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Resumen 

El receptor α1D-adrenérgico es una proteína de siete dominios transmembranales que 
ejerce una gran cantidad de funciones biológicas, las cuales tienen un impacto importante 
en el desarrollo de la hipertensión arterial y la hiperplasia prostática benigna. 
Recientemente, reportamos que diferentes patrones de fosforilación controlan la 
desensibilización del receptor α1D-adrenérgico. Sin embargo, hasta el momento, no existen 
datos que reporten el papel de los diferentes sitios de fosforilación de este receptor en su 
función, señalización y localización subcelular. Para evaluar dichas funciones, mutamos 
aquellos residuos potencialmente fosforilables localizados en la tercera asa intracelular y 
en el extremo carboxilo terminal, por aminoácidos no fosforilables. Nuestros resultados 
confirman que estos residuos son fosforilados por diversas proteínas cinasas en respuesta 
a estímulos, como noradrenalina y ésteres de forbol. Además, identificamos que los 
residuos fosforilados localizados en el extremo carboxilo terminal, están organizados en 
dos grupos cercanos entre sí, así como dos residuos aislados en la región proximal (T442) 
y distal (S543) de este dominio intracelular.  Nuestros resultados indican que la fosforilación 
del grupo distal (T507, S515, S516 y S518) favorece la presencia del receptor α1D-
adrenérgico en la membrana plasmática; estos datos fueron confirmados cuando tales 
residuos fueron mutados por acido aspártico, permitiendo la generación de mutantes fosfo-
miméticas que se localizaron en la membrana plasmática. Por otro lado, encontramos que 
la fosforilación de S442 en respuesta a noradrenalina y ésteres de forbol, es necesaria para 
la unión del receptor α1D-adrenérgico con las β-arrestinas 1/2 endógenas. Adicionalmente, 
observamos que cualquier mutación puntual en el extremo carboxilo de este receptor, 
resulta en una activación sostenida de ERK1/2. Por el contrario, la movilización de calcio 
intracelular parece estar controlada tanto por la fosforilación de la tercera asa intracelular 
como por la del extremo carboxilo.  
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Abstract 

The human α1D-adrenergic receptor is a seven transmembrane-domain protein that exerts 
an important impact on the development of hypertension and benign prostatic hyperplasia. 
We recently reported that different phosphorylation patterns control α1D-adrenergic receptor 
desensitization. However, to our knowledge, there is no data regarding the role(s) of this 
receptor’s specific phosphorylation residues in its subcellular location and signaling profile. 
In order to address this issue, we mutated the identified phosphorylated residues located on 
the third intracellular loops and carboxyl tail.  In this way, we experimentally confirmed α1D-
adrenergic receptor phosphorylation sites and identified, in the carboxyl tail, two groups of 
residues in close proximity to each other, as well as two individual residues in the proximal 
(T442) and distal (S543) regions. Our results surprisingly indicate that phosphorylation of 
the distal cluster (T507, S515, S516 and S518) targets α1D-adrenergic receptor at the 
plasma membrane, i.e., substitution of these residues for unphosphorylatable amino acids 
results in the intracellular location of the receptors, whereas phospho-mimetic substitution 
allows plasma membrane localization. Moreover, we found that S442 phosphorylation is 
necessary for agonist- and phorbol ester-induced receptor colocalization with β-arrestins. 
Additionally, we observed that mutations in any of the phosphorylated residues at the 
carboxyl tail resulted in sustained ERK1/2 activation. In contrast, mobilization of intracellular 
calcium appears to be controlled by the phosphorylation of both the third intracellular-loop 
and the carboxyl-domain residues.   
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Capítulo I 
Introducción 

 
1.1. Receptores acoplados a proteínas G 

1.1.1. Estructura y función 

  

Los receptores acoplados a proteínas G (GPCRs) comprenden la familia de proteínas de 

membrana más grande registrada en el genoma humano. Estas proteínas comparten una 

topología común de siete dominios trans-membranales (TM) y regulan las respuestas 

celulares de una gran variedad de señales extracelulares, entre las que se encuentran los 

fotones, moléculas pequeñas, péptidos y proteínas. La diversidad de los ligandos 

extracelulares se refleja en la diversidad estructural de los más de 800 GPCRs existentes. 

La transducción de señales por parte de los GPCRs es fundamental para la mayoría de los 

procesos celulares, los cuales incluyen la visión, la percepción de olores y sabores, 

funciones neurológicas, cardiovasculares, endocrinas, así como reproductivas. Esto 

convierte a los GPCRs en una super familia de proteínas que son el blanco de diversas 

estrategias experimentales y  terapéuticas (Katritch, et al., 2013). 

 

A nivel estructural, los GPCRs se caracterizan por tener siete dominios TM unidos 

por tres asas intracelulares y tres asas extracelulares, así como un extremo amino terminal 

y un extremo carboxilo terminal (Figura 1). Los GPCRs en vertebrados están comúnmente 

divididos en 5 familias, esto en base a su secuencia de aminoácidos y a su similitud 

estructural: 1) rodopsina (familia A), 2) secretina (familia B), 3) glutamato (familia C), 4) 

adhesión y 5) frizzled/taste2 (Surgand, et al., 2006). La familia de la rodopsina es la más 

grande y más diversa de éstas, sus miembros se caracterizan por tener secuencias 

conservadas, lo cual implica que comparten características estructurales así como 

mecanismos de activación. A pesar de estas similitudes, los GPCRs individuales tienen una 

combinación característica de vías de transducción de señales que incluyen a las proteínas 

G, así como vías de señalización independientes de ellas (Rosenbaum, et al., 2009).  

 

Figura 1: Estructura de GPCRs. Los GPCRs 
están compuestos por siete dominios 
transmembranales (TM) con estructura de alfa 
hélice, un extremo amino terminal (NH3) y un 
extremo carboxilo termininal (COOH), conectados 
por tres asas extracelulares (AECs) y tres asas 
intracelulares (AICs). Imagen modificada de 
Carmona-Rosas, et al., 2018.  
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Después de la unión del agonista en diversas regiones del receptor*, las regiones 

TM, así como las regiones intracelulares, adoptan cambios conformaciones que inducen el 

acoplamiento y la activación de las proteínas G heterotriméricas. Las proteínas G están 

compuestas por las subunidades Gα, Gβ y Gγ, la subunidad Gα contiene guanosín difosfato 

(GDP) en su estado inactivo. Después de la activación del receptor, el GDP es liberado de 

la subunidad Gα y es remplazado por guanosín trifosfato (GTP), lo cual disocia el dímero 

Gβγ de la subunidad Gα y activa a la proteína G. Posteriormente, la proteína G vuelve a su 

estado inactivo a través de la hidrólisis del grupo fosfato contenido en el GTP, convirtiéndolo 

nuevamente en GDP (Oldham & Hamm, 2008). Actualmente se conocen 21 subunidades 

Gα, 6 Gβ y 12 Gγ. Estas forman proteínas heterotriméricas que pueden agruparse 

típicamente en cuatro clases en base a la similitud de la subunidad Gα: Gs, Gi/o, Gq/11 y 

G12/13 (Baltoumas, et al., 2013). La combinación de las 21 subunidades Gα, 6 Gβ y 12 Gγ, 

crean diversos complejos heterotriméricos, lo cual contribuye a la especificidad tanto del 

receptor como del efector o sistema (Chung, 2013). Aunque se ha avanzado en dilucidar 

las características biológicas que regulan la función de las proteínas G, es difícil revelar con 

detalle la especificidad que existe entre las vías de señalización de los receptores y su 

interacción con las proteínas G (Figura 2). 

 

Una de las vías de señalización más relevantes de los GPCRs, es la que está 

asociada a la proteína Gq/11. Esta vía es activada por hormonas capaces de movilizar calcio 

intracelular y de estimular a la enzima fosfolipasa C-β (PLC-β), la cual promueve la 

producción de los segundos mensajeros inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). 

El IP3 produce la liberación de calcio almacenado en pozas intracelulares, mientras que el 

DAG recluta y activa a la proteína cinasa C (PKC), la cual tiene la capacidad de fosforilar 

diversos GPCRs, así como una gran cantidad de enzimas y proteínas. La conexión de estas 

moléculas ha sido ampliamente caracterizada. En varios tipos celulares, la movilización de 

calcio intracelular activa canales de calcio localizados en la membrana plasmática, lo cual 

permite la entrada de calcio extracelular hacia el interior de la célula para rellenar las pozas 

intracelulares o para aumentar todavía más la concentración de calcio (Neves, et al., 2002).    

 

 

*Existen distintas formas de activación de GPCRs dependiendo del tipo de ligando y la región del receptor a 
la que este se une. Las regiones involucradas en la unión del ligando son la zona TM (sitio de unión exclusivo 
para fotones, aminas biogénicas, nucleósidos, eicosanoides, lípidos [ácido lisofosfatídico y esfingosina 1-
fosfato]); la zona TM y las asas extracelulares (sitios de unión exclusivos para péptidos de ≤ 40 aminoácidos); 
las asas extracelulares y la región amino terminal (sitios de unión exclusivos para polipéptidos  de ≤ 90 
aminoácidos), y la región amino terminal (sitio de unión exclusivo para glicoproteínas de ≥ 30 kDa). Las 
interacciones entre los ligandos y los receptores pueden involucrar puentes de hidrogeno, asociaciones 
iónicas y contactos hidrofóbicos  (Ji, et al., 1998). 
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Dentro de las múltiples vías de señalización, los GPCRs tienen la capacidad de 

regular canales iónicos y cinasas, las cuales tienen efectos sobre la proliferación y la 

supervivencia celular. Existe también una gran variedad de proteínas que se unen a los 

GPCRs, lo cual permite una mayor regulación de sus funciones. Cada una de las vías de 

señalización de los GPCRs tiene una cinética y una localización celular particular. Bajo 

diferentes circunstancias, el mismo receptor podrá inducir la apoptosis o promover la 

proliferación celular (Jacobson, 2015).     

Aunque los GPCRs operan principalmente a través de su acoplamiento con las 

proteínas G, su interacción con otras proteínas de andamiaje, como las β-arrestinas, 

pueden tener un impacto sobre diversos eventos de señalización. Ciertos ligandos pueden 

potencialmente activar una vía de señalización en vez de otra, el cual es un fenómeno 

conocido como agonismo sesgado o selectividad funcional. Los agonistas sesgados 

pueden selectivamente influir en vías de señalización que pueden ser usadas como blancos 

terapéuticos, sin embargo, algunos otros ligandos sesgados tienen la capacidad de activar 

Figura 2: Representación esquemática de la regulación de funciones sistemáticas por señalización 
a través de proteínas G. Diversos agentes extracelulares como hormonas (por ejemplo, glucagón, 
hormona luteinizante y adrenalina), neurotransmisores (acetilcolina, dopamina y serotonina), citosinas (IL-
8), así como mediadores locales, (ácido lisofosfatídico [LPA]), señalizan a través de cuatro familias de 
proteínas G para regular diversos elementos de la maquinaria celular, como enzimas, canales iónicos y 
reguladores transcripcionales. La modulación de dicha maquinaria celular altera un gran número de 
funciones celulares, como cambios en el metabolismo en el hígado y el músculo, así como alteraciones en 
el ritmo cardiaco. Estas actividades celulares contribuyen a la regulación de sistemas a gran escala, como 
la homeostasis, el aprendizaje y la memoria. Por lo tanto, las vías de señalización asociadas a las proteínas 
G propagan información reguladora a través de diversos estratos que incrementan su complejidad 
organizacional. En todos los niveles, los ejemplos ilustrados en la presente figura son solo algunos de los 
agentes extracelulares que se acoplan a la familia de proteínas G, y por lo tanto, son capaces de regular 
diversas vías de señalización. Imagen modificada de Neves, et al; 2002.   
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vías de señalización que producen efectos secundarios indeseables en los pacientes. A 

pesar de su importancia en el campo de la biología y la medicina, los aspectos estructurales 

y mecánicos que subyacen a la señalización sesgada, no han sido completamente 

entendidos (Kenakin & Christopoulos, 2013; Venkatakrishnan et al., 2013).   

 

Por otro lado, diversos estudios han revelado que en la ausencia de un agonista, la 

mayoría de los GPCRs oscilan entre el estado inactivo y el estado activo, el cual a su vez, 

provoca la señalización (Lefkowitz, et al., 1993; Kenakin, 2001). El tiempo en el que el 

receptor se encuentra en el estado activo en la ausencia del agonista, es muy corto (el 

equilibrio favorece el estado inactivo), sin embargo, la actividad del receptor puede ser 

evaluada. Los agonistas no inducen al receptor a adoptar cambios conformacionales, pero 

sí a estabilizar y mantener la conformación alcanzada espontáneamente (Kobilka & Deupi, 

2007). Adicionalmente, los GPCRs son capaces de adoptar diferentes conformaciones 

(Figura 3, denotado como R*1, R*2, R*3, sucesivamente). Después de la unión estable del 

agonista, es concebible que solo una conformación principal del receptor se estabilice, 

promoviendo una cascada de señalización (como A1R*1 de la figura 3) o, que más de una 

conformación del receptor y su señal sean alcanzadas (como A1R*1 y A1R*2). Con el mismo 

receptor, otro agonista (A2, en la figura 3) puede estabilizar sólo una de aquellas 

conformaciones, ser un agonista parcial para alguna de las conformaciones adoptadas e 

incluso, ser un agonista inverso que reduce la actividad espontanea de un tercer estado del 

receptor. En una situación donde la función celular se encuentra comprometida, se puede 

apreciar el valor de aquellos ligandos que tienen preferencia por vías de señalización que 

resultan terapéuticas, así como la capacidad de inhibir otras vías de señalización 

indeseables para el sistema (Liggett, 2011).  

 

1.1.2. Fosforilación de GPCRs 

 

El estado de fosforilación de una proteína dada 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 fosfofato γ de una molécula de adenosín trifosfato 

(ATP), a residuos de serina, treonina o tirosina dentro de una proteína, mientras que las 

fosfatasas son hidrolasas que liberan los grupos fosfatos de los residuos previamente 

mencionados. Diversos GPCRs son sujetos a fosforilación, y esta modificación post-

transduccional está asociada con la desensibilización y el trafico intracelular del receptor 

(Tobin, et al., 2008). 
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La activación de los GPCRs por un ligando promueve la rápida fosforilación del 

receptor, el cual es un proceso que no sólo produce el desacoplamiento del receptor de la 

proteína G, sino que también induce la activación de vías de señalización independientes 

de la proteína G. Actualmente, se conoce que la fosforilación de los receptores es un 

mecanismo de regulación complejo que involucra a un amplio rango de cinasas, desde las 

cinasas dependientes de segundos mensajeros, las cinasas de receptores acoplados a 

proteínas G (GRKs), así como tirosina cinasas y las proteínas cinasas PKA, PKC, CK2 y 

CK1α. El resultado de la actividad de dichas cinasas es la hiper-fosforilación de los 

receptores en aminoácidos localizados principalmente en la tercera asa intracelular y en el 

extremo carboxilo, lo cual a su vez, promueve el reclutamiento de proteínas de andamiaje, 

como las β-arrestinas, las cuales son capaces de activar vías de señalización específicas 

mientras el receptor se encuentra ya internalizado. La complejidad en el proceso de 

fosforilación de los GPCRs permite que los receptores sean fosforilados dependiendo del 

tipo celular en el cual se encuentren expresados, por lo tanto, un receptor podría tener 

diferentes propiedades de señalización dependiendo del contexto y tipo celular (Butcher et 

al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Señalización multifuncional por GPCRs. Múltiples conformaciones 
activas de un GPCR (R) en la ausencia (R*) o presencia (AR*) de un agonista (A1 
o A2) son presentados. En la ausencia de un agonista, el receptor oscila entre 
varias conformaciones activas acompañado de una vía de señalización 
intracelular, aunque el equilibrio (señalado por el tamaño de las flechas) favorece 
el estado inactivo. La unión del agonista estabiliza una o más de las 
conformaciones activas (verde); otras pueden no ser afectadas (azul). Las 
diferencias en la estructura del agonista pueden llevar a la estabilización de 
diferentes conformaciones y diferentes señales, pueden ser menos efectivos en 
estabilizar una conformación en particular (amarillo) o, en el caso de un agonista 
inverso, pueden mover el equilibrio hacia el estado inactivo (purpura). Imagen 
modificada de Liggett, et al., 2011.  
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El proceso de fosforilación** está asociado a dos mecanismos de desensibilización 

de GPCRs: desensibilización homóloga y desensibilización heteróloga. La desensibilización 

homóloga involucra la unión del ligando con el receptor, posteriormente, las GRKs fosforilan 

al receptor en la tercera asa intracelular y en el extremo carboxilo, promoviendo así, una 

atenuación en su actividad; mientras que la desensibilización heteróloga involucra la 

fosforilación de GPCRs no activados por ligandos, dicha fosforilación es llevada a cabo por 

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

en residuos localizados principalmente en la tercera asa intracelular y en el extremo 

carboxilo (Vázquez-Prado, et al., 2003). Durante ambos procesos de desensibilización, las 

β-arrestinas son capaces de unirse al receptor para promover su internalización, al mismo 

tiempo que promueven la activación de diversas vías de señalización, como la vía de MAP 

cinasas (Figura 4) (Tóth et al., 2018).      

 

Como se mencionó previamente, diversos estudios han demostrado la existencia de 

un patrón especifico de fosforilación en los GPCRs, el cual depende del tipo de ligando que 

los active y del tipo celular en el cual se encuentran expresados. Esto indica la presencia 

de un código de fosforilación que determina de manera importante la función de un receptor 

(Tobin et al., 2008). A pesar de que los GPCRs son fosfoproteínas, dicho código de 

fosforilación ha sido estudiado solamente en un número limitado de GPCRs mediante la 

técnica de espectrometría de masas; sin embargo, recientemente, más grupos de 

investigación han empezado a emplear esta técnica de estudio para conocer el patrón de 

fosforilación de diversos receptores (Alfonzo-Méndez, et al., 2017).  

 

Algunos ejemplos de GPCRs cuyo código de fosforilación ha sido estudiado, es el 

de la rodopsina (Greene, et al., 1997), el receptor β2-adrenérgico (Nobles et al., 2011), el 

receptor de vasopresina 2 (Wu, et al., 2008), el receptor muscarinico M3 (Butcher et al., 

2011), el receptor 2 de dopamina (Jeong et al., 2013), el receptor GPR120 (Butcher et al., 

2014), el receptor para el neuropeptido FF2 (Bray et al., 2014), el receptor para la hormona 

paratiroidea (Zindel et al., 2016), así como el receptor de grelina (Bouzo-Lorenzo et al., 

2016), entre otros. Los residuos encontrados en dichos receptores parecen regular ciertas 

 
 
**La desensibilización de receptores a corto y largo plazo involucra la participación de diversas proteínas 
intracelulares, así como procesos relacionados con el tráfico vesicular. La fosforilación y el reclutamiento de 
las β-arrestinas son dos procesos esenciales que regulan la desensibilización de receptores. Adicionalmente, 
la ubiquitinación es un evento post-transduccional que tiene un papel importante en la desensibilización y 
degradación de diversos GPCRs por lisosomas y proteosomas. Igualmente, las fosfodiesterasas, proteínas 
de la familia RGS, y proteínas cinasas de anclaje A, participan también en la desensibilización de un gran 
número de receptores (Shenoy, et al., 2018).   
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características y procesos funcionales, como la inactivación del receptor, desensibilización, 

internalización, señalización e interacción con proteínas intracelulares (Alfonzo-Méndez et 

al., 2017).   

 

 

Por otro lado, varios estudios han reportado que la fosforilación de GPCRs por GRKs 

no necesariamente induce la desensibilización e internalización de los receptores, esto ha 

sido demostrado en el receptor α1B-adrenérgico (Diviani et al., 1996), el receptor de 

endotelina A y B (Usui et al., 2000; Chiba, 1999; Freedman et al., 1997), el receptor de 

tromboxano A2 (Carman et al., 1999), el receptor muscarínico M3 (Carman et al., 1999), el 

receptor para la hormona paratiroidea (Dicker, et al., 1999), el receptor para la hormona 

liberadora de tirotrofina (Willets, et al., 2008), el receptor 2C de 5-hidroxitriptamina (Willets 

et al., 2008), el receptor metabotrópico 1A de glutamato (Dale et al., 2000; Dhami, et al., 

2005) y el receptor tipo 1A de angiotensina II (Usui et al., 2000). Adicionalmente, otros 

Figura 4: Desensibilización homóloga y heteróloga de GPCRs. El proceso de fosforilación de GPCRs 
está asociado a la desensibilización homóloga, en la cual, el receptor que es activado por su ligando es 
fosforilado por GRKs en sitios localizados principalmente en la tercera asa intracelular y en el extremo 
carboxilo. Por otro lado, en la desensibilización heteróloga, el receptor puede ser fosforilado aun en la 
ausencia de su ligando, debido a la activación de proteínas cinasas dependientes de segundos 
mensajeros, como la PKC, cuya actividad catalítica se ve reflejada en la fosforilación del receptor en la 
tercera asa intracelular y en el extremo carboxilo. Durante ambos procesos de desensibilización, el 
reclutamiento de la β-arrestina hacia el receptor promueve la internalización de este en vesículas de 
clatrina.  
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estudios han propuesto que la fosforilación de receptores por parte de GRK2 podría ser 

solo un evento secundario que no tiene un efecto sobre la desensibilización e internalización 

de receptores (Pao & Benovic, 2002).  

 

El paradigma de que la fosforilación de un receptor no necesariamente induce su 

internalización, ha sido objeto de debate durante los últimos años. De hecho, esta 

desensibilización puede ocurrir a través de varios posibles mecanismos, incluyendo el 

efecto de un agonista sobre el tráfico intracelular de un receptor (Beaumont, et al., 1998), 

la unión de GRKs (Diviani et al., 1996), así como el reclutamiento de las β-arrestinas 

independientemente de la fosforilación del receptor (Ferguson et al., 1996; Palczewski et 

al., 1994) (Figura 5). 

 

La habilidad de las GRKs y las β-arrestinas para promover el tráfico intracelular de 

GPCRs, puede también resultar en una separación física del receptor y la proteína G, y por 

lo tanto, regular su desensibilización (Ferguson, 2001; Krupnick & Benovic, 1998). Aunque 

cada uno de estos procesos puede contribuir a la desensibilización de un GPCR, la 

potencial habilidad de las GRKs para promover la fosforilación de receptores sin su 

consecuente internalización, es la principal idea de este paradigma (Pao & Benovic, 2002). 

