular fluorescence was quantified. Plotted are the means
and vertical lines representing the S.E.M. of 20–25 images for each condition;
five experiments were performed utilizing different cell preparations.
***P < 0.001.
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mutants of GRK2 or Rab5 allowed partial recovery of the response to
NA. These data strongly indicate the role of these proteins in the
functional desensitization of α1B-adrenergic receptor responsiveness.

The ability of expression of DN-GRK2 to attenuate α1B-adrenergic
receptor phosphorylation markedly, was no surprise; this protein is

known to participate in agonist-induced phosphorylation and in the
traffic of many G protein-coupled receptors (Komolov and Benovic,
2018; Moore et al., 2007; Ribas et al., 2007), including α1B-adrenergic
receptors (Diviani et al., 1996). The protein activity seems to be es-
sential for this action. The ability of paroxetine to decrease α1B-adre-
nergic receptor phosphorylation was also expected, because it has been
shown that this antidepressant directly interacts with GRK2 and blocks
its activity (Homan et al., 2014; Thal et al., 2012). It has been observed
that paroxetine blocks agonist-induced desensitization and phosphor-
ylation of β2-adrenergic receptors, and for both β1-and β2-adrenergic
receptors, paroxetine decreases ligand-induced β-arrestin 2 recruitment
and subsequent receptor internalization (Guo et al., 2017). This finding
prompted the possibility of a new therapeutic niche for this anti-
depressant. It was observed that paroxetine-mediated GRK2 inhibition
reverses cardiac dysfunction and remodeling after myocardial infarc-
tion in mice (Schumacher et al., 2015). There is also some evidence
suggesting that paroxetine is effective for improving cardiac function in
patients with acute myocardial infarction (Tian et al., 2016). It has also
been demonstrated that paroxetine can block the phosphorylation of
other G protein-coupled receptors, including the sphingosine-1-phos-
phate S1P1 receptors (Martínez-Morales et al., 2018), the α1D-adre-
nergic receptors (Alfonzo-Méndez et al., 2018), and the chemokine
receptor CXCR4 (Dinkel et al., 2018). Our present findings add the α1B-
adrenergic receptors to this list.

The data also indicate that Rab5 plays a role in these events. The
ability of the expression of the GDP-Rab5 mutant to decrease NA-in-
duced α1B-adrenergic receptor internalization and desensitization of the
calcium response could have been anticipated. There is evidence that
this Rab5 mutant decreases internalization of other GPCRs, such as
dopamine D2 receptors (Iwata et al., 1999) or lysophosphatidic acid
LPA1 receptors (Murph et al., 2003); the roles of different Rab proteins,
in receptor internalization, have been reviewed previously (Wang et al.,
2018). However, the ability of the Rab5 mutant to diminish NA-medi-
ated α1B-adrenergic receptor phosphorylation was unexpected. A con-
sistent, but statistically insignificant, decrease in baseline receptor
phosphorylation was also observed when the GDP-Rab5 mutant was

Fig. 5. Representative images of the α1B-adrenergic receptor (α1B-AR DsRed) internalization experiments; data analysis and other indications are shown in Fig. 4.

Fig. 6. Effect of the different experimental conditions on α1B-adrenergic re-
ceptor phosphorylation. Cells were co-expressing Rab5 or GDP-Rab5 (in-
dicated) and the wild-type α1B-adrenergic receptor (α1B-AR-DsRed). Where in-
dicated, co-transfection with plasmids for expression of DN-GRK2 or GDP-Rabs
was performed. Preincubation with 100 μM paroxetine (PAR) was for 30 min.
Cells were challenged with no agent (B, baseline) or 10 μM NA (with 0.1 μM
propranolol) for 15 min and processed as indicated under Materials and
Methods. Plotted are the means and vertical lines representing the S.E.M. of ten
experiments utilizing different cell preparations. ***P < 0.001; and
**P < 0.01. A representative autoradiograph (32P) and a representative
Western Blot are shown above the graph.
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expressed. Our data indicate that NA triggers α1B-adrenergic receptor-
Rab5 interaction as reflected by FRET ((Alfonzo-Méndez et al., 2017;
Castillo-Badillo et al., 2015) and the present results), but no FRET is
observed with the inactive GDP-Rab5 mutant (Castillo-Badillo et al.,
2015). In previous work, α1B-adrenergic receptor-Rab5 co-im-
munoprecipitation was observed, but this was not modified by receptor
activation (Castillo-Badillo et al., 2015). In other words, the data on co-
immunoprecipitation suggested that, in the absence of agonist, the α1B-
adrenergic receptors might be found in a signaling complex with Rab5,
permitting co-immunoprecipitation, but not within the physical dis-
tance (10–100 Å) that allows FRET to occur; agonist-induced receptor
activation might lead to a conformational change that permits α1B-
adrenergic receptor-Rab5 interaction. There is also evidence that some
Rab proteins can directly interact with G protein-coupled receptor do-
mains and that, in some cases, this occurs preferentially with the GDP-
bound form (inactive, dominant negative) (Dong et al., 2010; Hamelin
et al., 2005; Parent et al., 2009; Wang et al., 2018). Therefore, it seems
possible that the GDP-Rab5 mutant might alter α1B-adrenergic receptor
phosphorylation by interfering with the action of GRK2 in the signaling
complex, but this remains to be experimentally demonstrated.
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