 

1.2. El receptor α1D-adrenérgico 

1.2.1. Generalidades 

 

Las acciones de las catecolaminas, adrenalina y noradrenalina (NA), así como de otros 

agonistas simpaticomiméticos sintéticos, son reguladas a través de receptores 

adrenérgicos (ARs). Dichos receptores están agrupados en tres familias distintas (con tres 

miembros cada una) con base en sus características farmacológicas, similitud de 

secuencias y sus vías de señalización: α1-, α2- y β-ARs (Figura 6). La familia de los 

Figura 5: Mecanismos potenciales de desensibilización 
independientes de fosforilación de GPCRs. La unión del 
agonista promueve la interacción de tres clases de proteínas con 
los GPCRs: Las proteínas G, las GRKs y las arrestinas. La 
interacción de GRKs regula el desacoplamiento de la proteína G 
del receptor (desensibilización) a través de la fosforilación del 
receptor, la asociación física con el receptor o la asociación e 
inhibición de la proteína G. La interacción de las arrestinas con los 
GPCRs también inhibe directamente el acoplamiento del receptor 
con la proteína G, mientras que el trafico vesicular de receptores 
promueve la desensibilización y la regulación a la baja de 
receptores. Imagen modificada de Benovic, et al., 2002.  
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receptores α1-adrenergicos está constituida por el receptor α1A, α1B y α1D. Mutantes con 

actividad constitutiva de algunos de estos receptores han sido reportadas, mostrando 

información importante en el proceso de activación del receptor, su potencial oncogénico y 

sus características funcionales, mismas que permiten caracterizar agentes farmacológicos 

novedosos (Diviani et al., 1996; García-Sáinz, et al., 2010). Dicha familia de receptores 

adrenérgicos se acoplan a la proteína Gq/11, la cual promueve la actividad de la fosfolipasa 

C. Sin embargo, actualmente se sabe que estos receptores pueden acoplarse a otras clases 

de proteínas G, y por lo tanto, ser capaces de activar diferentes vías de señalización no 

canónicas. (Alfonzo-Mendez et al., 2016).  

 

1.2.2. Características funcionales del receptor α1D-adrenérgico   

 

El receptor α1D-adrenérgico (α1D-AR) tiene características particulares que han hecho de su 

estudio, un tema muy complicado e interesante (García-Sáinz & Villalobos-Molina, 2004). 

Por ejemplo, dicho receptor tiene niveles de expresión muy bajos en diversos tejidos así 

como en la membrana plasmática. Además, es un receptor constitutivamente activo, el cual 

se encuentra localizado principalmente en vesículas intracelulares (García-Sáinz & Torres-

Padilla, 1999; García-Sáinz et al., 2010; Rodríguez-Pérez et al., 2009; Alfonzo-Mendez et 

al., 2016). Por otro lado, la eliminación de los primeros 79 aminoácidos del extremo amino, 

promueven su expresión en la membrana plasmática (Hague et al., 2004) y, de hecho, 

recientemente se reportó que tal corte proteolítico en el extremo amino ocurre en modelos 

donde el receptor nativo es sobre-expresado en diversas líneas celulares (Kountz et al., 

2016). Igualmente, su heterodimerización con el receptor α1B-adrenérgico incrementa sus 

niveles de expresión en la membrana plasmática (Hague et al., 2006). En conjunto, dichos 

procesos biológicos pueden ser interpretados como mecanismos fisiológicos que permiten 

la expresión de receptores funcionales.       

Figura 6: Familia de receptores 
adrenérgicos. Los receptores adrenérgicos 
están agrupados en tres familias. Los 
receptores α1, los cuales están acoplados a 
la proteína Gq/11, misma que es capaz de 
activar a la fosfolipasa C para producir IP3 y 
DAG a partir de la hidrolisis del PIP2; los 
receptores α2, los cuales están acoplados a 
la proteína Gi/o, misma que regula de forma 
negativa a la adenilato ciclasa y la liberación 
de calcio intracelular; y los receptores β 
adrenérgicos, los cuales están acoplados a la 
proteína Gs, cuya principal función es regular 
de forma positiva a la adenilato ciclasa para 
producir cAMP. (Fain & García-Sáinz, 1980) 
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Una vez localizado en la membrana plasmática, el receptor α1D-AR tiene un 

mecanismo conservado de acción: el ligando se une a diversas regiones del receptor, lo 

cual induce cambios conformacionales que permiten su acoplamiento con la proteína Gq/11. 

Este proceso, como se mencionó anteriormente, induce la hidrólisis del fosfatidilinositol 4,5 

bifosfato por la PLC-β, dando lugar a la producción de IP3 y DAG. El IP3 permite la 

liberación de calcio intracelular, mientras que el DAG activa a la PKC. Además, el receptor 

α1D-AR es también capaz de activar la vía de señalización de ERK1/2 (Alfonzo-Mendez et 

al., 2016, Alfonzo-Méndez, et al., 2018). En comparación con los otros miembros de la 

familia de los receptores α1-AR, los mecanismos de regulación y función del receptor α1D-

AR han sido muy poco caracterizados.  

 

Nuestro conocimiento actual sobre los mecanismos moleculares y celulares que 

gobiernan la actividad de este receptor en condiciones clínicas, es aún inadecuada e 

incompleta. De hecho, numerosos estudios clínicos indican que el receptor α1D-AR tiene un 

papel fundamental en las funciones de la vejiga (Hampel et al., 2002; et al., 2005; Chen et 

al., 2005), la próstata (Walden, et al., 1999; Kojima et al., 2011), las arterias coronarias 

(Jensen et al., 2009), diversos procesos del sistema nervioso central (Mishima et al., 2004; 

Aono et al., 2015; Sadalge et al., 2003), regulación de la presión arterial (Lyssand et al., 

2008) y posiblemente, en el desarrollo del cáncer (Morelli et al., 2014). Por lo tanto, entender 

los mecanismos moleculares por los cuales el receptor α1D-AR ejerce sus funciones en 

diversos contextos celulares, abre la posibilidad de desarrollar ligandos farmacológicos con 

mejor respuesta terapéutica (Kountz et al., 2016).   

 

1.2.3. Sitios de fosforilación del receptor α1D-AR   

 

Como se ha venido describiendo, diversos grupos de investigación han estudiado los sitios 

de fosforilación de un pequeño número de GPCRs, entre los cuales se encuentra el receptor 

de la rodopsina y el receptor β2-adrenergico (Alfonzo-Méndez et al., 2017). En el caso del 

receptor α1D-AR, recientemente nuestro grupo de investigación reportó en células HEK293, 

los sitios de fosforilación de dicho receptor bajo diferentes condiciones: en condiciones 

basales, cuando el receptor es estimulado por su ligando natural (NA) y cuando las células 

son estimuladas con un éster de forbol (PMA), el cual tiene la capacidad de activar 

directamente a la PKC. El análisis de espectrometría de masas arrojó que existen 6 sitios 

potencialmente fosforilables en la tercera asa intracelular, así como 10 sitios potencialmente 

fosforilables en el extremo carboxilo. Es importante destacar que aun en condiciones 
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basales, el receptor muestra un patrón específico de fosforilación, el cual podría resultar de 

su actividad constitutiva y explicar su localización en vesículas intracelulares. Igualmente, 

en todas las condiciones en las que el patrón de fosforilación del receptor se estudió, se 

encontraron aminoácidos que son blancos de GRKs, PKC o ambas cinasas (Alfonzo-

Méndez et al., 2018). La tabla 1 muestra el código de fosforilación del receptor α1D-AR.  

 

1.3. β-arrestinas 1/2 

1.3.1. Generalidades 

 

Las β-arrestinas son una pequeña familia de cuatro proteínas homólogas que tienen un 

papel muy importante en la regulación de diversos GPCRs. La arrestina 1 (o arrestina 

visual) y la arrestina 4 (o arrestina de conos) se expresan exclusivamente en el sistema 

visual, mientras que la arrestina 2 (o β-arrestina 1) y la arrestina 3 (o β-arrestina 2) se 

expresan en múltiples tejidos (Carmona-Rosas, et al., 2018). Las estructuras cristalinas de 

las cuatro arrestinas en su conformación basal han sido reveladas, las cuales muestran la 

existencia de dos dominios principales (el dominio N y el dominio C), con estructuras β 

similares (Figura 7) (Granzin et al., 1998; Hirsch, et al., 1999; Han, et al., 2001; Park, et al., 

2016).  

Tabla 1: Sitios de fosforilación del receptor α1D-AR. Los números indican el número de residuo y las 
letras indican el aminoácido y su localización en la tercera asa intracelular y el extremo carboxilo. En rojo 
se muestran los sitios que son fosforilados por PKC cuando las células son estimuladas con PMA, en verde 
se muestran los sitios que son fosforilados por GRKs cuando las células son estimuladas con NA, y en 
amarillo se muestran los sitios que son potencialmente fosforilados por ambas cinasas. Imagen modificada 
de Alfonzo-Méndez, et al., 2018.  
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Las arrestinas fueron originalmente identificadas en el sistema visual, así como en 

otros sistemas fisiológicos debido a su habilidad de regular la desensibilización de GPCRs 

previamente activados por un ligando, impidiendo así, el acoplamiento del receptor con su 

respectiva proteína G. Sin embargo, se ha descubierto que estas proteínas también 

funcionan como adaptadores de la maquinaria endocítica, proteínas de andamiaje y 

mediadores del tráfico de diversas proteínas trans-membranales. En el caso de los GPCRs, 

ambas β-arrestinas llevan a cabo dichas funciones mediante la inhibición de la señalización 

de receptores dependiente de proteínas G, al mismo tiempo que promueven la activación 

de otras vías de señalización (Carmona-Rosas et al., 2018). Sin embargo, es importante 

destacar que el acoplamiento de la proteína G y la β-arrestina en un mismo receptor, no es 

un mecanismo mutuamente excluyente. Diversos receptores son capaces de seguir 

señalizando a través de su proteína G activa mientras se encuentran internalizados, el cual 

es un proceso dependiente de β-arrestina (Figura 8) (Ranjan, et al., 2017).   

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Estructura de la β-arrestina 
acoplada al receptor de rodopsina. El 
panel A muestra la estructura cristalina de 
la β-arrestina (café) unida al receptor de la 
rodopsina (verde). La β-arrestina contiene 
un dominio N, así como un dominio C, el 
primero interactúa con el extremo carboxilo 
del receptor para formar y estabilizar el 
complejo GPCR/β-arrestina. El panel B 
muestra un giro de 90º grados de la 
estructura mostrada en el panel A. Imagen 
modificada de Zhou, et al., 2017. 

Figura 8: Formación del complejo multi-proteico 
GPCR/proteína G/β-arrestina. La unión  de la 
proteína G y de la β-arrestina con un receptor no es 
un mecanismo mutuamente excluyente. La 
formación de este complejo proteico permite que el 
receptor siga señalizando mientras se encuentra 
internalizado en endosomas. Imagen modificada de 
Ranjan, et al., 2017.  
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1.3.2. Las β-arrestinas como proteínas adaptadoras 

 

Diversos grupos de investigación han demostrado que las vías de señalización de GPCRs 

no son exclusivamente lineales, es decir, un receptor puede acoplarse a más de un tipo de 

proteína G, mientras que otros pueden interaccionar con efectores independientes de las 

proteínas G, mediante los dominios PDZ localizados en los dominios intracelulares de los 

receptores (Reiter, et al., 2012). Como se mencionó anteriormente, además de la familia de 

proteínas G, dos familias de proteínas especificas interaccionan con un gran número de 

GPCRs en su estado conformacional activo: GRKs y β-arrestinas. Se pensaba que dichas 

proteínas limitaban su función al control de la desensibilización, internalización y 

reciclamiento de receptores (Vauquelin & von Mentzer, 2007). Sin embargo, durante la 

última década,  se ha demostrado que estas proteínas también cumplen un rol como 

transductor de señales asociadas al receptor. De especial importancia, las β-arrestinas 1/2 

son proteínas de andamiaje que interaccionan con una gran variedad de proteínas 

intracelulares, así como proteínas cinasas, promoviendo de esta manera, la fosforilación de 

múltiples sustratos citosólicos (Xiao et al., 2007). Algunos mecanismos de señalización 

regulados por las β-arrestinas incluyen la formación de fibras de estrés dependientes de 

Rho-A, la inhibición del factor nuclear kappa B, expresión de genes mediante la 

estabilización de la proteína IkB, la desfosforilación de la vía de señalización de AKT 

mediante proteínas fosfatasas, la activación de la proteína glucógeno sintasa cinasa (GSK), 

la activación de la vía de MAP cinasas, la activación de mecanismos que impiden la 

apoptosis, así como la activación de la proteína fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) (Reiter et 

al., 2012). 

 

1.3.3. Las β-arrestinas como proteínas reguladoras de GPCRs 

 

Actualmente se sabe que los GPCRs activados por ligandos son fosforilados en un proceso 

que regula el acoplamiento del receptor con vías de señalización intracelulares. 

Dependiendo de los diferentes contextos metabólicos y celulares, los patrones de 

fosforilación del receptor han dado lugar a un “código de fosforilación”, el cual tiene un papel 

fundamental en la señalización del receptor (Butcher et al., 2011). Igualmente, la interacción 

de los GPCRs con las β-arrestinas 1/2, requiere de un código especifico de fosforilación en 

el extremo carboxilo del receptor, el cual es llevado a cabo por GRKs después de la 

activación del receptor por su ligando (Zhou et al., 2017). Sin embargo, es importante 

mencionar que la generación de dicho código de fosforilación para la unión de las β-
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arrestinas, puede ser también generado por la actividad de la PKC, aunque en muy pocos 

receptores se ha estudiado este fenómeno (Tóth et al., 2018). Aunque la fosforilación del 

receptor es la señal que recluta a las β-arrestinas, esta no es la única forma en que estas 

dos proteínas pueden interaccionar (Tobin et al., 2008). Basados en el patrón de 

reclutamiento de las β-arrestinas, los GPCRs son generalmente clasificados como 

receptores tipo A o tipo B. Los receptores tipo A, como el receptor β2-adrenérgico, se unen 

de forma transitoria a las β-arrestinas y muestran un rápido reciclamiento hacia la 

membrana plasmática después de ser internalizados. Por otro lado, los receptores tipo B, 

como el receptor de vasopresina 2 (V2R), muestran una interacción más fuerte con las β-

arrestinas, además de ser sometidos a degradación por proteosoma (Figura 9). Los 

receptores tipo B usualmente tienen más grupos de residuos fosforilables de serina y 

treonina a lo largo del extremo carboxilo, mientras que los receptores tipo A muestran una 

menor presencia de dichos residuos en el extremo carboxilo. Es concebible por lo tanto, 

que dichos grupos de residuos fosforilables en los receptores tipo B, contribuyan a una 

mayor afinidad de estos GPCRs con las β-arrestinas (Kumari et al., 2016). Sin embargo, 

mediante el uso del receptor activado por proteasa-1 (PAR-1), el receptor de sustancia P y 

el receptor de leucotrieno, se ha demostrado que la fosforilación del receptor no es 

indispensable para reclutar a las β-arrestinas (Richardson et al., 2003; Chen, et al., 2004; 

Jala, et al., 2005; Tobin et al., 2008). Otros estudios han demostrado que la eliminación de 

los sitios de fosforilación del receptor de orexina OX1 y del receptor activado por proteasa-

2 (PAR-2), no impide el reclutamiento de las β-arrestinas hacia estos receptores (Milasta et 

al., 2005; Stalheim, 2005; Tobin et al., 2008). Una posible explicación a dicho fenómeno 

recae en dos distintos componentes que regulan la formación del complejo GPCR/β-

arrestina: El primero es la interacción mediante múltiples puntos de contacto entre la 

conformación activa del receptor y el sensor de activación, el cual se encuentra localizado 

en la superficie cóncava de la β-arrestina; mientras que el segundo involucra la interacción 

entre los fosfatos contenidos en el receptor fosforilado y el sensor de fosfatos localizado en 

el centro polar de la β-arrestina (Tobin et al., 2008). Además de esto, el extremo carboxilo 

de cada receptor posee un “sello distintivo” que define el perfil de señalización que dicho 

receptor mostrara. Esto se ha demostrado mediante la construcción de receptores 

quimeras, donde el extremo carboxilo del receptor β2-adrenérgico (β2-AR) es remplazado 

por el extremo carboxilo del receptor de vasopresina 2 (V2R) y viceversa; los resultados 

mostraron que la primera mutante se comporta como el receptor V2R nativo, mientras que 

la segunda mutante se comporta como el receptor β2-AR nativo (Tohgo et al., 2003). 

Igualmente, usando el mismo método experimental con el receptor PAR-2 y el receptor de 
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neuroquinina-1 (NK1R), el primero muestra el perfil de señalización del segundo, y 

viceversa (Pal, et al., 2013). Es interesante que además de los elementos estructurales que 

el extremo carboxilo de cada receptor usa para unirse a las β-arrestinas, cada receptor tiene 

un perfil de señalización único del cual el extremo carboxilo es indispensable (Carmona-

Rosas et al., 2018).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Clasificación de GPCRs con base en su unión a las β-arrestinas. Los GPCRs han sido 
clasificados en clase A y clase B dependiendo de su unión a las β-arrestinas y su patrón de internalización. 
Los receptores tipo A se unen transitoriamente a las β-arrestinas y son reciclados a la membrana 
plasmática, mientras que los receptores clase B muestra una mayor unión a las β-arrestinas y son 
posteriormente degradados por el proteosoma. Imagen modificada de Carmona-Rosas, et al., 2018.  
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Capítulo II 
Justificación y planteamiento del problema 

 

El estudio del receptor α1D-AR ha representado un reto para un gran número de grupos de 

investigación. Dicho receptor se encuentra localizado en vesículas intracelulares en 

condiciones basales, tiene actividad constitutiva y se encuentra fosforilado aun en la 

ausencia de un estímulo o ligando (Alfonzo-Mendez et al., 2016). Sin embargo, el corte de 

los primeros 79 aminoácidos del extremo amino permite su expresión en la membrana 

plasmática, lo cual sugiere que dicho dominio extracelular regula la localización subcelular 

de este receptor (Hague et al., 2004). Además, recientemente se reportó que este corte 

proteolítico ocurre en modelos donde el receptor nativo es sobre-expresado en diversas 

líneas celulares (Kountz et al., 2016). Igualmente, su dimerización con el receptor α1B-AR 

permite que el receptor α1D-AR sea reclutado hacia la membrana plasmática, permitiendo 

que esté disponible para regular las acciones de catecolaminas como la adrenalina y la 

noradrenalina (Hague et al., 2006).  

 

Por otro lado, el estudio de los sitios de fosforilación de diversos GPCRs a través de 

espectrometría de masas, ha permitido dilucidar el rol que cada sitio de fosforilación tiene 

en la función y regulación de dichos receptores (Alfonzo-Méndez et al., 2017). 

Recientemente, nuestro grupo de investigación reportó los sitios de fosforilación del 

receptor α1D-AR cuando las células en las cuales se encuentra expresado, son estimuladas 

con NA y PMA. Nuestros resultados mostraron que existen 6 residuos potencialmente 

fosforilables en la tercera asa intracelular, así como 10 residuos potencialmente 

fosforilables en el extremo carboxilo. Dicha fosforilación de residuos es llevada a cabo por 

PKC α/β y GRK2. Así mismo, reportamos el rol que tienen los residuos de la tercera asa 

intracelular y el extremo carboxilo en la regulación y función del receptor α1D-AR (Alfonzo-

Méndez et al., 2018) (Este estudio puede ser consultado en el anexo 1). A pesar de estos 

avances, nuestro trabajo se limitó a estudiar únicamente la función de los dominios 

intracelulares del receptor α1D-AR, dejando de lado el rol que cada residuo en el extremo 

carboxilo tiene en la función y regulación de dicho receptor. Por esta razón, el presente 

trabajo pretende dilucidar la función de los residuos localizados en el extremo carboxilo, así 

como su impacto en la función y regulación del receptor α1D-AR. 
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Capítulo III 
Hipótesis y objetivos 

 

3.1. Hipótesis 

 

Los sitios de fosforilación localizados en el extremo carboxilo del receptor α1D-AR regulan 

diferencialmente su función, localización subcelular y su unión a las β-arrestinas 1/2. 

 

3.2. Objetivo 

3.2.1. General 

 

Estudiar el rol que tienen los diferentes sitios de fosforilación localizados en el extremo 

carboxilo en la regulación y función del receptor α1D-AR.  

 

3.2.2. Particulares 

 

Con base en los sitios de fosforilación encontrados por espectrometría de masas en nuestro 

reciente trabajo, generar mutantes de los sitios de fosforilación localizados en el extremo 

carboxilo del receptor α1D-AR, y evaluar su repercusión funcional a los siguientes niveles: 

 

· Perfil de fosforilación cuando las células son estimuladas con noradrenalina (NA) y 

ésteres de forbol (PMA). 

· Localización subcelular en condiciones basales. 

· Movilización de calcio intracelular en respuesta a la estimulación con NA y ácido 

lisofosfatídico (LPA). 

· Activación y regulación de la vía de MAPK/ERK.  

· Perfil de internalización en respuesta a la estimulación con NA y PMA. 

· Unión a las β-arrestinas 1/2 en respuesta a la estimulación con NA y PMA. 
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Capítulo IV 
Material y métodos 

 

4.1. Reactivos 

 

Noradrenalina (-) (NA), propanolol, bisindolylmaleimida I (BIM-I), forbol 12-miristato-13-

acetato (PMA) y el ácido lisofosfatídico (LPA), fueron obtenidos de Sigma-Aldrich Chemical. 

AG1478 fue obtenido de Calbiochem y el EGF fue obtenido de Preprotech. [32P]Pi (8500–

9120 Ci/mmol) fue comprado a Perkin-Elmer Life Sciences. El medio de Eagle modificado 

por Dulbecco, 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 y 

la aglutinina de germen de trigo, fueron comprados a Invitrogen-Life Technologies. Las 

membranas de difluoruro de polivinilideno fueron obtenidas de BioRad, y el kit de 

quimioluminiscencia “Super Signal West”, fue comprado a Thermo Fisher Scientific. La 

polietilenimina fue obtenida de Polyscience. La proteína A acoplada a agarosa fue obtenida 

de Merck-Millipore. El anticuerpo monoclonal anti-GFP fue obtenido de Clontech (número 

de catálogo 632381, lote A5033481), mientras que el anticuerpo policlonal anti-GFP fue 

generado en nuestro laboratorio (Avendaño-Vázquez, et al., 2005). El anticuerpo anti-fosfo-

ERK (Thre202/Tyr204) (número de catálogo 9101S, lote 30) y anti-total-ERK (p42/44) 

(número de catálogo 4695S, lote 21) fueron obtenidos de Cell Signaling Technology; el 

anticuerpo monoclonal anti-β-arrestina1/2 (número de catálogo sc-7491, lote D1615), fue 

obtenido de Santa Cruz Biotechnology (Sc-74591). La tetrametil-rodamina conjugada 

AffiniPure raton anti-conejo IgG (código 715-025-150) fue obtenida de Jackson 

Immunology. Los RNA de interferencia (siRNA) para β-arrestina 1 (número de catálogo 

AM16708, lote AS027ZUU), β-arrestina 2 (número de catálogo AM16708, lote AS027ZUT) 

y el siRNA “scramble” (número de catálogo AM4611, lote AS026WKE) fueron comprados a 

Thermo Fisher Scientific.  Los anticuerpos secundarios fueron obtenidos de Jackson 

Immuno-Research y Zymed (Thermo Fisher Scientific). La dilución de anticuerpos fue de 

1:1000 para los anticuerpos primarios y de 1:10,000 para los anticuerpos secundarios.  

 

4.2. Plásmidos 

 

El cDNA que codifica para la versión truncada del extremo amino, así como para la versión 

truncada del extremo amino y del extremo carboxilo del receptor α1D-AR unidos a la EGFP 

(construcciones ∆1-79 y ∆1-79/∆440-572, respectivamente [Rodríguez-Pérez, et al., 2009]), 
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fueron subclonados en el plásmido pEGFP-N1 (Clontech). Estas construcciones fueron 

posteriormente subclonadas en el plásmido pCDNA5/FRT/TO para generar las 

construcciones p∆N-α1D-AR-EGFP y p∆N∆C-α1D-AR-EGFP (Flp-In T-rex expression 

system, Invitrogen). Las construcciones previas fueron mutadas 

(S300/323/331/332/334A,T328V) para generar las construcciones p∆N-MutIL3-EGFP y 

p∆N∆C-MutIL3-EGFP. La construcción p∆N-MutIL3-EGFP fue posteriormente usada como 

templado para mutar y generar las siguientes mutantes: p∆N-MutIL3-T442V-EGFP, p∆N-

MutIL3-S543A-EGFP, p∆N-MutIL3-T477V,S486/492A-EGFP, p∆N-MutIL3-

T507V,S515/516/518A-EGFP, p∆N-MutIL3-T477V,S486/492A,T507V,S515/516/518A-

EGFP, p∆N-MutIL3-T442/477V,S486/492A,T507V,S515/516/518/543A-EGFP, p∆N-

MutIL3-T477D,S486/492D-EGFP, p∆N-MutIL3-T507D,S515/516/518D-EGFP y p∆N-

MutIL3-T442/477D,S486/492D,T507D,S515/516/518/543D-EGFP. Todas estas 

construcciones fueron elaboradas comercialmente por Mutagenex, Inc. La inserción 

adecuada así como las mutaciones, fueron confirmadas por secuenciación (Mutagenex, 

Inc) (Las características de cada plásmido pueden ser consultadas en el anexo 2). El 

plásmido para la expresión de la dominante negativa de la GRK2 fue donado por el Dr. 

Jeffrey Benovic (Thomas Jefferson University) (Kong, et al., 1994).  

 

4.3. Líneas celulares y transfecciones 

 

Las líneas celulares parentales HEK293 (células embrionarias de riñón humano) Flp-In T-

rex (Invitrogen) fueron cultivadas en medio de Eagle modificado por Dulbecco, 

suplementado con 10% de suero fetal bovino, 100µg/ml de estreptomicina, 100U/ml de 

penicilina y 0.25µg/ml de amfotericina B. Para generar las líneas celulares del receptor 

inducible, las líneas celulares parentales HEK293 Flp-In T-rex fueron transfectadas con el 

plásmido pCDNA5/FRT/TO, el cual contiene el cDNA que codifica para las mutantes del 

receptor α1D-AR previamente descritas, así como el pOG44, usando Lipofectamina 2000, 

de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las células transfectadas fueron 

seleccionadas con 100µg/ml de higromicina B y 5µg/ml de blasticidina, como ya se ha 

descrito en otros estudios (Alfonzo-Méndez et al., 2018; Ward, et al., 2011; Sánchez-Reyes 

et al., 2014)  La expresión del receptor fue inducida con 1µg/ml de doxiciclina de 14 a 24 

horas antes de iniciar los experimentos. En todos los experimentos donde se usó 

noradrenalina, se añadió 1µM de propranolol para bloquear las acciones sobre los 

receptores β-adrenérgicos, dicho compuesto no tiene ningún impacto sobre los parámetros 

basales de los experimentos. En aquellos ensayos donde se usó la dominante negativa de 
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la GRK2, el plásmido fue transfectado usando polietilenimina (Ming Hsu & Uluda Ğ, 2012) 

y los experimentos fueron realizados 72 horas después de la transfección. En los 

experimentos donde se bloqueó la expresión de las β-arrestinas  1/2, los siRNAs de la β-

arrestina 1 y β-arrestina 2, fueron mezclados y transfectados a las células con 

Lipofectamina 2000 siguiendo las instrucciones de manufactura, 48 horas antes de realizar 

los experimentos.   

 

4.4. Colocalización de receptores con el marcador de membrana plasmática 

 

Las líneas celulares transfectadas fueron sembradas a un 50% de confluencia en cajas 

Petri con fondo de vidrio y cultivadas por 24 horas a 37°C en medio con 1% de suero. 

Posteriormente, las células fueron lavadas con PBS y fijadas con 4% de parafolmaldehido 

en buffer de fosfatos 0.1 M, por 30 minutos a temperatura ambiente, y lavadas nuevamente 

tres veces con PBS. Una vez fijadas las células, estas fueron marcadas con 1 mg/ml de 

aglutinina de germen de trigo e incubadas por 20 minutos a temperatura ambiente. 

Finalmente, las muestras fueron lavadas tres veces con PBS. Las imágenes de microscopia 

confocal fueron obtenidas en un microscopio Olympus Fluoview FV10, con un objetivo de 

inmersión de aceite de 60x, un zoom de 5.0, una apertura focal de 2.0, una calidad de 

imagen de x16, y un tamaño de imagen de 512 x 512. Para determinar la colocalización del 

receptor α1D-adrenérgico con la membrana plasmática, la sobreposición de los dos 

fluoróforos (EGFP/Alexa 350) fue medido usando el software ImageJ (Collins, 2007). Las 

imágenes representativas mostrando el canal verde fluorescente, el canal azul fluorescente, 

la fusión de imágenes y las imágenes de colocalización pixel por pixel, son presentadas. Al 

menos 10 diferentes imágenes por condición fueron obtenidas en cada experimento.        

 

4.5. Fosforilación de receptores 

 

La fosforilación de receptores fue llevada a cabo con base en reportes anteriores 

(Rodríguez-Pérez, et al., 2009; Alfonzo-Méndez et al., 2018). Las células fueron sembradas 

en cajas de seis pozos e incubadas durante 3 horas con medio de Eagle modificado por 

Dulbecco libre de fosfatos, y suplementado con 50μCi/ml [32P]Pi. Las células marcadas 

fueron estimuladas con los compuestos indicados y lavadas con buffer de fosfatos salina 

(137.9mM NaCl, 2.7mM KCl, Na 2HPO 4 10mM; pH7.4) (PBS) y solubilizadas por 1 hora en 

buffer de lisis (Alfonzo-Méndez et al., 2018). Los extractos fueron centrifugados y los 

supernadantes fueron incubados toda la noche con proteína A agarosa y suero anti-EGFP 
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generado en nuestro laboratorio (Avendaño-Vázquez et al., 2005). Las muestras fueron 

sujetas a SDS-PAGE, transferidas a membranas de nitrocelulosa y expuestas por 24 horas. 

La cantidad de receptor fosforilado fue evaluada por análisis de fosfo-imagenr analysis. Los 

Western-Blots para los controles de carga se realizaron usando un anticuerpo comercial 

anti-EGFP (Clontech). 

 

4.6. Determinación de calcio intracelular 

 

Las concentraciones de calcio intracelular fueron determinadas con base a reportes previos 

(Rodríguez-Pérez, et al., 2009; Rodríguez-Pérez, et al., 2009; Alfonzo-Méndez et al., 2018). 

Resumiendo, las células fueron ayunadas de suero  por dos horas, posteriormente, fueron 

incubadas con 2.5µM del marcador fluorescente de calcio, Fura-2/AM, en buffer Krebs-

Ringer-HEPES, con 0.05% de albumina bovina, a un pH de 7.4 por 1 hora a 37ºC. Las 

células marcadas fueron lavadas 3 veces para eliminar los residuos de marcador no 

incorporados. La medición de fluorescencia fue evaluada con longitudes de onda de 

excitación de 340 y 380 nm, una longitud de onda de emisión de 510 nm y un intervalo de 

corte establecido de 0.5 s, usando un espectrofluorómetro de luminiscencia Aminco-

Bowman Series 2. Los niveles de calcio intracelular fueron calculados como se ha descrito 

en estudios previos (Alfonzo-Méndez et al., 2018). 

 

4.7. Fosforilación de ERK1/2 

 

Las células fueron ayunadas 2 horas antes de realizar los experimentos. Después de la 

estimulación con los compuestos indicados, las células fueron lavadas con buffer de 

fosfatos salina frio y lisados con buffer Laemmli (Laemmli, 1970). Los lisados fueron 

centrifugados a 12,000 x g por 5 minutos, y el sobrenadante de proteínas fue separado por 

SDS-PAGE. Las proteínas fueron electrotransferidas en membranas de PVDF y 

posteriormente, los ensayos de Western-Blot fueron llevados a cabo. Se corrieron muestras 

por duplicado en paralelo para determinar la actividad de t-ERK y p-ERK. Para la 

normalización de los datos, la respuesta máxima fue considerada como el 100%.  

 

4.8. Internalización de receptores y colocalización con las β-arrestinas 1/2 endógenas  

 

Los ensayos de internalización y colocalización con las β-arrestinas 1/2 endógenas fueron 

realizados en base a estudios previos (Alcántara-Hernández et al., 2017). Las líneas 
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celulares transfectadas fueron sembradas a un 50% de confluencia en cajas Petri con fondo 

de vidrio y cultivadas por 24 horas a 37ºC en medio con 1% de suero y estimuladas con los 

compuestos descritos. Después de la estimulación, las células fueron lavadas con PBS y 

fijadas con 4% de parafolmaldehido en buffer de fosfatos 0.1 M, por 30 minutos a 

temperatura ambiente, y posteriormente lavadas tres veces con PBS. Para determinar la 

internalización del receptor, la fluorescencia intracelular fue cuantificada usando el software 

ImageJ (Collins, 2007). Para determinar la colocalización del receptor α1D-adrenérgico con 

las β-arrestinas 1/2 endógenas, las células fueron fijadas como se indicó previamente, y las 

muestras fueron permeabilizadas con Tritón X-100 al 0.3%, por 15 minutos a 4ºC. Las 

células fueron posteriormente incubadas con BSA al 3% por 1.5 horas a temperatura 

ambiente, en la ausencia o presencia de anticuerpo anti-β-arrestina 1/2 (1:200), con 3% de 

BSA en buffer salino con Tris base 50mM, pH de 7.4, y con 0.1% de Tween 20. Después 

de este proceso, las muestras fueron lavadas dos veces, e incubadas por dos horas en el 

mismo buffer con anticuerpo secundario conjugado con tetrametil-rodamina (1:500), y 

posteriormente lavadas con PBS en agitación suave. Las imágenes de microscopia 

confocal fueron obtenidas en un microscopio Olympus Fluoview FV10, con un objetivo de 

inmersión de aceite de 60x, un zoom de 5.0, una apertura focal de 2.0, una calidad de 

imagen de x16, y un tamaño de imagen de 512 x 512. Para determinar la colocalización del 

receptor α1D-adrenérgico-EGFP con las β-arrestinas 1/2 marcadas con rodamina, la 

sobreposición de los dos fluoróforos (EGFP/rodamina) fue medido usando el software 

ImageJ (Collins, 2007). Las imágenes representativas mostrando el canal verde 

fluorescente, el canal rojo fluorescente, la fusión de imágenes y las imágenes de 

colocalización pixel por pixel, son presentadas. Al menos 10 diferentes imágenes por 

condición fueron obtenidas en cada experimento.        

 

4.9. Análisis estadístico     

 

La comparación estadística entre grupos fue evaluada usando un análisis de varianza 

paramétrico (ANOVA), y usando una prueba post-hoc de Bonferroni. Para los análisis de 

relación entre la fosforilación y la movilización de calcio intracelular, se realizó un análisis 

de correlación de Pearson (Pearson’s r). Se usó el software incluido en el programa 

GraphPad Prism 6 para realizar dichos análisis. Un valor mínimo de p<0.05 fue considerado 

como estadísticamente significativo (Significativo [*], hasta altamente significativo [***]).  
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Capítulo V 
Resultados 

 
5.1. Sitios de fosforilación del receptor α1D-AR, mutagénesis dirigida y fosforilación 

de receptores 

 

Usando la técnica de espectrometría de masas, recientemente reportamos que el receptor 

α1D-AR contiene seis sitios potencialmente fosforilables  (S300, S323, T328, S331, S332, 

S334) en la tercera asa intracelular (IL3), así como diez sitios potencialmente fosforilables 

(S441, T442, T477, S486, S492, T507, S515, S516, S518, S543) en el extremo carboxilo 

(Alfonzo-Méndez et al., 2018). Es importante mencionar que el residuo S441 se encontró 

únicamente en uno de los tres ensayos de espectrometría de masas, por lo cual, al 

considerarlo un residuo inconsistente, fue descartado de futuros estudios. Uno de los 

objetivos principales del presente trabajo, fue mostrar experimentalmente el rol que cada 

residuo en el extremo carboxilo tiene en la función del receptor α1D-AR. Para dicho 

propósito, primero identificamos que los sitios de fosforilación en el extremo carboxilo tienen 

una distribución particular: dos residuos aislados (T442, S543), así como dos grupos de 

residuos localizados a lo largo del extremo carboxilo. Nombramos dichos grupos de 

fosforilación como grupo proximal (G.P.; T477, S486, S492) y grupo distal (G.D.; T507, 

S515, S516, S518) (Figura 10A). Tomando dicha distribución de residuos en consideración, 

generamos una combinación de mutaciones puntuales y deleciones en el receptor α1D-AR 

(Figura 10B). Como se mencionó anteriormente, el extremo amino del receptor α1D-AR 

regula de manera negativa su localización en la membrana plasmática, por lo tanto, 

generamos todas nuestras mutantes sin dicho dominio extracelular (∆N). Posteriormente, 

realizamos sustituciones de los 6 aminoácidos localizados en la tercera asa intracelular por 

residuos no fosforilables (∆N-MutIL3). Tomando esta mutante como templado, realizamos 

mutaciones puntuales en el extremo carboxilo del residuo proximal T442V (∆N-MutIL3-

R.P.), del residuo distal S543A (∆N-MutIL3-R.D.), así como de los grupos distal y proximal 

(∆N-MutIL3-G.P. y  ∆N-MutIL3-G.D., respectivamente). Igualmente, generamos una doble 

mutante (∆N-MutIL3-M.D.) donde ambos grupos de residuos fosforilables fueron mutados, 

además de una mutante total (∆N-MutIL3-M.T.), donde todos los residuos fosforilables del 

extremo carboxilo fueron mutados por residuos no fosforilables. Finalmente, usamos una 

mutante reportada en nuestro más reciente trabajo, donde el extremo carboxilo del receptor 

fue cortado (∆N-∆C), así como una mutante donde además de este corte, los residuos de 

la tercera asa intracelular fueron mutados por residuos no fosforilables (∆N-MutIL3-∆C) 
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(Alfonzo-Méndez et al., 2018). Todas las mutantes previamente mencionadas fueron 

marcadas con la proteína verde fluorescente (EGFP) para poder ser visualizadas por 

microscopia confocal y para su estudio en ensayos bioquímicos (Las características 

específicas de cada línea celular, pueden ser consultadas en el anexo 3). 

 

 

 

Posteriormente, usamos la línea celular HEK293 Flp-ln T-rex system para expresar 

las mutantes previamente descritas y realizar ensayos de fosforilación durante la 

desensibilización homóloga y heteróloga, en presencia de 10 µM de noradrenalina (NA) o 

1 µM de forbol miristato acetato (PMA) por 15 minutos. Simultáneamente, medimos la 

fosforilación del receptor ∆N con el resto de las mutantes y normalizamos los datos de 

fosforilación detectados respecto a los parámetros basales. Las concentraciones de los 

Figura 10: Representación 
esquemática de las mutantes del 
receptor α1D-AR. Panel A: Los 
residuos fosforilables del receptor α1D-
AR detectados por espectrometría de 
masas, están localizados 
principalmente en la tercera asa 
intracelular (IL3) y en el extremo 
carboxilo (COOH). Dichos residuos 
fueron mutados por aminoácidos no 
fosforilables: los residuos de serina 
fueron cambiamos por residuos de 
alanina, mientras que los residuos de 
treonina fueron cambiados por residuos 
de valina. Panel B: Representación 
esquemática de las mutantes del 
receptor α1D-AR. Las zonas de líneas 
punteadas en la construcciones 
representan la deleción de los primeros 
79 aminoácidos del extremo amino del 
receptor. La mutante ∆N-MutIL3 fue 
generada tomando al receptor ∆N como 
templado. Las secciones amarillas en 
esta mutante indican que los residuos 
S300, S323, S331, S332, S334 y T328, 
localizados en la tercera asa 
intracelular, fueron mutados por 
residuos no fosforilables, como se 
describió previamente. Posteriormente, 
la mutante ∆N-MutIL3 fue mutada en 
T442 (∆N-MutIL3-R.P.), S543 (∆N-
MutIL3-R.D.), T477, S486, S492 (∆N-
MutIL3-G.P.), T507, S515, S516, S518 
(∆N-MutIL3-G.D.), T477, S486, S492, 
T507, S515, S516, S518 (∆N-MutIL3-
M.D.) y T442, T477, S486, S492, T507, 
S515, S516, S518, S543 (∆N-MutIL3-
M.T.). 
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agentes, así como los tiempos de incubación fueron elegidos con base en nuestro reciente 

trabajo (Alfonzo-Méndez et al., 2018). Como se ilustra en la figura 11A, los parámetros de 

fosforilación basales del receptor ∆N muestran un incremento de aproximadamente el doble 

después de la estimulación con NA y PMA. Ambos agentes también incrementaron los 

niveles de fosforilación de la mutante ∆N-MutIL3, aunque en una menor proporción (≈ 50%). 

Cuando se analizó el nivel de fosforilación de la mutante ∆N-MutIL3-R.P., se observó un 

incremento marginal de dichos niveles de fosforilación en respuesta a NA y PMA (Figura 

11B). Por otro lado, las mutantes ∆N-MutIL3-R.D. y ∆N-MutIL3-G.P. mostraron un 

incremento en sus niveles de fosforilación después de la estimulación con NA, pero no 

después de la estimulación con PMA (Figura 11C y 11D). Posteriormente, cuando 

evaluamos la mutante ∆N-MutIL3-G.D., no se detectó ningún incremento en los niveles de 

fosforilación después de la estimulación con estos agentes (Figura 11E). Es importante 

mencionar que la fosforilación en la mutante ∆N-MutIL3-M.D. disminuyo por debajo de los 

niveles basales del receptor ∆N (Figura 11F), mientras que la mutante ∆N-MutIL3-M.T. 

mostro un mayor decremento en los niveles de fosforilación (Figura 11G). Estos datos 

confirman experimentalmente que la fosforilación del receptor α1D-AR ocurre en los residuos 

mostrados en la figura 10A; sin embargo, la presencia del residuo S441, localizado en el 

extremo carboxilo, podría contribuir a los bajos niveles de fosforilación detectados incluso 

en la mutante ∆N-MutIL3-M.T. Dichos resultados también sugieren que el residuo T442 es 

un regulador clave en la fosforilación total del receptor. Además, nuestros datos sugieren 

que el grupo distal y el residuo S543 son los principales aminoácidos que son fosforilados 

en respuesta a la estimulación con PMA.   

 

5.2. Visualización de las mutantes del receptor α1D-AR en condiciones basales 

mediante microscopia confocal 

 

Posteriormente, evaluamos las células que expresan las diferentes mutantes del receptor 

α1D-AR mediante microscopia confocal. En condiciones basales, observamos que el 

receptor ∆N, y las mutantes ∆N-MutIL3, ∆N-MutIL3-R.P. y ∆N-MutIL3-R.D., están 

principalmente localizadas en la membrana plasmática. Por el contrario, las mutantes ∆N-

MutIL3-G.P., ∆N-MutIL3-G.D., ∆N-MutIL3-M.D. y ∆N-MutIL3-M.T., fueron localizadas en 

vesículas intracelulares (Figura 12A). Con base en estas observaciones, evaluamos la 

fluorescencia intracelular para determinar cuantitativamente la localización subcelular de 

cada mutante. Los datos fueron normalizados con base en la señal detectada en el receptor 

∆N.  
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Figura 11: NA y PMA inducen la fosforilación de las mutantes del receptor α1D-AR. Las células que 
expresan las diferentes construcciones fueron estimuladas con 10 µM de NA y 1 µM de PMA por 15 
minutos y comparadas con el receptor ∆N. En todos los casos, las muestras fueron procesadas en paralelo 
y los datos fueron normalizados respecto al porcentaje del basal.  Las líneas trazadas representan la media 
y las líneas verticales representan el S.E.M. de al menos 3 experimentos independientes. *p<0.05 vs 
Basal, NA o PMA. Las autoradiografías representativas y los Western-Blots son presentados debajo de 
cada gráfica.   
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Figura 12: Localización subcelular de las mutantes del receptor α1D-AR en condiciones basales y 
representación esquemática de las mutantes fosfo-miméticas. Panel A: Las células que expresan las 
diferentes mutantes del receptor α1D-AR fueron analizadas en condiciones basales mediante microscopia 
confocal. Las imágenes son representativas de 5-7 experimentos independientes usando preparaciones 
celulares diferentes. Panel B: la mutante ∆N-MutIL3 fue usada como templado para sustituir los residuos 
localizados en el grupo proximal (∆N-MutIL3-G.P. Asp), el grupo distal (∆N-MutIL3-G.D. Asp) así como ambos 
grupos de residuos y ambos residuos individuales localizados a lo largo del extremo carboxilo (∆N-MutIL3-
M.T. Asp) por ácido aspártico, con el fin de mimetizar el estado fosforilación del receptor. Las secciones rojas 
en las construcciones representan dichas mutaciones. Panel C: Las mutantes ∆N-MutIL3-G.P. Asp, ∆N-
MutIL3-G.D. Asp y ∆N-MutIL3-M.T. Asp fueron analizadas en condiciones basales mediante microscopia 
confocal. Las imágenes son representativas de 5-7 experimentos independientes usando preparaciones 
celulares diferentes.  
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Como se muestra en la figura 13, se detectó una fluorescencia intracelular mínima 

en los receptores ∆N, ∆N-MutIL3, ∆N-MutIL3-R.P. y ∆N-MutIL3-R.D., mientras que las 

mutantes ∆N-MutIL3-G.P., ∆N-MutIL3-G.D., ∆N-MutIL3-M.D. y ∆N-MutIL3-M.T. mostraron 

un incremento importante en la fluorescencia intracelular. Sin embargo, en aquellas 

mutantes donde el extremo carboxilo fue truncado (∆N∆C y ∆N-MutIL3-∆C), se observó un 

incremento incluso mayor de fluorescencia intracelular en comparación con las mutantes 

anteriores. En otras palabras, el corte del extremo carboxilo o mutaciones en los grupos de 

fosforilación localizados en dicho dominio intracelular, impiden que el receptor α1D-AR se 

exprese en la membrana plasmática.  

 

Bajo la premisa 

anterior, planteamos la 

hipótesis de que la 

fosforilación de ambos grupos 

de residuos localizados en el 

extremo carboxilo, regulan la 

localización subcelular del 

receptor α1D-AR. Con el fin de 

comprobar dicha hipótesis, 

generamos mutantes fosfo-

miméticas con sustituciones 

por ácido aspártico. Como se 

muestra en la figura 12B, 

sustituimos los residuos localizados en el grupo proximal (∆N-MutIL3-G.P. Asp), en el grupo 

distal (∆N-MutIL3-G.D. Asp), así como en ambos grupos y ambos residuos individuales (∆N-

MutIL3-M.T. Asp). Nuestros datos mostraron que la mutante ∆N-MutIL3-G.P. Asp se 

encuentra localizada principalmente en vesículas intracelulares (Figura 12C). Dicha 

mutante muestra un incremento de la fluorescencia intracelular similar al de aquellas 

mutantes que se encuentran internalizadas. Por otro lado y sorprendentemente, las 

mutantes ∆N-MutIL3-G.D. Asp y ∆N-MutIL3-M.T. Asp, se encuentran totalmente localizadas 

en la membrana plasmática (Figura 12C), mostrando niveles de fluorescencia intracelular 

equivalentes al del receptor ∆N (Figura 13). Nuestros datos sugieren que la fosforilación del 

grupo de residuos localizado en la región distal del extremo carboxilo, es necesaria y 

suficiente para regular la presencia del receptor α1D-AR en la membrana plasmática.    

Figura 13: Cuantificación de la fluorescencia intracelular de las 
mutantes del receptor α1D-AR en condiciones basales. La 
acumulación de la fluorescencia intracelular en condiciones basales 
fue cuantificada por cada mutante del receptor α1D-AR. Las líneas 
trazadas representan la media y las líneas verticales representan el 
S.E.M. de al menos 7 experimentos independientes en los cuales de 
3-5 células fueron analizadas (n=20-35). *p<0.05 vs ∆N.     
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5.3. Colocalización de las mutantes del receptor α1D-AR con la membrana plasmática 

en condiciones basales 

 

Para comprobar que la mutación de diversos residuos fosforilables en el extremo carboxilo 

del receptor α1D-AR contribuye a su localización intracelular y a la pérdida de su expresión 

en la membrana plasmática en condiciones basales, usamos un marcador especifico de la 

membrana plasmática y evaluamos su colocalización con diversas mutantes del receptor 

α1D-AR. La figura 14A muestra que el receptor ∆N, así como la mutante ∆N-MutIL3, se 

encuentran localizadas principalmente en la membrana plasmática. Sin embargo, las 

mutantes ∆N-MutIL3-G.D. y ∆N-MutIL3-M.T. muestran un nivel de colocalización menor  

con la membrana plasmática. Por otro lado, las mutantes ∆N-MutIL3-G.D. Asp y ∆N-MutIL3-

M.T. Asp, se encuentran totalmente localizadas en la membrana plasmática, mostrando un 

nivel de colocalización similar al del receptor ∆N.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Colocalización de las 
mutantes del receptor α1D-AR 
con la membrana plasmática. 
Panel A: La colocalización del 
receptor ∆N y de las mutantes 
∆N-MutIL3, ∆N-MutIL3-G.D, ∆N-
MutIL3-M.T, ∆N-MutIL3-G.D Asp 
y ∆N-MutIL3-M.T. Asp, con la 
membrana plasmática, fue 
analizada en condiciones 
basales. Las líneas trazadas 
representan la media y las líneas 
verticales representan el S.E.M. 
de al menos 7 experimentos 
independientes en los cuales de 
3-5 células fueron analizadas 
(n=20-35). *p<0.05 vs Basal. 
Panel B: Las imágenes 
representativas de las mutantes 
del receptor α1D-AR (canal verde), 
la membrana plasmática (canal 
azul), el merge (merge) y la 
colocalización (colocalización) 
son presentadas. 
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5.4. Análisis de fosforilación de las mutantes fosfo-miméticas del receptor α1D-AR 

 

Después de analizar la localización subcelular de las mutantes fosfo-miméticas, realizamos 

ensayos de fosforilación de dichas mutantes siguiendo el mismo protocolo realizado en la 

figura 11. La figura 15A muestra que en respuesta a NA y PMA, la mutante ∆N-MutIL3-G.P. 

Asp tiene niveles de fosforilación muy bajos (≈ 10%) en comparación con el receptor ∆N. 

Sin embargo, las mutantes ∆N-MutIL3-G.D. Asp (figura 15B) y ∆N-MutIL3-M.T. Asp (figura 

15C)  muestran niveles de fosforilación ligeramente más elevados (≈ 30%) en respuesta 

NA, pero no en respuesta a PMA. Nuestros datos sugieren que pudieran existir más sitios 

de fosforilación localizados en el extremo carboxilo, mismos que no fueron detectados en 

nuestros ensayos de espectrometría de masas, o cuyo valor Ascore fue muy bajo para ser 

considerados.   

 

5.5. Análisis del incremento de calcio intracelular por las mutantes del receptor α1D-

AR 

 

Por otro lado, evaluamos el incremento de calcio intracelular inducida por la estimulación 

con 10 µM de NA en las células que expresan las diferentes mutantes del receptor α1D-AR. 

Como se muestra en la figura 16, la estimulación con NA incrementa los niveles de calcio 

intracelular en aproximadamente 100 nM en las células que expresan el receptor ∆N; 

mientras que dicha concentración de calcio intracelular fue ligeramente menor en aquellas 

células que expresan la mutante ∆N-MutIL3. Por otro lado, en aquellas células que 

Figura 15: NA y PMA inducen la fosforilación de las mutantes fosfo-miméticas del receptor α1D-AR. 
Las células que expresan las diferentes construcciones con ácido aspártico fueron estimuladas con 10 µM 
de NA y 1 µM de PMA por 15 minutos y comparadas con el receptor ∆N. En todos los casos, las muestras 
fueron procesadas en paralelo y los datos fueron normalizados respecto al porcentaje del basal.  Las 
líneas trazadas representan la media y las líneas verticales representan el S.E.M. de al menos 3 
experimentos independientes. *p<0.05 vs Basal, NA o PMA. Las autoradiografías representativas y los 
Western-Blots son presentados debajo de cada gráfica   
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expresan las mutantes que carecen de los residuos individuales así como el grupo proximal 

y distal (∆N-MutIL3-R.P., ∆N-MutIL3-R.D., ∆N-MutIL3-G.P., ∆N-MutIL3-G.D.), el incremento 

de calcio intracelular inducida por NA fue significativamente menor en comparación con el 

receptor ∆N. Igualmente, en aquellas células que expresan las mutantes que carecen de 

ambos grupos de residuos así como de ambos residuos individuales (∆N-MutIL3-D.M. y 

∆N-MutIL3-T.M.), el incremento de calcio intracelular fue incluso menor que en las mutantes 

anteriores y en comparación con el receptor ∆N. Cuando examinamos las células que 

expresan las mutantes fosfo-miméticas, observamos que la mutante con el grupo proximal 

mutado (∆N-MutIL3-G.P. Asp) recupera su capacidad para elevar los niveles de calcio 

intracelular de manera parcial. Sin embargo, la estimulación de las células que expresan 

las mutantes con el grupo distal, así como ambos grupos y ambos residuos individuales 

sustituidos por ácido aspártico (∆N-MutIL3-G.D. Asp y ∆N-MutIL3-M.T. Asp), resultó en un 

incremento importante en los niveles de calcio intracelular a niveles comparables con el 

receptor ∆N. Así mismo, cuando se evaluaron las células que expresan la mutante ∆N∆C, 

el incremento de calcio intracelular fue también similar al del receptor ∆N. Sin embargo, 

cuando se evaluó la actividad de la mutante ∆N-MutIL3-∆C, el incremento de calcio 

intracelular disminuyo de forma significativa en comparación con el receptor ∆N. Como 

control positivo, medimos el incremento de calcio intracelular en todas las células que 

expresan las mutantes previamente mencionadas, estimulando a los receptores endógenos 

para ácido lisofosfatídico (LPA) con 1 µM de LPA. Bajo estas condiciones, detectamos un 

incremento de calcio intracelular consistente de aproximadamente 100 nM en todas las 

líneas celulares. La figura 17 muestra los trazos representativos del incremento de calcio 

intracelular en el receptor ∆N, así como en cada una de las mutantes, cuando estas son 

estimuladas con 10 µM de NA y 1 µM de LPA.  

Figura 16: Incremento de 
calcio intracelular inducido 
por la estimulación con NA y 
LPA en células que expresan 
las diferentes mutantes del 
receptor α1D-AR. Las células 
que expresan las diferentes 
construcciones fueron 
estimuladas con 10 µM de NA o 
1 µM de LPA, y el incremento de 
calcio intracelular fue evaluado. 
Las líneas trazadas representan 
la media y las líneas verticales 
representan el S.E.M. de al 
menos 6 experimentos 
independientes. *p<0.05 vs ∆N.  
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5.6. Correlación de los niveles de fosforilación de las diferentes mutantes del receptor 

α1D-AR y su capacidad para movilizar calcio intracelular 

 

Posteriormente, realizamos un análisis de correlación entre los niveles de fosforilación de 

las mutantes del receptor α1D-AR por PKC α/β y GRK2, y su capacidad para movilizar calcio 

intracelular. Para realizar dicho análisis, tomamos en cuenta los valores medios de 

fosforilación por NA y PMA de cada una de las mutantes, y los valores medios obtenidos 

Figura 17: Trazos representativos de la movilización de calcio intracelular inducido por NA y LPA 
en células que expresan las diferentes mutantes del receptor α1D-AR. Las células que expresan las 
diferentes construcciones fueron estimuladas con 10 µM de NA o 1 µM de LPA al segundo 50, y el 
incremento de calcio intracelular fue evaluado.  
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por la movilización de calcio intracelular en respuesta a NA. Los valores fueron graficados 

de la siguiente manera: 32P (NA) vs i[Ca2+] y 32P (PMA) vs i[Ca2+]. La figura 18A-B muestra 

un nivel de correlación de 0.8583 entre la fosforilación de las mutantes del receptor α1D-AR 

por NA y su capacidad para movilizar calcio intracelular, mientras que el nivel de correlación 

entre la fosforilación inducida por PMA y la movilización de calcio intracelular de dichas 

mutantes, fue de 0.8909. Estos datos sugieren que la fosforilación del receptor ∆N y de las 

diferentes mutantes del receptor α1D-AR, pudiera favorecer la movilización de calcio 

intracelular en respuesta a NA debido a la capacidad de aquellas mutantes de ser activadas, 

fosforiladas y de unirse a su respectiva proteína G. Los valores obtenidos de las mutantes 

∆N-MutIL3-G.P. Asp, ∆N-MutIL3-G.D. Asp y ∆N-MutIL3-M.T. Asp, no fueron tomados en 

cuenta para el presente análisis, debido a que presentan otro patrón de fosforilación y 

capacidad para movilizar calcio intracelular en respuesta a NA.  

 

 

5.7. Análisis de la activación de ERK1/2 por las mutantes del receptor α1D-AR 

 

Después de evaluar el incremento de calcio intracelular, investigamos otra vía de 

señalización activada por el receptor α1D-AR. Para lograr dicho objetivo, evaluamos la 

activación de ERK1/2 en condiciones basales, a los 2, 5, 15, 30 y 60 minutos de 

estimulación con 10 µM de NA. Como se ilustra en la figura 19, el receptor ∆N muestra un 

rápido incremento en la fosforilación de ERK1/2 a los 5 y 15 minutos, posteriormente, dicha 

fosforilación disminuye a los 30 y 60 minutos de estimulación, alcanzando niveles similares 

Figura 18: Análisis de correlación entre los niveles de fosforilación y la movilización de calcio 
intracelular en células que expresan las diferentes mutantes del receptor α1D-AR. Se correlacionaron 
los niveles de fosforilación inducidos por NA y PMA detectados en las diferentes mutantes del receptor 
α1D-AR, con la movilización de calcio intracelular en respuesta a NA. Cada punto representa la media del 
valor de fosforilación detectado en una mutante, en relación con la media del valor obtenido de la 
movilización de calcio intracelular de la misma mutante.      
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al de las condiciones basales. Por otro lado, el resto de las mutantes del receptor α1D-AR 

muestran también un rápido incremento en la fosforilación de ERK1/2, sin embargo, dicha 

actividad se mantiene hasta los 60 minutos de estimulación. Los Western-Blots 

representativos de p-ERK1/2 y t-ERK1/2 de cada mutante se presentan en la figura 19.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.8. Evaluación de los diferentes componentes que regulan la actividad de ERK1/2 

inducida por el receptor α1D-AR  

 

Además de evaluar la activación de ERK1/2 por las diferentes mutantes del receptor α1D-

AR, exploramos los elementos que regulan esta vía de señalización usando las células que 

expresan el receptor ∆N como modelo. Primero, evaluamos si la fosforilación de ERK1/2 es 

Figura 19: Curso temporal 
de activación de ERK1/2 
inducido por NA en las 
diferentes mutantes del 
receptor α1D-AR. Las células 
que expresan las diferentes 
mutantes del receptor α1D-AR 
fueron estimuladas con 10 µM 
de NA en los tiempos 
indicados, y la fosforilación de 
ERK1/2 fue determinada. Las 
líneas trazadas representan la 
media y las líneas verticales 
representan el S.E.M. de al 
menos 4 experimentos 
independientes. Los Western-
Blot representativos de p-ERK 
y t-ERK son presentados 
debajo de la gráfica.  
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regulada por PKC y GRK2. La figura 20A-B muestra que cuando las células fueron pre-

tratadas con 1 µM de bisindolylmaleimida I (BIM-I) (inhibidor de amplio espectro de 

isoformas de PKC) por 15 minutos, o transfectadas con una dominante negativa de GRK2 

(DN-GRK2), los niveles de fosforilación de ERK1/2 en respuesta a NA disminuyen 

parcialmente a los 5 y 60 de estimulación.  

 

 

Igualmente, evaluamos la posibilidad de que la transactivación del receptor de factor 

de crecimiento epidérmico (EGFR) por el receptor α1D-AR, pudiera contribuir a la activación 

de ERK1/2. La figura 21A muestra que en células que expresan el receptor ∆N y que son 

estimuladas con 100 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico (EGF) durante 15 minutos, 

se detectó un incremento en la fosforilación de ERK1/2. Además, se pre-incubaron a las 

células con 10 µM de AG1478 (inhibidor específico de la cinasa del EGFR) por 30 minutos 

y posteriormente, se estimularon las células con EGF, lo cual resulto en un decremento 

importante en la fosforilación de ERK1/2. Así mismo, se estimularon las células con 10 µM 

de NA por 15 minutos, detectándose un incremento importante en la fosforilación de 

ERK1/2. Sin embargo, dicha fosforilación fue inhibida cuando las células fueron pre-tratadas 

con AG1478 y posteriormente estimuladas con NA.  

Figura 20: Regulación de la actividad de ERK1/2 por la actividad de PKC y GRK2 en las células 
que expresan el receptor ∆N. Panel A-B: Las células fueron pre-tratadas con 1 µM de BIM-I o 
transfectadas con la dominante negativa de GRK2 (DN-GRK2) y posteriormente estimuladas con 10 µM 
de NA en los tiempos establecidos. Las líneas trazadas representan la media y las líneas verticales 
representan el S.E.M. de al menos 3 experimentos independientes. *p<0.05 vs Basal o NA. Los Western-
Blot representativos de p-ERK y t-ERK son presentados debajo de cada gráfica. Igualmente, los Western-
Blots de la sobre-expresión de GRK2 son presentados de debajo de la gráfica.  
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Por otro lado, actualmente se sabe que la fosforilación y activación de ERK1/2 puede 

depender de la unión de las β-arrestinas 1/2 al receptor, formando el complejo multi-proteico 

GPCR/β-arrestina/ERK1/2 (Carmona-Rosas et al., 2018) (Información respecto a la 

formación de este complejo, puede ser consultada en el anexo 4). Para explorar la 

formación de dicho complejo multi-proteico, bloqueamos la expresión de las β-arrestinas 

1/2 con pequeños RNAs de interferencia (siRNAs). La figura 21B muestra un incremento 

en los niveles de fosforilación de ERK1/2 cuando las células que expresan el receptor ∆N 

son estimuladas con NA a los 5 y 60 minutos. Posteriormente, un siRNA “scramble” fue 

probado en la misma línea celular, sin diferencias observables en la fosforilación de dichas 

cinasas. Sin embargo, cuando se bloqueó la expresión de las β-arrestinas 1/2, se observó 

un decremento significativo en la activación de ERK1/2  a los 5 y 60 minutos de estimulación 

con NA. Confirmamos los bajos niveles de expresión de las β-arrestinas 1/2 por Western-

Blot.  

 

 

 

 

Figura 21: Regulación de la 
actividad de ERK1/2 por la 
transactivación del EGFR y la 
expresión de las β-arrestinas 1/2 
en las células que expresan el 
receptor ∆N. Panel A: Las células 
fueron pre-tratadas en la presencia 
o ausencia de 10 µM de AG1478 y 
después estimuladas con 100 ng/ml 
de EGF o 10 µM de NA en los 
tiempos indicados. Panel B: La 
expresión de β-arrestina 1/2 fue 
bloqueada usando siRNAS 
específicos. Adicionalmente, un 
siRNA “scramble” fue transfectado. 
Las células fueron estimuladas con 
10 µM de NA en los tiempos 
establecidos. Las líneas trazadas 
representan la media y las líneas 
verticales representan el S.E.M. de 
al menos 3 experimentos 
independientes. *p<0.05 vs Basal o 
NA. Los Western-Blot 
representativos de p-ERK y t-ERK 
son presentados debajo de cada 
gráfica. Igualmente, los Western-
Blots de la inhibición de la expresión 
de  β-arrestina1/2 son presentados 
de debajo de la gráfica.  
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Para comprobar que el receptor 

α1D-AR, a pesar de no tener sitios 

potencialmente fosforilables, tiene la 

capacidad de activar ERK1/2 mediante la 

transactivación del EGFR y del 

reclutamiento de las β-arrestinas 1/2, 

evaluamos la activación de la mutante 

∆N-MutIL3-M.T. en respuesta a la 

estimulación con NA, siguiendo el mismo 

protocolo empleado en la figura 21A y 

21B. La figura 22A muestra que la 

transactivación del EGFR por la mutante 

∆N-MutIL3-M.T., resulta en una 

activación total de ERK1/2. Sin embargo, 

dicha respuesta disminuye de forma 

significativa cuando la cinasa del EGFR 

es inhibida con AG1478, y la mutante  

∆N-MutIL3-M.T es posteriormente 

estimulada con NA durante 5 minutos.  

 

La capacidad de la mutante ∆N-

MutIL3-M.T. para formar el complejo 

multi-proteico GPCR/β-arrestina/ERK1/2, 

fue comprobada mediante el bloqueo de 

la expresión de las β-arrestinas 1/2 en 

aquellas células que expresan dicha 

mutante. La figura 22B muestra que el uso 

de siRNAs específicos para bloquear 

ambas proteínas de andamiaje, resulta en 

una disminución total en la activación de 

ERK1/2 a los 5 y 60 minutos de 

estimulación con NA.  Confirmamos los 

bajos niveles de expresión de las β-

arrestinas 1/2 por Western-Blot.  

Figura 22: Regulación de la actividad de 
ERK1/2 por la transactivación del EGFR y la 
expresión de las β-arrestinas 1/2 en las 
células que expresan la mutante ∆N-MutIL3-
M.T. Panel A: Las células fueron pre-tratadas en 
la presencia o ausencia de 10 µM de AG1478 y 
después estimuladas con 100 ng/ml de EGF o 10 
µM de NA en los tiempos indicados. Panel B: La 
expresión de β-arrestina 1/2 fue bloqueada 
usando siRNAS específicos. Adicionalmente, un 
siRNA “scramble” fue transfectado. Las células 
fueron estimuladas con 10 µM de NA en los 
tiempos establecidos. Las líneas trazadas 
representan la media y las líneas verticales 
representan el S.E.M. de al menos 3 
experimentos independientes. *p<0.05 vs Basal o 
NA. Los Western-Blot representativos de p-ERK 
y t-ERK son presentados debajo de cada gráfica. 
Igualmente, los Western-Blots de la inhibición de 
la expresión de  β-arrestina1/2 son presentados 
de debajo de la gráfica.  
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En conclusión, nuestros datos sugieren que la transactivación de EGFR por el 

receptor α1D-AR, la actividad de PKC, GRK2, así como la expresión de las β-arrestinas 1/2, 

regulan de manera parcial la vía de señalización de ERK1/2 

 

5.9. Internalización de las mutantes del receptor α1D-AR en respuesta a NA y PMA 

 

Posteriormente, evaluamos la internalización del receptor α1D-AR a los 5, 15, 30 y 60 

minutos de estimulación con 10 µM de NA y 1 µM de PMA. Para lograr dicho fin, tomamos 

en cuenta únicamente aquellas mutantes que se expresan en la membrana plasmática en 

condiciones basales. Como se muestra en la figura 23A, las células que expresan el 

receptor ∆N fueron estimuladas con NA, observándose un aumento de fluorescencia 

intracelular a los 5 y 15 minutos, sin embargo, dicha señal regresó a niveles basales a los 

60 minutos de estimulación. Por otro lado, las células que expresan la mutante ∆N-MutIL3 

mostraron altos niveles de fluorescencia intracelular durante los 60 minutos de estimulación. 

Cuando las células que expresan las mutantes ∆N-MutIL3-R.P. y ∆N-MutIL3-R.D. fueron 

estimuladas con NA, la cinética de internalización de los receptores fue similar en 

comparación con el receptor ∆N, es decir, se detectó un incremento en la fluorescencia 

intracelular a los 5 y 15 minutos y un decremento parcial de dicha señal a los 30 y 60 

minutos de estimulación. La figura 23B muestra las imágenes representativas del perfil de 

internalización de las mutantes del receptor α1D-AR cuando estas son estimuladas con NA.   

 

 

Figura 23: Curso temporal de 
internalización de las mutantes 
del receptor α1D-AR inducido por 
la estimulación con NA. Panel A: 
Acumulación de fluorescencia 
intracelular en respuesta a 10 µM de 
NA en las células que expresan el 
receptor ∆N y las mutantes ∆N-
MutIL3, ∆N-MutIL3-R.P. y ∆N-
MutIL3-R.D. Las líneas trazadas 
representan la media y las líneas 
verticales representan el S.E.M. de 
al menos 7 experimentos 
independientes en los cuales de 3-5 
células fueron analizadas (n=20-
35). Panel B: Imágenes 
representativas de la internalización 
de las mutantes del receptor α1D-AR 
en respuesta a 10 µM de NA.  
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Por otro lado, evaluamos la cinética de internalización de las mutantes previamente 

descritas estimulando a las células con PMA. Como se muestra en la figura 24A, el receptor 

∆N permanece en la membrana plasmática a los 5 y 15 minutos de estimulación, 

posteriormente, es internalizado a los 30 y 60 minutos. Las mutantes ∆N-MutIL3, ∆N-

MutIL3-R.P. y ∆N-MutIL3-R.D. tienen un perfil inicial de internalización similar, es decir, son 

parcialmente internalizadas a los 5 y 15 minutos de estimulación, y posteriormente la 

fluorescencia intracelular disminuye. La figura 24B muestra las imágenes representativas 

del perfil de internalización de las mutantes del receptor α1D-AR cuando las células en las 

cuales se encuentran expresadas son estimuladas con PMA.  

 

 

 

 

5.10. Internalización de las mutantes fosfo-miméticas del receptor α1D-AR en 

respuesta a NA y PMA 

 

Después de haber evaluado el perfil de internalización de las mutantes del receptor α1D-AR, 

evaluamos el perfil de internalización de las mutantes con ácido aspártico que se 

encuentran localizadas en la membrana plasmática,  es decir, la mutante ∆N-MutIL3-G.D. 

Asp y ∆N-MutIL3-M.T. Asp., en respuesta a NA y PMA. Como se muestra en la figura 25A, 

la mutante ∆N-MutIL3-G.D. Asp muestra un perfil de internalización parcial desde los 5 

hasta los 60 minutos de estimulación con NA. Por otro lado, la mutante ∆N-MutIL3-M.T. 

Asp., muestra un perfil de internalización similar, pero con niveles de fluorescencia 

Figura 24: Curso temporal de 
internalización de las mutantes del 
receptor α1D-AR inducido por la 
estimulación con PMA. Panel A: 
Acumulación de fluorescencia 
intracelular en respuesta a 1 µM de 
PMA en las células que expresan el 
receptor ∆N y las mutantes ∆N-
MutIL3, ∆N-MutIL3-R.P. y ∆N-MutIL3-
R.D. Las líneas trazadas representan 
la media y las líneas verticales 
representan el S.E.M. de al menos 7 
experimentos independientes en los 
cuales de 3-5 células fueron 
analizadas (n=20-35). Panel B: 
Imágenes representativas de la 
internalización de las mutantes del 
receptor α1D-AR en respuesta a 1 µM 
de PMA.  
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intracelular más elevados. La figura 25B muestra las imágenes representativas del perfil de 

internalización de las mutantes del receptor α1D-AR con ácido aspártico  cuando estas son 

estimuladas con NA.  

 

Posteriormente, evaluamos el perfil de internalización de las mutantes previamente 

descritas estimulando a las células con PMA. Como se muestra en la figura 26A, la mutante 

∆N-MutIL3-G.D. Asp muestra un nivel de internalización parcial únicamente a los 30 

minutos de estimulación, mientras que la mutante ∆N-MutIL3-M.T. Asp muestra un perfil de 

internalización más elevado desde los 5 hasta los 60 minutos de estimulación. La figura 

26B muestra las imágenes representativas del perfil de internalización de las mutantes del 

receptor α1D-AR con ácido aspártico cuando las células en las cuales se encuentran 

expresadas son estimuladas con PMA.  

Figura 25: Curso temporal de 
internalización de las mutantes del 
receptor α1D-AR con ácido aspártico 
inducido por la estimulación con 
NA. Panel A: Acumulación de 
fluorescencia intracelular en respuesta 
a 10 µM de NA en las células que 
expresan las mutantes ∆N-MutIL3-
G.D. Asp y ∆N-MutIL3-M.T. Asp Las 
líneas trazadas representan la media y 
las líneas verticales representan el 
S.E.M. de al menos 7 experimentos 
independientes en los cuales de 3-5 
células fueron analizadas (n=20-35). 
Panel B: Imágenes representativas de 
la internalización de las mutantes del 
receptor α1D-AR en respuesta a 10 µM 
de NA.  

Figura 26: Curso temporal de 
internalización de las mutantes del 
receptor α1D-AR con ácido aspártico 
inducido por la estimulación con 
PMA. Panel A: Acumulación de 
fluorescencia intracelular en respuesta 
a 1 µM de PMA en las células que 
expresan las mutantes ∆N-MutIL3-
G.D. Asp y ∆N-MutIL3-M.T. Asp. Las 
líneas trazadas representan la media y 
las líneas verticales representan el 
S.E.M. de al menos 7 experimentos 
independientes en los cuales de 3-5 
células fueron analizadas (n=20-35). 
Panel B: Imágenes representativas de 
la internalización de las mutantes del 
receptor α1D-AR en respuesta a 1 µM 
de PMA.  
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5.11. Análisis del reclutamiento de las β-arrestinas 1/2 endógenas por las mutantes 

del receptor α1D-AR 

 

Las β-arrestinas son proteínas de andamiaje que son conocidas por unirse a GPCRs 

activados por su ligando. Este proceso permite que los GPCRs puedan seguir señalizando 

mientras se encuentran internalizados en endosomas, el cual es un proceso dependiente 

de β-arrestinas (Shenoy & Lefkowitz, 2005; Sudha et al., 2011). Por lo tanto, evaluamos la 

unión de las β-arrestinas 1/2 endógenas con aquellas mutantes del receptor α1D-AR que se 

encuentran localizadas en la membrana plasmática, tomando en consideración el tiempo 

en el cual cada mutante se encuentra totalmente internalizada cuando las células son 

estimuladas con NA y PMA.  Como se muestra en la figura 27A, cuando las células son 

tratadas con lo compuestos previamente mencionados, el receptor ∆N y las mutantes ∆N-

MutIL3 y ∆N-MutIL3-R.D., se unen a las β-arrestinas 1/2. Es importante mencionar que en 

condiciones basales, todas las mutantes colocalizan con las β-arrestinas 1/2, aunque en un 

menor grado. Sin embargo, la mutante ∆N-MutIL3-R.P. es incapaz de colocalizar con las β-

arrestinas 1/2 en mayor medida respecto a las condiciones basales cuando las células son 

estimuladas con NA y PMA.  Las imágenes representativas de la interacción de cada 

mutante del receptor α1D-AR con las β-arrestinas 1/2 endógenas bajo las condiciones de 

estimulación previamente mencionadas, son presentadas en la figura 27B. Por otro lado, 

se intentó evaluar la interacción del resto de las mutantes del receptor α1D-AR que se 

encuentran internalizadas con las β-arrestinas 1/2, sin embargo, no se detectó ningún grado 

de colocalización entre dichas proteínas.    

 

5.12. Análisis del reclutamiento de las β-arrestinas 1/2 endógenas por las mutantes 

fosfo-miméticas del receptor α1D-AR 

 

Después de haber examinado el reclutamiento de las β-arrestinas 1/2 hacia las mutantes 

del receptor α1D-AR, evaluamos el reclutamiento de dichas proteínas de andamiaje a las 

mutantes del receptor α1D-AR con ácido aspártico localizadas en la membrana plasmática, 

y bajo las mismas condiciones de estimulación previamente descritas. La figura 28A 

muestra que la mutante ∆N-MutIL3-G.D. Asp colocaliza de manera parcial con las β-

arrestinas 1/2 cuando las células son estimuladas con NA, pero no cuando son estimuladas 

con PMA. Por otro lado, la mutante ∆N-MutIL3-M.T. Asp colocaliza parcialmente con las β-

arrestinas 1/2 cuando las células son estimuladas con NA y PMA. Las imágenes 

representativas de la interacción de cada mutante del receptor α1D-AR con las β-arrestinas 
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1/2 endógenas bajo las condiciones de estimulación previamente mencionadas, son 

presentadas en la figura 28B. 

Figura 27: Colocalización de las mutantes del receptor α1D-AR con las β-arrestinas 1/2 endógenas. 
Panel A: Las células que expresan el receptor ∆N y las mutantes ∆N-MutIL3, ∆N-MutIL3-R.P. y ∆N-MutIL3-
R.D. fueron estimuladas con 10 µM de NA o 1 µM de PMA en los tiempos en los cuales cada mutante 
muestra un mayor nivel de internalización. Las líneas trazadas representan la media y las líneas verticales 
representan el S.E.M. de al menos 7 experimentos independientes en los cuales de 3-5 células fueron 
analizadas (n=20-35). *p<0.05 vs Basal. Panel B: Las imágenes representativas de las mutantes del 
receptor α1D-AR (canal verde), las β-arrestinas 1/2 (canal rojo), el merge (merge) y la colocalización 
(colocalización) son presentadas. 
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Finalmente, la tabla 2 resume las características principales de cada mutante del 

receptor α1D-AR, su localización subcelular en condiciones basales, su proceso de 

reciclamiento o degradación posterior a la estimulación con NA o PMA, su interacción con 

las β-arrestinas 1/2 endógenas, su capacidad de activar ERK1/2 e incrementar los niveles 

de calcio intracelular, así como sus niveles de fosforilación.  

  

 

 

 

 

Figura 28: Colocalización de las mutantes del receptor α1D-AR con ácido aspártico con las β-
arrestinas 1/2 endógenas. Panel A: Las células que expresan las mutantes ∆N-MutIL3-G.D. Asp y ∆N-
MutIL3-M.T. Asp fueron estimuladas con 10 µM de NA o 1 µM de PMA en los tiempos en los cuales cada 
mutante muestra un mayor nivel de internalización. Las líneas trazadas representan la media y las líneas 
verticales representan el S.E.M. de al menos 7 experimentos independientes en los cuales de 3-5 células 
fueron analizadas (n=20-35). *p<0.05 vs Basal. Panel B: Las imágenes representativas de las mutantes 
del receptor α1D-adrenérgico (canal verde), las β-arrestinas 1/2 (canal rojo), el merge (merge) y la 
colocalización (colocalización) son presentadas.  
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Tabla 2: Resumen de las características principales de las mutantes del receptor α1D-AR. Se presenta 
la localización subcelular de cada una de las mutantes del receptor α1D-AR en condiciones basales, el 
proceso al cual son sometidas después de que las células son estimuladas con NA o PMA, su interacción 
con las β-arrestinas 1/2 endógenas (debido a la fosforilación del receptor), su capacidad para activar 
ERK1/2, así como para incrementar los niveles de calcio intracelular, y los niveles de fosforilación que 
presentan (valores arbitrarios). *Resultados previamente reportados (Marco-Alfonzo et al., 2018). 
Simbología: (ü): Colocalización con β-arrestinas 1/2. (X): Ausencia de colocalización con β-arrestinas 1/2. 
(-): Ensayos experimentales no realizados.  



45 

 

Capítulo VI 
Discusión 

 

6.1. Generalidades 

 

La fosforilación de GPCRs ha sido principalmente asociada al proceso de desensibilización 

de tales receptores. Es ahora claro que dicha fosforilación regula no solamente el 

desacoplamiento del receptor de la proteína G, sino también la asociación del receptor con 

numerosas proteínas de señalización intracelular, principalmente a través del reclutamiento 

de las β-arrestinas 1/2 (Shenoy & Lefkowitz, 2005). Adicionalmente, el uso de mutagénesis 

dirigida, estudios bioquímicos, espectrometría de masas, así como el uso de fosfo-

anticuerpos específicos, han establecido que los GPCRs son ampliamente fosforilados y 

que la combinación de los sitios de fosforilación representa un “código de fosforilación”, el 

cual determina la señalización intracelular de un receptor especifico (Prihandoko, et al., 

2015). La significancia biológica de este proceso ha sido indicada por diversos estudios que 

han demostrado que diferentes subtipos de GPCRs pueden ser diferencialmente 

fosforilados dependiendo del tejido en el cual se encuentren expresados, lo cual sugiere 

que el código de fosforilación puede ser empleado para regular vías de señalización en 

tejidos y células específicas. Estos códigos de fosforilación pueden también ser 

manipulados farmacológicamente, ya que diferentes ligandos son capaces de regular 

diferentes patrones de fosforilación en GPCRs (Butcher et al., 2011; Alcántara-Hernández 

et al., 2017). La regulación en la fosforilación de GPCRs por ligandos puede ser uno de los 

mecanismos por los cuales los ligandos son capaces de dirigir la señalización hacia una vía 

en vez de otra, es decir, una “señalización sesgada”. Por lo tanto, aunque la fosforilación 

de GPCRs ha sido sujeto de intensa investigación por varias décadas, es muy probable que 

el impacto fisiológico y farmacológico de la fosforilación será un tema de estudio por los 

siguientes años (Prihandoko et al., 2015).  

 

El receptor α1D-AR es conocido por ser un GPCR muy elusivo, cuya expresión, 

localización subcelular y función, así como su rol en el desarrollo de enfermedades 

cardiovasculares, han sido poco caracterizados (García-Sáinz & Villalobos-Molina, 2004). 

La habilidad de diversos agonistas y ésteres de forbol para inducir la fosforilación del 

receptor α1D-AR y la asociación de este proceso con la desensibilización del receptor, ha 

sido reportada previamente (García-Sáinz, et al., 2004).  
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El presente trabajo exploró el rol que tienen los distintos sitios de fosforilación 

localizados en el extremo carboxilo en la regulación y señalización del receptor α1D-AR. 

Nuestros resultados muestran que dichos sitios de fosforilación regulan de manera 

específica el proceso de señalización y localización subcelular de este receptor.  

 

6.2. Las mutantes del receptor α1D-AR se fosforilan en respuesta a NA y PMA 

 

Mediante la técnica de espectrometría de masas, recientemente identificamos la presencia 

de 6 sitios potencialmente fosforilables en la tercera asa intracelular, así como 9 sitios 

potencialmente fosforilables en el extremo carboxilo del receptor α1D-AR. Dichos residuos 

son fosforilados por GRK2 y PKC α/β en respuesta a la estimulación con NA y PMA 

(Alfonzo-Méndez, et al., 2018). Es importante mencionar que otros residuos fueron 

detectados en nuestros análisis de espectrometría de masas, sin embargo, el valor Ascore 

fue muy bajo, descartando en un principio la posibilidad de que dichos residuos fueran 

totalmente relevantes en la regulación y desensibilización del receptor α1D-AR. Al mismo 

tiempo, el residuo T441 fue identificado únicamente en uno de los tres ensayos de 

espectrometría de masas a los cuales fue sometido este receptor, por esta razón, decidimos 

descartar este residuo en el presente estudio.  

 

El patrón de fosforilación de las diferentes mutantes del receptor α1D-AR muestra 

características distintivas. La fosforilación de todas las mutantes generadas en respuesta a 

la estimulación con NA y PMA por 15 minutos, fue comparada con el receptor ∆N. Como se 

muestra en la figura 11, la fosforilación del receptor ∆N se incrementa en aproximadamente 

el doble, mientras que la fosforilación de la mutante ∆N-MutIL3 se incrementa en menor 

grado (≈50%) en respuesta a dichos estímulos. Esto es consistente con la presencia de 

varios sitios fosforilables en la tercera asa intracelular del receptor α1D-AR. Por otro lado, la 

fosforilación de la mutante ∆N-MutIL3-R.P. fue mucho menor a lo esperado, con un 

incremento en los niveles de fosforilación de aproximadamente un 10%. Estos resultados 

ponen en evidencia la importancia del residuo T442 en la fosforilación del receptor α1D-AR. 

T442 podría estar contribuyendo a regular la fosforilación de los residuos del extremo 

carboxilo mediante cambios conformacionales de este dominio intracelular que impiden que 

distintas cinasas catalicen una reacción de fosforilación en los residuos encontrados. Pese 

a ser una teoría plausible, estudios específicos de biología estructural serán necesarios 

para evaluar el plegamiento y exposición de residuos fosforilables a lo largo del extremo 

carboxilo. Sin embargo, la mutante ∆N-MutIL3-R.D. muestra un perfil de fosforilación 



47 

 

esperado, es decir, una fosforilación inducida por NA similar a la del receptor ∆N, pero con 

un nivel de fosforilación parcial inducido por PMA. Esto confirma que S543 es un residuo 

altamente fosforilable por GRK2 y PKC α/β, lo cual fue reportado en nuestro reciente trabajo 

de investigación (Alfonzo-Méndez et al., 2018). 

 

Así mismo, en aquellas mutantes cuyos grupos de fosforilación fueron mutados, se 

observó un patrón de fosforilación parcial, el cual es consistente con la cantidad de residuos 

mutados en el grupo proximal (3 residuos) y en el grupo distal (4 residuos). La mutante ∆N-

MutIL3-G.P. muestra un nivel de fosforilación total inducido por NA, pero un nivel de 

fosforilación parcial inducido por PMA. Esto confirma los resultados de nuestro análisis de 

espectrometría de masas, el cual indica que T477, localizado en el grupo proximal, es un 

residuo altamente fosforilable por GRK2 y PKC α/β, mientras que S486 y S492 son residuos 

fosforilables únicamente por PKC α/β. Al mismo tiempo, la mutante ∆N-MutIL3-G.D. 

muestra niveles de fosforilación mucho menores inducidos por NA y PMA respecto al 

receptor ∆N. Una vez más, esto es consistente con la evidencia de que T507, S515, S516 

y S518, son residuos altamente fosforilables tanto por GRK2 como por PKC α/β.  

 

Finalmente, las mutantes ∆N-MutIL3-M.D. y ∆N-MutIL3-M.T. muestran niveles de 

fosforilación mucho menores respecto al receptor ∆N y a las mutantes previamente 

estudiadas. Esto confirma que los 9 residuos detectados por espectrometría de masas en 

el extremo carboxilo, son fosforilados por diversas cinasas. En estas dos últimas mutantes, 

se puede apreciar una disminución importante y significativa de los niveles basales de 

fosforilación, lo cual reafirma los reportes previos que indican que el receptor α1D-AR se 

encuentra fosforilado constitutivamente, mientras que nuestros resultados muestran que 

son estos residuos en el extremo carboxilo los que se encuentran fosforilados en 

condiciones basales. Sin embargo, incluso en la mutante ∆N-MutIL3-M.T., aun se pueden 

apreciar bajos niveles de fosforilación, lo cual es un indicativo de la presencia de más 

residuos potencialmente fosforilables, aunque dichos residuos fueron detectados por 

espectrometría de masas y con un valor Ascore muy bajo en comparación con otros 

residuos. Por lo tanto, los 15 aminoácidos localizados en el receptor del α1D-AR, son sitios 

altamente fosforilables por proteínas cinasas. Es importante mencionar que en nuestros 

estudios previos, no detectamos ningún nivel de fosforilación en la mutante ∆N-MutIL3-∆C 

en condiciones basales o en respuesta a NA y PMA. Esto, una vez más, plantea la 

posibilidad de la existencia de residuos no identificados y potencialmente fosforilables 

localizados a lo largo del extremo carboxilo.   
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6.3. La fosforilación del grupo distal regula la localización subcelular del receptor α1D-

AR 

 

Nuestro análisis de microscopia confocal muestra que las mutantes ∆N, ∆N-MutIL3, ∆N-

MutIL3-R.P. y ∆N-MutIL3-R.D., se encuentran localizadas en la membrana plasmática en 

condiciones basales. La capacidad de estas mutantes de expresarse en la membrana 

plasmática, está regulada por el corte proteolítico de los primeros 79 aminoácidos del 

extremo amino del receptor (Hague et al., 2004); dicha mutación ha sido empleada en otros 

estudios para lograr la expresión de este receptor en la superficie celular (Pupo, et al., 2003; 

Hague et al., 2004; García-Sáinz et al., 2010; García-Sáinz et al., 2004; Rodríguez-Pérez, 

et al., 2009; Rodríguez-Pérez, et al., 2009). 

 

Por otro lado, las mutantes ∆N-MutIL3-G.P, ∆N-MutIL3-G.D., ∆N-MutIL3-M.D. y ∆N-

MutIL3-M.T., se encuentran localizadas principalmente en vesículas intracelulares en 

condiciones basales. Esto sugiere que existen residuos tanto en el grupo proximal como en 

el grupo distal, que regulan la localización subcelular del receptor α1D-AR. Para entender 

este proceso, debemos recordar que la fosforilación de algunos GPCRs convencionales, 

como el receptor β2-adrenergico, es el proceso mediante el cual el receptor es internalizado 

en vesículas intracelulares. En el caso del receptor α1D-AR, la mutación a alanina o valina 

de residuos potencialmente fosforilables en el extremo carboxilo, inducen la internalización 

del receptor. Esto va en contra del dogma central de internalización de receptores; en otras 

palabras, hasta este punto de nuestra investigación, sugerimos que además del corte 

proteolítico de los primeros 79 aminoácidos del extremo amino, la fosforilación de ciertos 

residuos en el extremo carboxilo, promueve la localización del receptor α1D-AR en la 

membrana plasmática. Igualmente, las mutantes ∆N∆C y ∆N-MutIL3-∆C, se encuentran 

localizadas en vesículas intracelulares en condiciones basales, aunque en mayor 

proporción, lo cual apoya la teoría de la existencia de elementos estructurales, como 

residuos ácidos, que regulan de manera indirecta la localización subcelular de diversos 

GPCRs. Estos resultados confirman que varios residuos localizados en el extremo 

carboxilo, regulan principalmente la localización subcelular del receptor α1D-AR. El papel 

que diversos residuos localizados en el extremo carboxilo tienen en la localización 

subcelular de diversos GPCRs, ha sido demostrado por varios grupos de investigación. Por 

ejemplo, se han encontrado aminoácidos, secuencias conservadas y regiones hidrofóbicas 

en el extremo carboxilo de la rodopsina, del receptor β2-AR y del receptor α2C-AR, que 
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podrían interactuar con elementos de la maquinaria de transporte de proteínas y promover 

el reciclamiento de dichos receptores hacia la membrana plasmática desde los endosomas, 

o facilitar su retención en el retículo endoplasmico (Wu, G. 2012).  

 

Una vez obtenidos estos resultados y planteada la hipótesis de que la fosforilación 

de ciertos residuos localizados en el extremo carboxilo, regulan la expresión del receptor 

α1D-AR en la membrana plasmática, generamos mutantes fosfo-miméticas de los residuos 

localizados en ambos grupos de fosforilación, así como de los residuos aislados distribuidos 

a lo largo del extremo carboxilo. La figura 12C muestra claramente el diseño de dichas 

mutantes. Cuando se analizó la localización subcelular de la mutante ∆N-MutIL3-G.P. Asp 

en condiciones basales, se observó que dicha mutante forma agregados en el citoplasma, 

lo cual descarta la posibilidad de que los 3 residuos localizados en el grupo proximal, 

regulen la localización subcelular del receptor α1D-AR. Sin embargo, cuando se analizó la 

mutante ∆N-MutIL3-G.D. Asp en condiciones basales, esta se encuentra localizada en la 

membrana plasmática, lo cual indica que los cuatro residuos localizados en el grupo distal, 

favorecen la expresión del receptor α1D-AR en la membrana plasmática. Estos resultados 

fueron confirmados con la mutante ∆N-MutIL3-M.T. Asp, la cual, al igual que la anterior, se 

encuentra expresada principalmente en la membrana plasmática. La cuantificación de los 

niveles de fluorescencia intracelular de cada mutante en condiciones basales se presenta 

en la figura 13. 

 

Nuestros resultados ponen en duda la idea general que plantea que la fosforilación 

de los GPCRs induce su internalización en vesículas intracelulares, y abre un nuevo 

capítulo en el estudio de estas proteínas, el cual sugiere que, al menos para el receptor α1D-

AR, la fosforilación de residuos localizados en el extremo carboxilo promueve la expresión 

de este GPCR en la membrana plasmática. Así mismo, diversos estudios han demostrado 

la importancia de residuos hidrofóbicos localizados en el extremo carboxilo en la 

exportación desde el retículo endoplasmico hacia la membrana plasmática de una gran 

cantidad de GPCRsǂ (Wu, G. 2015); cambios en la polaridad debido a la fosforilación del 

extremo carboxilo del receptor α1D-AR, podría contribuir de la misma manera, a su 

exportación desde diversos compartimentos celulares (como el retículo endoplasmico) 

hacia la membrana plasmática.  
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Aunque la cuantificación de fluorescencia intracelular es un indicativo confiable de la 

cantidad de receptor internalizado, nuestros análisis de colocalización de diversas mutantes 

del receptor α1D-AR con la membrana plasmática (la cual fue marcada con aglutinina de 

germen de trigo [Alexa 350]), demuestra que la fosforilación de los residuos localizados en 

el grupo distal, regulan la localización del receptor α1D-AR en la membrana plasmática. Por 

el contrario, mutaciones en los residuos localizados en el grupo proximal, así como de T442 

y S543, no solo promueve la internalización del receptor en vesículas de clatrina, sino que 

también impide que dichas mutantes se expresen totalmente en la membrana plasmática. 

Esto tiene gran relevancia, ya que aunque diversos GPCRs pueden ser internalizados en 

vesículas de clatrina después de ser estimulados, una gran cantidad de receptores pueden 

permanecer en la membrana plasmática; sin embargo, el receptor α1D-AR disminuye de 

forma importante sus niveles de localización en la superficie celular, lo cual es consistente 

con el grado de colocalización que diversas mutantes tienen con la membrana plasmática. 

 

Respecto a las mutantes ∆N-MutIL3-G.P. Asp, ∆N-MutIL3-G.D. Asp y ∆N-MutIL3-

M.T. Asp, estas muestran un nivel de fosforilación menor que el receptor ∆N, cuando son 

estimuladas con NA y PMA. De especial importancia es el patrón de fosforilación de la 

mutante ∆N-MutIL3-G.P. Asp, en la cual los niveles de fosforilación son muy bajos, 

considerando que solo un grupo con tres residuos de aminoácidos potencialmente 

fosforilables fueron sustituidos por acido aspártico. Esto cobra relevancia por una razón 

principal; las sustituciones de residuos en el grupo proximal por acido aspártico, podrían 

inducir cambios conformacionales en el extremo carboxilo, lo cual podría impedir la 

exposición de más residuos que son altamente fosforilables tanto por GRK2 como por PKC 

α/β. Por otro lado, como se muestra en la figura 15, la mutante ∆N-MutIL3-M.T. Asp muestra 

niveles de fosforilación parciales, aunque más elevados en comparación con la mutante 

∆N-MutIL3-G.P. Asp; esto sugiere nuevamente que existen más residuos fosforilables a lo 

largo del extremo carboxilo que no fueron detectados consistentemente por espectrometría 

de masas, o cuyo valor Ascore fue muy bajo para ser considerados. 

 
ǂ La función del extremo carboxilo en regular el transporte hacia la membrana plasmática, ha sido descrito 
para varios GPCRs. Estudios realizados con mutagénesis dirigida en el extremo carboxilo terminal, han 
permitido la identificación del motivo LL (leucina-leucina), además de otros motivos hidrofóbicos, como el 
E(x)3LL, FN(x)2LL(x)3L, F(x)3F(x)3F, L(x)3F(x)3F, y Y(x)3F(x)3F. Estos motivos regulan la exportación desde 
el retículo endoplasmico hacia la membrana plasmática de los receptores α1B-AR y α2B-AR, los receptores de 
serotonina 5HT1A y 5HT1B, el receptor de dopamina D1, los receptores de vasopresina V2 y V3, así como el 
receptor para el neuropeptido Y2. Aunque el motivo F(x)6LL y otros motivos hidrofóbicos regulan la 
exportación desde el retículo endoplasmico, los mecanismos moleculares subyacentes son aún desconocidos. 
Debido a que estos motivos se encuentran localizados cerca de la región TM, es posible que la mutación de 
dichos motivos promueva una disrupción en el adecuado plegado del receptor, impidiendo que estos sean 
capaces de abandonar el retículo endoplasmico y llegar a la membrana plasmática (Wu, G. 2015).  
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Aunque los residuos de ácido aspártico localizados en el extremo carboxilo del 

receptor α1D-AR podrían estar contribuyendo a generar cambios conformacionales en dicho 

dominio intracelular, esta teoría debe ser evaluada mediante técnicas avanzadas de 

biología estructural. El presente trabajo de investigación no pretende abordar a profundidad 

este tema, sin embargo, un análisis de modelado de proteínas puede dar indicios acerca 

de las diferentes conformaciones estructurales de las mutantes fosfo-miméticas del receptor 

α1D-AR. Mediante el uso del programa SWISS-MODEL†, evaluamos los posibles cambios 

conformacionales sufridos por las mutantes ∆N-MutIL3-G.P. Asp, ∆N-MutIL3-G.D. Asp y 

∆N-MutIL3-M.T. Asp. La figura 29 muestra ligeros cambios conformacionales en las zonas 

TM de dichas mutantes en comparación con el receptor ∆N. Sin embargo, la tercera asa 

intracelular de cada mutante parece adoptar distintas posiciones estructurales y espaciales 

(modificaciones en la estructura terciaria y plegamiento del dominio intracelular), lo cual 

podría contribuir a la exposición de más sitios altamente fosforilables por proteínas cinasas. 

La exposición y fosforilación de estos residuos podría explicar el patrón de fosforilación e 

internalización de las mutantes  ∆N-MutIL3-G.P. Asp, ∆N-MutIL3-G.D. Asp y ∆N-MutIL3-

M.T. Asp. en respuesta a NA y PMA.     

 

 

 

 

 

 

 

 † https://swissmodel.expasy.org/ 

Figura 29: Análisis de modelado de 
proteínas del receptor ∆N y de las 
mutantes fosfo-miméticas mediante 
el programa SWISS-MODEL. Las 
secuencias de aminoácidos de los 
cuatro receptores fueron obtenidas y 
evaluadas mediante el programa 
SWISS-MODEL. Las predicciones 
estructurales fueron obtenidas 
mediante la comparación de las 
secuencias de los receptores con 
templados de proteínas previamente 
cristalizadas (ej. receptor β2-AR). El 
color de la región representa la 
confiabilidad del modelo en 
comparación con el templado. (Azul: 
confiabilidad alta. Rojo: confiabilidad 
media)  
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Así mismo, la figura 30 muestra que al evaluar exclusivamente el extremo carboxilo 

terminal de estos cuatro receptores mediante SWISS-MODEL, no se observaron cambios 

estructurales significativos en ninguno de los modelos. Esto resulta interesante si se 

considera que las mutaciones del receptor ∆N fueron hechas en el extremo carboxilo 

terminal, mientras que los posibles cambios conformacionales fueron observados en la 

tercera asa intercelular. Sin embargo, la posible influencia de los residuos de ácido 

aspártico localizados en el extremo carboxilo sobre la conformación estructural de la tercera 

asa intracelular, es un tema que deberá de ser analizado en futuros estudios.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.4. La tercera asa intracelular y el extremo carboxilo del receptor α1D-AR regulan el 

incremento de calcio intracelular      

 

Una de las propiedades del receptor α1D-AR es inducir el incremento de calcio intracelular 

en respuesta a la estimulación con NA. Nuestro estudio evaluó la participación de los sitios 

de fosforilación localizados en la tercera asa intracelular y en el extremo carboxilo en la 

activación de esta vía de señalización. La figura 16 muestra que el receptor ∆N tiene la 

capacidad de incrementar los niveles de calcio intracelular en aproximadamente 130 nM en 

respuesta a NA. Sin embargo, la mutante ∆N-MutIL3 incrementa los niveles de calcio 

intracelular de manera parcial (≈ 90 nM). Esto sugiere que los sitios localizados en la tercera 

asa intracelular podrían regular el acoplamiento del receptor con la proteína Gq/11, la cual 

se encarga de activar esta vía de señalización. Estos datos confirman nuestros reportes 

anteriores (Alfonzo-Méndez et al., 2018). Por otro lado, el incremento de calcio intracelular 

Figura 30: Análisis de modelado de proteínas del extremo carboxilo del 
receptor ∆N y de las mutantes fosfo-miméticas mediante el programa SWISS-
MODEL. Las secuencias de aminoácidos de los cuatro dominios intracelulares 
fueron obtenidas y evaluadas mediante el programa SWISS-MODEL. Las 
predicciones estructurales fueron obtenidas mediante la comparación de las 
secuencias de los receptores con templados de proteínas previamente cristalizadas. 
El color de la región representa la confiabilidad del modelo en comparación con el 
templado. (Azul: confiabilidad alta. Rojo: confiabilidad media)  
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por parte de las mutantes ∆N-MutIL3-R.P., ∆N-MutIL3-R.D., ∆N-MutIL3-G.P. y ∆N-MutIL3-

G.D. fue notoriamente menor en comparación con el receptor ∆N y la mutante ∆N-MutIL3. 

Esto indica que los residuos individuales, así como los residuos que se encuentran 

agrupados en el extremo carboxilo, además de aquellos localizados en la tercera asa 

intracelular, tienen un papel relevante en el incremento de calcio intracelular inducido por 

NA. Esto permite plantear la hipótesis de que dichos residuos localizados en el extremo 

carboxilo, son sitios de unión de la proteína Gq/11, la cual pierde la capacidad de unirse al 

receptor cuando estos residuos se encuentran mutados o ausentes. Por otro lado, el 

incremento de calcio intracelular por parte de las mutantes ∆N-MutIL3-M.D. y ∆N-MutIL3-

M.T. confirma los resultados previamente discutidos. En dichas mutantes, la activación de 

esta vía de señalización es ligeramente menor que las mutantes antes analizadas, lo cual 

refuerza la hipótesis del papel de los residuos localizados en el extremo carboxilo en el 

acoplamiento del receptor con la proteína G. Si bien esta hipótesis cobra relevancia  y 

solidez cuando se analizan los datos, la evaluación de la mutante ∆N∆C y ∆N-MutIL3-∆C 

sugiere que aunque los sitios del extremo carboxilo son importantes en el acoplamiento del 

receptor con la proteína G y en el incremento de calcio intracelular, dichos residuos no son 

indispensables, ya que la mutante ∆N∆C tiene la capacidad de activar esta vía de 

señalización a niveles similares a los del receptor ∆N. Por el contrario, la mutante ∆N-

MutIL3-∆C muestra un incremento en los niveles de calcio intracelular comparables con la 

mutante ∆N-MutIL3-M.T., lo cual permite reafirmar la hipótesis de que tanto los residuos 

localizados en la tercera asa intracelular así como los residuos localizados en el extremo 

carboxilo, contribuyen al acoplamiento del receptor con la proteína G, sin embargo, los 

residuos localizados en la tercera asa intracelular son indispensables para dicho 

acoplamiento, mientras que la ausencia de los residuos localizados en el extremo carboxilo 

no interfieren con el acoplamiento del receptor con la proteína G; en otras palabras, 

mientras los residuos localizados en la tercera asa intracelular estén presentes, el receptor 

α1D-AR puede acoplarse a la proteína Gq/11.  

 

Por otro lado, el estudio de las mutantes ∆N-MutIL3-G.P. Asp, ∆N-MutIL3-G.D. Asp 

y ∆N-MutIL3-M.T. Asp, demuestra la funcionalidad de dichos receptores para incrementar 

los niveles de calcio intracelular. La respuesta parcial de la mutante ∆N-MutIL3-G.P. Asp 

indica que aunque dicha mutante se encuentra localizada en vesículas intracelulares, una 

porción de receptores se encuentra expresada en la membrana plasmática, los cuales 

tienen la capacidad de unirse a la proteína Gq/11 e incrementar los niveles de calcio 

intracelular a niveles comparables a la mutante ∆N-MutIL3. Sin embargo, es claro que las 
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mutantes ∆N-MutIL3-G.D. Asp y ∆N-MutIL3-M.T. Asp son capaces de activar esta vía de 

señalización debido a su completa localización en la membrana plasmática. Igualmente, 

estos datos sugieren que la fosforilación de los residuos localizados en el extremo carboxilo 

en condiciones basales, no solo permiten la localización del receptor α1D-AR en la 

membrana plasmática, sino también el acoplamiento del receptor con la proteína Gq/11. Este 

argumento pone en duda el planteamiento de que la fosforilación de los GPCRs promueve 

el desacoplamiento de la proteína G del receptor, y por lo tanto, la inhibición de diferentes 

vías de señalización.   

 

6.5. La tercera asa intracelular y el extremo carboxilo del receptor α1D-AR regulan la 

activación de ERK1/2      

 

Otra de las vías de señalización activadas por el receptor α1D-AR, es la vía de las MAP 

cinasas. Nuestro más reciente trabajo de investigación reportó la activación de esta vía de 

señalización por varias mutantes del receptor α1D-AR, específicamente por el receptor ∆N 

y las mutantes ∆N-MutIL3, ∆N∆C y ∆N-MutIL3-∆C (Alfonzo-Méndez et al., 2018). El 

presente estudio evaluó la participación de los sitios de fosforilación localizados en el 

extremo carboxilo del receptor α1D-AR en la activación de ERK1/2. La grafica 19 muestra 

que el receptor ∆N, como ya se había reportado anteriormente, induce la activación de 

ERK1/2 a los 5 y 15 minutos de estimulación con NA, sin embargo, dicha actividad decae 

a los 30 y 60 minutos de estimulación. Por el contrario, todas las mutantes generadas del 

receptor α1D-AR, muestran una activación de esta vía de señalización sostenida hasta los 

60 minutos de estimulación con NA. Estos resultados pueden ser sujetos a diversas 

interpretaciones; la disminución en la actividad de ERK1/2 a los 30 y 60 minutos por parte 

del receptor ∆N, siguiere que la fosforilación de este receptor atenúa su actividad y por lo 

tanto, disminuye la actividad de la vía de las MAP cinasas. Por otro lado, la activación 

sostenida de ERK1/2 por parte de las diversas mutantes del receptor α1D-AR, sugiere que 

la ausencia de fosforilación en residuos localizados en la tercera asa intracelular así como 

en el extremo carboxilo, impiden que el receptor α1D-AR disminuya su actividad y por lo 

tanto, mantenga activa la vía de las MAP cinasas. Adicionalmente, nuestros datos sugieren 

que aquellas mutantes del receptor α1D-AR que son capaces de activar ERK1/2, pero son 

incapaces de movilizar calcio intracelular, se comportan como receptores sesgados; es 

decir, son capaces de activar una vía de señalización y no otra. La habilidad de comportarse 

como receptores sesgados puede deberse a que las mutantes son incapaces de acoplarse 

a la proteína Gq/11, misma regula la movilización de calcio intracelular, mientras que las 
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mismas mutantes reclutan a las β-arrestinas 1/2, las cuales, al mismo tiempo, pueden 

reclutar y activar ERK1/2, independientemente de la actividad de la proteína G. La 

formación del complejo multi-proteico GPCR/β-arrestina/ERK1/2 permite que dicho 

ensamblaje biológico se comporte como una estructura proteica con la capacidad de 

señalizar a través de ERK1/2 y fosforilar diversos sustratos citosolicos. Por lo tanto, 

nuestros datos indican que todas las mutantes generadas del receptor α1D-AR, tienen esta 

capacidad de ensamblaje y señalización.       

   

6.6. El receptor ∆N activa ERK1/2 a través de la actividad de PKC, GRK2, la 

transactivación del EGFR y la expresión de las β-arrestinas 1/2 

 

Nuestra investigación extendió el estudio de la vía de señalización de MAP cinasas a los 

componentes que regulan su actividad, tomando como modelo el receptor ∆N. Es 

importante mencionar que diversos receptores pueden emplear diferentes componentes 

intracelulares para promover la activación de ERK1/2, lo cual habla de la capacidad de 

varias proteínas y cinasas para activar esta vía de señalización. 

 

La figura 20 muestra algunos de los diferentes componentes que median la 

activación de ERK1/2 por parte del receptor α1D-AR. Por un lado, la activación de ERK1/2 

es regulada de forma parcial por la actividad de la PKC y de GRK2 (Figura 20A-B). El nivel 

de regulación de esta vía por ambas cinasas es desconocido, sin embargo, podemos 

plantear la hipótesis de que la fosforilación del receptor ∆N por parte de la PKC y de GRK2, 

promueve el reclutamiento de las β-arrestinas 1/2 hacia el receptor, favoreciendo la 

formación del complejo GPCR-β-arrestina, el cual, a su vez, pudiera ser capaz de reclutar 

y activar a ERK1/2. Por otro lado, la transactivación del receptor para EGF por el receptor 

α1D-AR, muestra que ambos receptores tienen la capacidad de activar esta vía de 

señalización en conjunto, lo cual fue demostrado inhibiendo al receptor de EGF con un 

bloqueador específico (AG1478) (Figura 21A). La hipótesis de que el receptor ∆N tiene la 

capacidad de reclutar a las β-arrestinas para activar ERK1/2 de manera independiente de 

la proteína G, fue confirmada cuando la expresión de ambas β-arrestinas fue inhibida 

empleando siRNAs específicos; nuestros resultados mostraron que la actividad de ERK1/2 

fue disminuida debido a la ausencia de estas proteínas de andamiaje (Figura 21B). Por lo 

tanto, el presente estudio sugiere que el receptor α1D-AR tiene la capacidad de formar el 

complejo multi-proteico GPCR-β-arrestina-ERK1/2, el cual, podría llevar a cabo sus 

funciones de señalización mientras se encuentra localizado en vesículas intracelulares.       
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6.7. La mutante ∆N-MutIL3-M.T. activa ERK1/2 a través de la transactivación del EGFR 

y la expresión de las β-arrestinas 1/2  

 

La capacidad del receptor α1D-AR de activar ERK1/2 a través de la transactivación del 

EGFR y del reclutamiento de las β-arrestinas 1/2, fue evaluada usando a la mutante ∆N-

MutIL3-M.T. como modelo. Esta mutante carece de sitios de fosforilación en la tercera asa 

intracelular y el extremo carboxilo, siendo incapaz de acoplarse a su respectiva proteína G, 

además, carece de la capacidad para movilizar calcio intracelular en respuesta a NA. Sin 

embargo, como se muestra en la figura 22A, nuestros resultados sugieren que dicha 

mutante puede transactivar al receptor EGFR para activar ERK1/2; esta acción puede ser 

llevada a cabo mediante el reclutamiento de las β-arrestinas 1/2 hacia al receptor, aunque 

el mecanismo de activación del EGFR por parte del complejo GPCR/β-arrestina, es aún 

desconocido.  

 

El sensor estructural empleado por las β-arrestinas 1/2 para unirse a receptores 

activados sin necesidad de ser fosforilados, parece ser un mecanismo compatible con las 

múltiples funciones del receptor α1D-AR. La activación de la mutante ∆N-MutIL3-M.T. parece 

favorecer el reclutamiento de las β-arrestinas 1/2 hacia al receptor para promover la 

activación de ERK1/2. La figura 22B demuestra que esta mutante tiene la capacidad de 

formar el complejo multi-proteico GPCR/β-arrestina/ERK1/2, a través de los cambios 

conformacionales detectados por las β-arrestinas. Además, esto sugiere que, a pesar de 

no acoplarse a su respectiva proteína G y movilizar calcio intracelular, dicha mutante tiene 

la capacidad de activar otra vía de señalización distinta, lo que la convierte en un receptor 

sesgado.  

 

6.8. Las mutantes del receptor α1D-AR muestran diferentes patrones de 

internalización en respuesta a NA y PMA 

 

El análisis de las mutantes del receptor α1D-AR que se encuentran localizadas en la 

membrana plasmática, siguiere que dichas mutantes tienen diferente cinética de 

internalización inducida por la estimulación con NA y PMA. Recordemos que aquellas 

mutantes que se localizan en la membrana plasmática en condiciones basales, son el 

receptor ∆N, la mutante ∆N-MutIL3, ∆N-MutIL3-R.P. y ∆N-MutIL3-R.D. La figura 23 muestra 

que, en respuesta a NA, el receptor ∆N se internaliza a los 5 y 15 minutos de estimulación, 



57 

 

posteriormente, a los 30 y 60 minutos es reciclado hacia la membrana plasmática o 

degradado por lisosomas. Sin embargo, la mutante ∆N-MutIL3 muestra un patrón de 

internalización sostenido hasta los 60 minutos de estimulación. Estos resultados nos llevan 

a proponer que los sitios de fosforilación localizados en la tercera asa intracelular, regulan 

el reciclaje o degradación del receptor α1D-AR en respuesta a NA; además, dichos sitios 

son potencialmente fosforilables por PKC α/β y GRK2. Este mecanismo de reciclaje o 

degradación puede deberse a la desfosforilación de dichos residuos por proteínas 

fosfatasas, permitiendo su reciclaje hacia la membrana plasmática, o a su ubquitinación 

después de la estimulación del receptor, lo cual es una señal intracelular que permite su 

degradación por lisosomas o proteosomas. Por otro lado, las mutantes ∆N-MutIL3-R.P. y 

∆N-MutIL3-R.D. muestran un perfil de internalización inducido por NA similar al del receptor 

∆N. Nuestros datos sugieren que la ausencia de fosforilación de T442 y S543, compensa 

la función de los residuos fosforilables localizados en la tercera asa intracelular en el 

reciclaje o degradación del receptor α1D-AR; en otras palabras, la fosforilación de estos 

residuos por PKC α/β y GRK2, en ausencia de los residuos fosforilables localizados en la 

tercera asa intracelular, permite que el receptor α1D-AR se internalice en respuesta a NA.   

 

Por otro lado, evaluamos la cinética de internalización de los receptores previamente 

mencionados en respuesta a PMA.  La figura 24 muestra que el receptor ∆N tiene un patrón 

de internalización progresivo desde los 5 hasta los 60 minutos de estimulación. Esto quiere 

decir que el receptor no es procesado para ser degradado por lisosomas o reciclado hacia 

la membrana plasmática, contrario a los resultados obtenidos cuando el mismo receptor es 

estimulado con NA (el receptor se internaliza a los 5 y 15 minutos, y posteriormente es 

reciclado o degradado por lisosomas a los 30 y 60 minutos de estimulación). Nuestros datos 

también muestran que las mutantes ∆N-MutIL3, ∆N-MutIL3-R.P. y ∆N-MutIL3-R.D., tienen 

una cinética de internalización similar entre ellas, es decir, se internalizan a los 5 y 15 

minutos de estimulación, pero son parcialmente degradadas o recicladas hacia la 

membrana plasmática a los 30 y 60 minutos. Esto sugiere que los residuos fosforilables 

localizados en la tercera asa intracelular, así como los residuos proximal y distal localizados 

en el extremo carboxilo, regulan la internalización del receptor α1D-AR en respuesta a PMA. 

Todo este conjunto de residuos son potencialmente fosforilables por PKC α/β, lo cual es 

consistente con la internalización parcial y sostenida del receptor. La hipótesis de 

degradación o reciclaje de receptores después de ser estimulados, es un tema de 

investigación que debe de ser estudiado en consecuencia. Sin embargo, nuestro estudio 
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se limita únicamente a estudiar la cinética de internalización de las diferentes mutantes del 

receptor α1D-AR.  

 

6.9. Las mutantes del receptor α1D-AR con ácido aspártico, muestran diferentes 

patrones de internalización en respuesta a NA y PMA 

 

Como mencionamos anteriormente, la fosforilación del grupo proximal de residuos 

localizados en el extremo carboxilo, regula la localización del receptor α1D-AR en la 

membrana plasmática. Estos resultados son de gran importancia, ya que demuestran que 

la fosforilación de receptores no necesariamente induce su internalización en vesículas de 

clatrina. Las mutantes ∆N-MutIL3-G.P. Asp y ∆N-MutIL3-M.T. Asp, demuestran que esta 

fosforilación del receptor α1D-AR, permite su localización en membrana plasmática. Por lo 

tanto, evaluamos el patrón de internalización de dichas mutantes en respuesta a NA y PMA, 

estimulando las células a los mismos tiempos en que estimulamos las mutantes 

previamente analizadas. Como se observa en la figura 25, nuestros datos muestran que la 

mutante ∆N-MutIL3-G.P. Asp, tiene una cinética de internalización parcial y sostenida desde 

los 5 hasta los 60 minutos de estimulación con NA. Esto no resulta sorprendente si 

consideramos que los cuatro residuos localizados en el grupo distal, fueron sustituidos por 

aminoácidos fosfo-miméticos; además, en dicha mutante, aún existen residuos en el grupo 

proximal, así como los residuos proximal y distal, los cuales, pueden ser fosforilados por 

PKC α/β y GRK2. Sin embargo, de especial interés es la mutante ∆N-MutIL3-M.T. Asp, la 

cual, al ser estimulada con NA, muestra un nivel de internalización elevado y sostenido 

desde los 5 hasta los 60 minutos de estimulación. Estos resultados fueron totalmente 

inesperados, ya que es una mutante cuyos sitios de fosforilación localizados en la tercera 

asa intracelular así como en el extremo carboxilo, fueron mutados por acido aspártico. 

Además, dichos niveles de internalización fueron incluso mayores que los observados en 

la mutante ∆N-MutIL3-G.D. Asp. Nuestros datos permiten plantear una hipótesis que 

explique este fenómeno: aunque nuestro análisis de espectrometría de masas encontró 6 

residuos potencialmente fosforilables en la tercera asa intracelular, así como 9 residuos 

potencialmente fosforilables en el extremo carboxilo, otros residuos fueron también 

detectados en estos dominios intracelulares, sin embargo, el  valor Ascore fue muy bajo, y 

la detección fue poco consistente. Sin embargo, esto sugiere que dichos residuos pudieran 

estar siendo fosforilados por GRK2 en respuesta a la estimulación con NA. Además, resulta 

también plausible el sugerir que la mutación de todos los residuos localizados en el extremo 

carboxilo por acido aspártico, favorecen que este dominio intracelular se pliegue de una 
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manera particular, permitiendo que los residuos detectados con un valor Ascore bajo, sean 

expuestos y fosforilados por GRK2. Este cambio estructural en el extremo carboxilo no se 

llevaría a cabo en la mutante ∆N-MutIL3-G.D. Asp, ya que en dicha mutante, solo los 

residuos localizados en el grupo proximal fueron mutados, manteniendo la conformación 

nativa del extremo carboxilo y ocultando los residuos detectados por espectrometría de 

masas. 

 

Por otro lado, evaluamos la cinética de internalización de las mutantes previamente 

mencionadas en respuesta a PMA y empleando el mismo protocolo. La grafica 26 indica 

que la mutante ∆N-MutIL3-G.D. Asp no muestra niveles de internalización considerables, 

excepto a los 30 minutos de estimulación, donde se puede apreciar un ligero aumento de 

la fluorescencia intracelular. Sin embargo, dichos niveles de fluorescencia caen por 

completo a los 60 minutos de estimulación. Nuestros datos sugieren que la fosforilación de 

la mutante ∆N-MutIL3-G.D. Asp, no induce su internalización en comparación con las 

mutantes previamente descritas, esto a pesar de existir residuos localizados en el grupo 

proximal, así como el residuo proximal y el residuo distal, los cuales son fosforilados por 

PKC α/β y GRK2. Una posible explicación a dicho fenómeno, sugiere que la fosforilación 

de residuos en el grupo distal no solo permite que el receptor se exprese en la membrana 

plasmática, sino que también impide que el receptor sea internalizado a pesar de ser 

fosforilado en respuesta a PMA. Adicionalmente, la estimulación de la mutante ∆N-MutIL3-

M.T. Asp por PMA, permite una elevada y sostenida internalización desde los 5 hasta los 

60 minutos de estimulación. Estos datos nos permiten plantear la hipótesis antes descrita: 

la mutación de todos los residuos localizados en el extremo carboxilo por acido aspártico, 

induce una conformación estructural de dicho dominio intracelular que permite la exposición 

y fosforilación de residuos detectados por espectrometría de masas, aunque con un valor 

Ascore  muy pequeño. Sin embargo, parece que la fosforilación de dichos residuos es 

suficiente para inducir una internalización total y sostenida del receptor ∆N-MutIL3-M.T. 

Asp. 

 

6.10. Las diferentes mutantes del receptor α1D-AR se unen a las β-arrestinas 1/2 

endógenas 

 

Después de la estimulación por un ligando, diversos GPCRs son internalizados mediante 

un proceso que requiere el reclutamiento de las β-arrestinas 1/2 hacia el receptor. La 

formación del complejo GPCR/β-arrestina, permite que la maquinaria endocítica se 
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ensamble y el GPCR sea internalizado en vesículas de clatrina (Sudha, et al., 2011). Es 

importante mencionar que este proceso de internalización no impide que los GPCRs sigan 

señalizando, de hecho, se ha demostrado que múltiples receptores son capaces de activar 

diversas vías de señalización mientras se encuentran localizados en endosomas (Ranjan 

et al., 2017). Por esta razón, decidimos evaluar si las diferentes mutantes del receptor α1D-

AR son capaces de unirse a estas proteínas de andamiaje después de la estimulación con 

NA y PMA. Para lograr dicho objetivo, medimos la formación del complejo GPCR/β-arrestina 

solo con aquellas mutantes que se encuentran localizadas en la membrana plasmática; 

además, consideramos los tiempos de estimulación con NA y PMA en cada mutante con 

base en los tiempos máximos de internalización observados en nuestros experimentos de 

internalización.  

 

Como se muestra en la figura 27, el receptor ∆N, así como las mutantes ∆N-MutIL3 

y ∆N-MutIL3-R.D., son capaces de unirse a las β-arrestinas 1/2 endógenas cuando las 

células son estimuladas con NA y PMA. Es importante destacar varios aspectos de estos 

resultados; en condiciones basales, nuestros resultados indican que dichas mutantes 

colocalizan con las β-arrestinas 1/2, esto es de especial importancia, ya que reafirma los 

resultados de reportes previos que indican que el receptor α1D-AR se encuentra 

constitutivamente activo, además, el receptor se encuentra fosforilado en condiciones 

basales, y su estructura transmembranal e intracelular es idéntica a la de un receptor 

activado por su ligando. Esto sugiere que las β-arrestinas 1/2 son capaces de unirse al 

receptor empleando su sensor estructural y su sensor de fosfatos, los cuales contribuyen 

en coordinación, o de forma aislada, al acoplamiento de diversos GPCRs con las β-

arrestinas 1/2.  

 

Pocos estudios han demostrado que durante la desensibilización heteróloga, 

diversos GPCRs son capaces de reclutar a las β-arrestinas 1/2, lo cual significaría que estas 

proteínas de andamiaje regulan la internalización de estos receptores cuando son 

fosforilados en ausencia de su ligando (Información respecto a la unión de las β-arrestinas 

1/2 a GPCRs durante la desensibilización heteróloga, puede ser consultada en el anexo 5). 

Nuestro laboratorio recientemente reporto que el receptor α1A-AR no solo es capaz de 

unirse a las β-arrestinas 1/2 endógenas cuando las células son estimuladas con PMA, sino 

que también son capaces de activar la vía de señalización de las MAP cinasas (Alcántara-

Hernández et al., 2017). Nuestros resultados demuestran que el receptor α1D-AR también 

es capaz de reclutar a las β-arrestinas 1/2 durante la desensibilización homóloga y 
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heteróloga. Sin embargo, la capacidad de activar la vía de las MAP cinasas durante este 

último proceso de desensibilización y mediante la activación del dímero βγ, es un aspecto 

que debe ser investigado en futuros estudios. 

 

Por otro lado, nuestros datos muestran que aunque la mutante ∆N-MutIL3-R.P. se 

une a las β-arrestinas 1/2 en condiciones basales, la señal de colocalización no aumenta 

de forma significativa cuando las células son estimuladas con NA o PMA.  Esto sugiere que 

la fosforilación del residuo T442 es importante para la unión de las β-arrestinas 1/2 con el 

receptor α1D-AR. Igualmente, recordemos que dicha mutante no se fosforila de forma 

significativa en respuesta a NA o PMA, lo cual nos hace pensar que T442 es un regulador 

clave en la fosforilación, internalización y unión de β-arrestinas 1/2 con el receptor α1D-AR. 

Lo anterior planteado es apoyado por estudios que demuestran que la fosforilación del 

extremo carboxilo es un paso elemental en la unión de GPCRs con las β-arrestinas 1/2. 

 

6.11. Las mutantes del receptor α1D-AR con ácido aspártico se unen de forma parcial 

a las β-arrestinas 1/2 endógenas 

 

Nuestro trabajo extendió el estudio del reclutamiento de las β-arrestinas 1/2 endógenas 

hacia las mutantes ∆N-MutIL3-G.D. Asp y ∆N-MutIL3-M.T. Asp, usando el mismo protocolo 

de estimulación antes descrito. Como se muestra en la figura 28, ambas mutantes 

colocalizan con las β-arrestinas 1/2 en condiciones basales; esto sugiere que dichas 

mutantes tienen una estructura conformacional activa, en especial la mutante ∆N-MutIL3-

M.T. Asp, lo cual permite que el sensor estructural de las β-arrestinas 1/2 detecte dicha 

conformación, y se unan a las mutantes. Por otro lado, la mutante ∆N-MutIL3-G.D. Asp se 

une a las β-arrestinas 1/2 únicamente cuando las células son estimuladas con NA, aunque 

de manera parcial. Igualmente, la mutante ∆N-MutIL3-M.T. Asp se une con dichas proteínas 

de andamiaje de forma parcial cuando las células son estimuladas con NA y PMA. Estos 

resultados sugieren que la sustitución de residuos por acido aspártico en el extremo 

carboxilo, tiene un efecto negativo sobre la capacidad del receptor α1D-AR para reclutar a 

las β-arrestinas 1/2. Esto puede deberse principalmente a cambios estructurales en el 

extremo carboxilo que impiden que el extremo amino de las β-arrestinas 1/2 se unan al 

receptor, lo cual resultaría en un menor nivel de colocalización. Sin embargo, aunque estos 

cambios estructurales en el extremo carboxilo podrían considerarse como respuestas 

factibles, diversos estudios de biología estructural serán necesarios para examinar el 

acoplamiento del receptor α1D-AR con las β-arrestinas 1/2. 



62 

 

 

El establecimiento del “código de barras de fosforilación” como una teoría para 

explicar la diversidad de respuestas celulares generadas por un receptor estimulado, ha 

sido ampliado en un reciente trabajo de revisión, en el cual, se sugiere que la fosforilación 

de un receptor dado por diferentes cinasas, resulta en el reclutamiento de las β-arrestinas, 

las cuales regulan la desensibilización e internalización del receptor. Este código de 

fosforilación en el extremo carboxilo es “traducido” en información específica hacia las β-

arrestinas, las cuales son capaces de adoptar diversas conformaciones estructurales, que 

les permiten unirse y activar a una gran variedad de moléculas y segundos mensajeros§ 

(Yang, et al., 2017). La posibilidad de que este mecanismo de fosforilación y trasducción de 

señales este siendo empleado por el receptor α1D-AR, resulta posible si se toman en cuenta 

aquellos sitios que son fosforilados por PKC y GRK2, su relación con el reclutamiento de 

las β-arrestinas 1/2 hacia las diferentes mutantes generadas, y su capacidad para activar 

diversas vías de señalización de forma independiente de la proteína G, como la vía de las 

MAP cinasas.  

 

Finalmente, las figuras 31, 32 y 33, proporcionan un panorama general sobre las 

características estructurales y funcionales de los sitios de fosforilación y de las mutantes 

del receptor α1D-AR. Se destaca su fosforilación inducida por NA y PMA, su localización 

subcelular, internalización y unión a β-arrestinas 1/2 en respuesta a NA y PMA, su 

capacidad para movilizar calcio intracelular y activar ERK1/2. Para el receptor ∆N y la 

mutante ∆N-MutIL3-M.T., se señala su capacidad de activar ERK1/2 a través de la actividad 

de PKC, GRK2, la transactivación del EGFR, y del reclutamiento de las β-arrestinas 1/2. 

 

 

 

 

 

§ La fosforilación de GPCRs juega un importante papel en la regulación de su propia función. El concepto de 
“código de barras de fosforilación” desarrollado en la última década, explica la naturaleza multidimensional de 
la red de señalización de los GPCRs, y proporciona un importante mecanismo por el cual las funciones de los 
GPCRs son reguladas mediante su interacción con las β-arrestinas. El “flute model” para la teoría del “código 
de barras de fosforilación”, expande nuestro conocimiento, y revela datos preliminares sobre la capacidad de 
las β-arrestinas para leer, reconocer y traducir el “fosfo-mensaje” codificado en el receptor, mediante la 
interacción del extremo carboxilo terminal de este, y el extremo amino terminal de las β-arrestinas, permitiendo 
así, que dichas proteínas de andamiaje adopten una gran variedad de cambios conformacionales para reclutar 
diversas moléculas efectoras. El mecanismo de “código de barras de fosforilación”, podría, en conjunto con los 
cambios conformacionales del receptor debido a la estimulación por un ligando, dictar el perfil de señalización 
empleado por las β-arrestinas (Yang, et al., 2017).   
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Figura 31: Características estructurales y funcionales del receptor ∆N y la mutante ∆N-MutIL3. Se 
indica la fosforilación de ambos receptores inducida por NA y PMA, su localización subcelular en 
condiciones basales, internalización y unión a β-arrestinas 1/2 en respuesta a NA y PMA, así como su 
capacidad para movilizar calcio intracelular y activar ERK1/2. En el caso del receptor ∆N, se señala si la 
activación de ERK1/2 es dependiente de la actividad de PKC, GRK2, la transactivación del EGFR y del 
reclutamiento de las β-arrestinas 1/2 (azul) 
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Figura 32: Características estructurales y funcionales de los sitios de fosforilación y de las 
diferentes mutantes del receptor α1D-AR. Se destaca la función de los residuos proximal y distal, y de 
los grupos de residuos proximal y distal localizados en el extremo carboxilo. Igualmente, se señalan las 
mutantes con ambos grupos de residuos mutados (∆N-MutIL3-M.D), así como aquella mutante con la 
totalidad de residuos mutados y localizados en el extremo carboxilo (∆N-MutIL3-M.T.). De todas las 
mutantes mencionadas, se indica su fosforilación inducida por NA y PMA, su localización subcelular en 
condiciones basales, internalización y unión a β-arrestinas 1/2 en respuesta a NA y PMA, así como su 
capacidad para movilizar calcio intracelular y activar ERK1/2. En el caso de la mutante ∆N-MutIL3-M.T., 
se señala si la activación de ERK1/2 es dependiente de la transactivación del EGFR y del reclutamiento 
de las β-arrestinas 1/2 (azul). 
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Figura 33: Características estructurales y funcionales de las diferentes mutantes del receptor α1D-
AR con ácido aspártico. Se destaca la función de los grupos de residuos proximal y distal con 
sustituciones de ácido aspártico, así como aquella mutante con la totalidad de residuos mutados por ácido 
aspártico y localizados en el extremo carboxilo (∆N-MutIL3-M.T. Asp). De todas las mutantes 
mencionadas, se indica su fosforilación inducida por NA y PMA, su localización subcelular en condiciones 
basales, internalización y unión a β-arrestinas 1/2 en respuesta a NA y PMA, así como su capacidad para 
movilizar calcio intracelular.  
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Capitulo VII 
Conclusiones 

 

El presente trabajo contribuyó a evaluar el papel de los diversos sitios de fosforilación 

localizados en el extremo carboxilo en la función y localización subcelular del receptor α1D-

AR. Nuestros métodos experimentales fueron llevados a cabo con base en nuestro más 

reciente estudio, donde a través de espectrometría de masas, detectamos diversos sitios 

de fosforilación en la tercera asa intracelular y en el extremo carboxilo de este GPCR. 

Debido al gran número de sitios detectados, dicho trabajo se enfocó únicamente en explorar 

el papel de los dominios intracelulares en la función del receptor α1D-AR. Sin embargo, 

decidimos realizar mutaciones puntuales en el extremo carboxilo para conocer el papel de 

cada sitio de fosforilación en la regulación y función de este receptor. Nuestros resultados 

muestran que la regulación del receptor α1D-AR por parte de dichos residuos de 

fosforilación, es muy compleja. Proponemos que T442 es un residuo de especial 

importancia en la fosforilación y acoplamiento de las β-arrestinas 1/2 al receptor α1D-AR. 

Además, la fosforilación del grupo distal de este receptor, permite su completa inserción en 

la membrana plasmática. Esto es muy importante, ya que hasta la fecha, ningún estudio ha 

demostrado que la fosforilación de ciertos residuos localizados en el extremo carboxilo de 

un GPCR, controle su localización en la membrana plasmática. Nuestros datos nos llevan 

a plantear la hipótesis de que la ausencia de fosforilación en los residuos localizados en el 

grupo distal, dificulta o impiden la inserción del receptor α1D-AR en la membrana plasmática. 

Este planteamiento, junto con la actividad intrínseca del receptor α1D-AR, explican por qué 

este receptor presenta niveles de fosforilación elevados aun en la ausencia de un ligando 

(Alfonzo-Méndez et al., 2018). Además, de acuerdo a los resultados de espectrometría de 

masas, los residuos S516 y S518, se encuentran fosforilados en condiciones basales, lo 

cual apoya la hipótesis anteriormente planteada. Por lo tanto, es posible sugerir que durante 

la internalización del receptor y el proceso de reciclamiento, una serie de diferentes 

proteínas cinasas y fosfatasas podrían estar participando en la formación de complejos de 

señalización de una manera dinámica.    

 

Recientemente, se reportó que la expresión del receptor para esfingosina-1-fosfato 

(S1P) en la membrana plasmática, está controlada por la inhibición de la PKC, es decir, la 

inhibición de dicha cinasa induce la internalización de este GPCR, aunque los sitios 

específicos de fosforilación son hasta el momento desconocidos (Sensken & Gräler, 2010). 

Igualmente, se ha reportado que la fosforilación de diversas subunidades de los receptores 
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AMPA/NMDA favorecen su expresión en la membrana plasmática, lo cual sugiere que este 

no es un proceso exclusivo de GPCRs (Comenencia-Ortiz, et al., 2009; Lin et al., 2009; 

Kibaly, et al., 2016; Abramian et al., 2014). 

 

Finalmente, es la primera vez que un grupo de investigación genera un gran número 

de mutantes del receptor α1D-AR para su estudio. Esto nos ha permitido explorar el rol de 

la tercera asa intracelular y del extremo carboxilo, así como la función de los sitios de 

fosforilación localizados en dichos dominios intracelulares en la regulación de este receptor. 

A pesar de estos grandes avances, es importante reconocer la existencia de más sitios de 

fosforilación localizados a lo largo del extremo carboxilo, los cuales podrían estar regulando 

la función y señalización de este receptor. Para estudiar dichos sitios, sugerimos la 

mutación de todos aquellos residuos potencialmente fosforilables en el extremo carboxilo, 

incluso en aquellos donde el valor Ascore haya sido muy bajo en comparación con otros 

residuos. De esta manera, podremos saber con mayor exactitud el rol del extremo carboxilo 

en la función del receptor α1D-AR. 
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A B S T R A C T

Human α1D-adrenoceptors (α1D-ARs) are a group of the seven transmembrane-spanning proteins that mediate
many of the physiological and pathophysiological actions of adrenaline and noradrenaline. Although it is known
that α1D-ARs are phosphoproteins, their specific phosphorylation sites and the kinases involved in their phos-
phorylation remain largely unknown. Using a combination of in silico analysis, mass spectrometry and site
directed mutagenesis, we identified distinct α1D-AR phosphorylation patterns during noradrenaline- or phorbol
ester-mediated desensitizations. We found that the G protein coupled receptor kinase, GRK2, and conventional
protein kinases C isoforms α/β, phosphorylate α1D-AR during these processes. Furthermore, we showed that the
phosphorylated residues are located in the receptor's third intracellular loop (S300, S323, T328, S331, S332,
S334) and carboxyl region (S441, T442, T477, S486, S492, T507, S515, S516, S518, S543) and are conserved
among orthologues but are not conserved among the other human α1-adrenoceptor subtypes. Additionally, we
found that phosphorylation in either the third intracellular loop or carboxyl tail was sufficient to regulate cal-
cium signaling desensitization. By contrast, mutations in either of these two domains significantly altered mi-
togen activated protein kinase (ERK) pathway and receptor internalization, suggesting that they have differential
regulatory mechanisms. Our data provide new insights into the functional repercussions of these posttransla-
tional modifications in signaling outcomes and desensitization.

1. Introduction

α1-Adrenoceptors comprise a subfamily of G protein coupled re-
ceptors (GPCRs) that mediate many of adrenaline and noradrenaline
(NA) actions [1,2]. This receptor subfamily is composed of three
members, the α1A, α1B, and α1D subtypes [2]; the latter receptor was
studied in the present work. As is true for all GPCRs, α1D-adrenoceptors
(α1D-ARs) are structurally characterized by an extracellular amino
terminus, an intracellular carboxyl terminus (Ctail), and seven mem-
brane-spanning segments connected by three intracellular and three
extracellular loops [2,3]. Agonist binding to α1D-ARs induces con-
formational changes that sequentially activate Gq/11 and phospholi-
pase Cβ; this latter enzyme triggers phosphatidylinositol 4,5 bis-phos-
phate hydrolysis generating diacylglycerol and inositol 1,4,5-
trisphosphate. These second messengers lead to an increase in in-
tracellular Ca2+ levels and protein kinase C activation [1–4]. Moreover,
α1D-ARs are able to stimulate the ERK mitogen activated protein kinase

pathway [5,6].
α1D-ARs play important roles in regulating human tissue home-

ostasis and are also involved in the pathophysiology of diseases such as
hypertension and benign prostatic hyperplasia, among others [1,7–10].
This receptor subtype has several unique characteristics, some of which
have hindered its study (reviewed in [11]). These include a low de-
tection in many tissues by radioligand binding techniques [12] and its
subcellular localization; it is abundant in intracellular vesicles and
scarce at the plasma membrane [13–17]. α1D-AR retention in in-
tracellular vesicles is responsible for its low plasma membrane locali-
zation and appears to be due to a motif present at the amino terminus
[13–15]. Deletion of the coding sequence for the first 79 amino acids
has been employed to favor α1D-AR membrane expression in trans-
fected model cells [13–15,18,19]. Interestingly, recent evidence in-
dicates that proteolytic processing of the α1D-AR amino terminus do-
main is a physiological mechanism employed by cells to generate
functional receptors [20], which supports the use of engineered
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truncated receptors. In addition, α1D-ARs exhibit constitutive activity
that appears to be physiologically relevant, preventing abrupt changes
in blood pressure and tissue perfusion [21–23].

Desensitization prevents receptor over-activation in response to
prolonged or intense stimulation and is a conserved mechanism for the
fine-tuning of cell responsiveness [24]. During this process, receptor
phosphorylation appears to be a pivotal step, as it prompts the re-
cruitment of scaffold proteins such as β-arrestins, leading to receptor
internalization [24–26]. α1D-AR signaling is subjected to negative reg-
ulation upon sustained agonist stimulation (homologous desensitiza-
tion), and in response to unrelated mediators acting either through
activation of other GPCRs, receptor tyrosine kinases, or protein kinase C
(PKC) (heterologous desensitization) [6,18,27]. It is generally accepted
that GPCR kinases (GRKs) phosphorylate this group of receptors during
homologous desensitization, whereas second messenger-activated pro-
tein kinases such as PKC, seem to play major roles during the hetero-
logous processes [28,29]. GRKs and PKCs are two protein kinase sub-
families involved in a plethora of physiological responses and have
been classified based on their structure and cofactor regulation. On the
one hand, PKCs have been grouped into: a) conventional (α, the splice
variants βI and βII), b) novel (δ, ε, η, θ and μ), and c) atypical (ζ and λ)
[30,31]. On the other hand, GRKs are categorized into the following
subfamilies: a) visual (GRK1 and 7), b) GRK2 subfamily (GRK2 and 3),
and c) GRK4 subfamily (GRK 4, 5 and 6) [32].

α1B-ARs represent the most studied α1-AR and they are considered
as prototypical of this receptor subfamily. Cottechia and colleagues
have shown that five serine residues located at the α1B-AR Ctail are the
main sites of receptor phosphorylation and targets of GRK and PKC, as
well as mainly responsible for receptor desensitization [33,34]. Inter-
estingly, it is known that the α1A- [35] and α1D-AR subtypes are
phosphorylated and desensitized even in Ctail-truncated mutants [19].
We recently reported that α1A-ARs are phosphorylated at residues lo-
cated at both the intracellular loop 3 (IL3) and the Ctail [36]. To the
best of our knowledge, no information concerning the α1D-AR specific
phosphorylation sites has been reported and the kinases involved are
largely unknown. Hence, the objective of this research was to identify
and functionally characterize the α1D-ARs phosphorylation sites and the
kinases involved during homologous and heterologous desensitization.

To achieve this goal, we immunopurified α1D-ARs and used mass
spectrometry to assess the presence of phosphorylated residues; this
was performed under baseline conditions and after cell stimulation with
noradrenaline or phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA). We observed
differential phosphorylation under the conditions explored and ex-
perimentally showed that GRK2 is mainly involved in the α1D-AR
phosphorylation observed during homologous desensitization, whereas
conventional PKC isoforms participate in the heterologous process.

2. Material and methods

2.1. Reagents

(−)-Noradrenaline (NA), phorbol myristate acetate (PMA), bi-
sindolylmaleimide I, and propranolol were obtained from Sigma-
Aldrich Chemical. Paroxetine was a generous gift from Psicopharma SA
de CV (Mexico) (http://www.psicofarma.com.mx/). Gö 6976 was from
Calbiochem. [32P]Pi (8500–9120 Ci/mmol) was obtained from Perkin-
Elmer Life Sciences. Dulbecco's modified Eagle's medium, fetal bovine
serum, trypsin, Lipofectamine 2000, streptomycin, penicillin, ampho-
tericin B, blasticidin, hygromicine B, doxycycline hyclate and Fura-2AM
were purchased from Invitrogen-Life Technologies. Polyethyleneimine
was obtained from Polyscience. Polyvinylidene difluoride 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)
(catalog number 4695S, lot: 21) antibodies were obtained from Cell

Signaling Technology; monoclonal anti-GFP was from Clontech (catalog
number 632381, lot A5033481) and polyclonal anti-GFP was generated
in our laboratory [37]. Secondary antibodies were purchased from
Zymed (Thermo Fisher Scientific) or Jackson ImmunoResearch. Anti-
body dilutions were 1: 1000 for primary antibodies and 1: 10,000 for
secondary antibodies.

2.2. Plasmids

cDNA coding for either amino- or amino/carboxyl truncated-α1D-
AR-EGFP constructs (Δ1–79 and Δ1–79 and Δ440–572, respectively
[19]) were subcloned into pEGFP-N1 (Clontech). These constructs were
further subcloned into pCDNA5/FRT/TO to generate pΔN-α1D-AR-
EGFP and pΔNΔC-α1D-AR-EGFP (Flp-ln T-rex expression system, In-
vitrogen). The latter constructs were mutagenized (S300/323/331/
332/334A/T328V) to generate pΔN-MutIL3-EGFP and pΔNΔC-MutIL3-
EGFP by Mutagenex, Inc. Proper insertion and mutagenesis was con-
firmed by sequencing (Mutagenex, Inc.). pOG44 was obtained from
Invitrogen. The plasmid for expression of the dominant negative form
of GRK2, GRK2-K220R, was kindly donated by Dr. Jeffrey Benovic
(Thomas Jefferson University) [38].

2.3. Cells and transfections

Parental Flp-In T-Rex HEK293 cells (Invitrogen) were routinely
grown in Dulbecco's modified Eagle's medium supplemented with 10%
fetal bovine serum, 100 μg/ml streptomycin, 100 U/ml penicillin, and
0.25 μg/ml amphotericin B. 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 Lipofectamine 2000 following the manufacturer's
instructions. Transfected cells were subjected to selection with 5 μg/ml
blasticidin and 100 μg/ml hygromycin B, as previously described
[39,40]. Experiments were performed after inducing receptor expres-
sion with 1 μg/ml doxycycline hyclate (14–24 h). In all experiments
using noradrenaline, 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). In assays using the dominant negative form of
GRK2, plasmid was transfected using polyethyleneimine [41] and ex-
periments were carried out 72 h after transfection.

2.4. α1D-AR purification and mass spectrometry analysis

We used ten 10 cm-diameter dishes (90% confluence) of HEK 293
cells expressing the α1D-AR-EGFP per condition, in each experiment.
Control experiments using non-induced HEK 293 cells were also per-
formed. Cells were stimulated as indicated, washed twice with ice-cold
PBS and solubilized for 1 h at 4 °C with ice-cold lysis buffer (10 mM Tris
HCl, 150 mM NaCl, 1% sodium cholate, 1% Nonidet P40, 10% SDS,
5 mM EDTA, pH 7.4, 10 mM NaF, 10 mM sodium pyrophosphate, leu-
peptine 20 mg/ml, phenylmethylsulfonyl fluoride 100 mg/ml, baci-
tracin 500 mg/ml, soybean trypsin inhibitor 50 mg/ml, 1 mM p-serine,
1 mM p-threonine and 1 mM p-tyrosine). The solubilized extracts were
centrifuged at 12,700 ×g for 15 min. Pre-cleaning of the supernatants
was performed using 100 μl of protein A-agarose with constant agita-
tion for 1 h at 4 °C. After 5000 ×g centrifugation, the supernatants were
incubated overnight 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 [42] containing
20 mg/ml dithiothreitol, 10% SDS and 8 M urea. The samples were
resolved by SDS-PAGE by running two 10% gels in parallel, one con-
taining > 95% of the sample and another 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). The
second gel was used to confirm the presence of EGFP-tagged receptors
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by Western blotting. Three different purification-mass spectrometry
experiments were performed. A probability-based score, Ascore [43],
that measures the probability of correct phosphorylation site localiza-
tion based on the presence and intensity of site-determining ions in MS/
MS spectra was employed. Two considerations 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 dif-
ferent Ascore values were considered [43].

2.5. Receptor phosphorylation

Receptor phosphorylation was performed as previously described
[19]. 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, 2.7 mM KCl,
Na2HPO4 10 mM; pH 7.4) (PBS) and solubilized for 1 h in the lysis
buffer described above. The extracts were centrifuged and supernatants
were incubated overnight with protein A-agarose and anti-eGFP anti-
serum generated in our laboratory [37]. Samples were subjected to
SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose membranes and exposed for
18–24 h. The amount of phosphorylated receptor was assessed by
PhosphorImager analysis. Western blotting for loading controls was
performed using a commercial anti-eGFP antibody (Clontech).

2.6. Intracellular calcium determinations

Intracellular calcium concentrations were assessed as previously
described [18,19]. 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.
Labeled cells were washed three times to eliminate unincorporated dye.
Fluorescence measurements were performed at 340- and 380-nm ex-
citation wavelengths and at a 510-nm emission wavelength, with a
chopper interval set to 0.5 s, using an Aminco-Bowman Series 2 Lumi-
nescence Spectrometer. Intracellular calcium levels were calculated as
described by Grynkiewicz et al. [44]

2.7. 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 [42]. Lysates were cen-
trifuged at 12, 700 ×g for 5 min, and proteins in supernatants were
separated by SDS-PAGE. Proteins were electrotransferred onto poly-
vinylidene difluoride membranes and immunoblotting was performed.
Duplicate samples were run in parallel to determine total- and phospho-
ERK 1/2 levels. For data normalization, the maximum response was
considered as 100%.

2.8. Confocal microscopy

Cells were cultured in glass-bottomed Petri dishes and stimulated
with the agents, for the times indicated, and immediately fixed with 4%
paraformaldehyde. Images from 3 to 6 independent experiments, per-
formed on different days, were obtained using a Fluoview Confocal
microscope model FV10i (Olympus, LD laser, 405 nm [18 mW], 473 nm
[12.5 mW], 635 nm [10 mW], 559 nm) with a water-immersion objec-
tive (60×). EGFP was excited at 480 nm, and the emitted fluorescence
was detected at 515–540 nm. To determine the levels of receptor in-
ternalization, intracellular fluorescence (pixels) was measured using
ImageJ software. Data were normalized to values obtained from un-
stimulated cells.

2.9. In silico analysis

Receptor sequences were obtained from the UniProt Knowledgebase
[45]. α1D-ARs orthologs: human (ID P25100); rat (ID 23944); mouse
(ID P97714); pig (ID Q9TTM9); rabbit (ID O02666); human α1B-AR (ID
P35368) and human α1A-AR (ID P35348). The 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) [46] and the Group-based Predic-
tion System, GPS 2.0 (http://gps.biocuckoo.org/) [47] on-line services,
employing cut-off values of 0.75 and 4, respectively. Prediction of the
probable protein kinases involved was obtained using GPS 2.0 [47].

2.10. 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 < 0.05 was
considered statistically significant.

3. Results

3.1. Mass spectrometry analysis of α1D-AR phosphorylation sites

A major goal of the present work was to identify the α1D-AR sites
phosphorylated under baseline and stimulated conditions. To accom-
plish this, we performed receptor immunopurification experiments
using Flp-In T-Rex HEK293 cells expressing the 1–79 amino terminus-
truncated α1D-AR-EGFP (ΔN) [13–15] and treated with: vehicle (base-
line), 10 μM NA or 1 μM PMA, for 15 min. As indicated previously, the
amino-truncated receptor construct was used to achieve membrane
expression; incubation times and agent concentrations were selected
based on previously reported receptor phosphorylation data [19]. As
shown in the Coomassie blue-stained gel, protein bands of this re-
ceptor's predicted molecular weight (Mr ~110 kDa, arrow) were en-
riched in the different samples (Fig. 1panel A, left panel). The bands
were identified by Western blotting using commercial anti-GFP anti-
bodies (Fig. 1, panel A, right panel). To further confirm the specificity
of the purified receptor, we compared immunopurified samples from
Flp-In T-Rex HEK293 cells maintained in the absence or presence of
doxycycline, which induces α1D-AR-EGFP expression. As expected, a
band with the molecular weight of the receptor was observed only in
the sample obtained from cells in which α1D-AR-EGFP expression was
induced, as shown in both the Coomassie blue-stained gel and the anti-
GFP Western blot (Fig. 1, panel B).

Mass spectrometry analysis of the immunopurified bands, from
three independent experiments, revealed peptides corresponding to
38% of the total α1D-AR sequence. From this total protein coverage,
66.6% of the IL3 and 77.1% of Ctail sequences were detected
(Supplemental Fig. S1). Data showed receptor phosphorylation under
basal conditions (Table 1). Additionally, phosphorylation sites were
detected both at the receptor's third intracellular loop (IL3) and Ctail;
some of these sites were predicted by bioinformatic analysis (Supple-
mental Table S1). At the IL3, we found that S331 appeared phos-
phorylated after NA stimulation, whereas S300, S323, S332, S334 and
T328 were detected in the absence of stimulus and after cell activation
with either NA or PMA (Table 1). By contrast, phosphorylation sites at
the Ctail showed similarities and differences under the conditions stu-
died; i. e., baseline phosphorylation sites: T477, S486, S516, S518,
S543; NA: T442, T477, T507, S515, S516, S518, S543; and PMA-in-
duced phosphorylation: S441, T442, T477, S486, S492, T507, S515,
S516, S518, S543 (Fig. 2, panel A and Table 1). Other phosphorylation
sites were detected but their Ascore was low.
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The putative protein kinases involved in these phosphorylations
were explored by in silico analysis. Using the Group-based Prediction
System, GPS 2.0 the kinases with significant likelihood of catalyzing
phosphorylation at every detected site were identified. Unsurprisingly,
in many cases, several kinases, including members of the GRK and PKC
families, were able to phosphorylate these sites; other protein kinases,
such as PKA, AKT, PDK-1 and members of the MAP kinase family, were
also identified in the protein kinase prediction analysis (Supplemental
Table S2). To obtain a general overview we color-coded the phos-
phorylated residues as follows: predicted protein kinase, GRK (green);
predicted protein kinase, PKC (red); both kinase families were predicted
(yellow). This generated the phosphorylation patterns shown in Table 1
and Fig. 2 (panel A), which suggest that qualitative differences in the
α1D-AR phosphorylation patterns exist under the conditions studied
(Table 1).

Sequence alignment of the IL3 and Ctail domains of the α1D-ARs of

different species was subsequently performed (Supplemental Fig. S2). A
high degree of conservation among these orthologues, in almost all the
phosphorylation sites, was detected. By contrast, when these domains
of human α1A-, α1B- and α1D-AR subtypes, were aligned, the identified
phosphorylation sites were barely conserved (Supplemental Fig. S3).

3.2. α1D-AR intracellular domains have distinct phosphorylation kinetics

Taking into consideration the previous bioinformatic and mass
spectrometry analysis, we generated the mutant receptors shown in
Fig. 2, panel B: 1) The 1-79 amino terminus-truncated receptor used in
the previously described experiments (ΔN); 2) a 1-79 amino terminus-
and 441–572 carboxyl terminus-truncated mutant (ΔNΔC), previously
described [19]; 3) the amino-truncated mutant with IL3 mutations [S
(300, 323, 331, 332, 334)A, T328V] (ΔN-MutIL3) and 4) an amino- and
carboxyl-truncated mutant with the substitutions described above at
the IL3(ΔNΔC-MutIL3). All these mutants were tagged with the EGFP
for confocal microscopy visualization and immunoprecipitation studies.

We then performed time-course analysis of NA-induced receptor
phosphorylation employing the different mutants. As shown in Fig. 3
(panel A), ΔN receptor baseline phosphorylation was rapidly increased
after stimulation for 2, 5 and 15 min with NA; receptor phosphorylation
subsequently decreased towards baseline level. By contrast, NA stimu-
lation also induced rapid increases in ΔNΔC receptor phosphorylation,
but this remained elevated throughout the experiment. Kinetics of
mutant ΔN-MutIL3 phosphorylation in response to NA was markedly
similar to that of ΔNΔC. We detected no phosphorylation of ΔNΔC-
MutIL3 at any of the times examined (Fig. 3, panel A).

In subsequent experiments, PKC was pharmacologically activated
with PMA to mimic heterologous desensitization. A dramatic increase
in ΔN phosphorylation was observed after 2 min of stimulation with
PMA; this increase in receptor phosphorylation persisted after 5, 15, 30
and 60 min of stimulation (Fig. 3, panel B). This kinetic profile was also
observed in cells expressing the receptor mutants ΔNΔC and ΔN-
MutIL3, although the stimulation magnitude was smaller. Again, we
detected no phosphorylation of the ΔNΔC-MutIL3 receptor (Fig. 3,
panel B). Moreover, we simultaneously assessed the phosphorylation of
the ΔN receptor with the other mutants and normalized all data to the
phosphorylation observed in the ΔN mutant under baseline conditions.
We observed a marked increase in the ΔN mutant phosphorylation,
after stimulation for 15 min with NA or PMA, compared to ΔNΔC and
ΔN-MutIL3 α1D-AR mutants; these mutants also showed an increase in
phosphorylation, but clearly to a lesser extent (~50%) (Supplemental
material Fig. S4; panels A and B, respectively). When comparing ΔN
with the ΔNΔC-MutIL3 mutant, we detected phosphorylation only in
the former (Supplemental material Fig. S4, panel C). Collectively, these
data experimentally confirmed that the α1D-AR IL3 and Ctail domains
are phosphorylated during homologous and heterologous desensitiza-
tion. The data suggest that α1D-AR IL3 phosphorylation mainly takes
place at residues S300, S323, S331, S332, S334 and T328.

3.3. GRK2 and PKCα/β phosphorylate α1D-AR during homologous and

heterologous desensitization

Our next objective was to determine the protein kinases involved in
α1D-AR phosphorylation during homologous and heterologous de-
sensitization. In silico analysis suggested major roles of GRK2 and PKC
isoforms α/β, and of other protein kinases to a lesser extent
(Supplemental Table S2). Taking this into consideration, we first
blocked GRK2 activity using paroxetine, an antidepressant that has
been shown to inhibit this protein kinase [48–50]. Cells expressing ΔN
α1D-ARs were preincubated with 100 μM paroxetine for 15 min and
then challenged with 10 μM NA or 1 μM PMA to assess receptor phos-
phorylation (Fig. 4, panel A). Paroxetine slightly diminished (not sta-
tistically significant) baseline receptor phosphorylation and markedly
inhibited the actions of both NA and PMA. As anticipated, in parallel

Fig. 1. Representative α1D-AR immunopurification samples employed for the mass
spectrometry studies. Panel A, Cells expressing the ΔN α1D-AR-EGFP construct were
treated with: no agent (baseline, B), 10 μM NA, or 1 μM PMA, for 15 min; subsequently
were lysed and subjected to immunopurification as described in the Experimental
Procedures. Samples were separated by SDS- polyacrylamide gel electrophoresis 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 to a polyvinylidene fluoride membrane. Western blotting
was performed using anti-GPF antibodies (right image). The arrows indicate α1D-AR-
EGFP localization Three purifications, including the three different conditions, were
performed on different days, and sent to mass spectrometry analysis. Panel B, im-
munopurified extracts from cells induced (doxycycline, Dox+) or not induced (Dox−) to
express the α1D-AR-EGFP construct were subjected to the procedure indicated for Panel A.
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experiments incubated only with a vehicle control, cell treatment with
NA or PMA clearly increased ΔN α1D-AR phosphorylation levels (Fig. 4,
panel A). Similar experiments were performed using cells expressing
the ΔNΔC (Fig. 4, panel B) or the ΔN-MutIL3 receptor mutants (Fig. 4,
panel C) and we obtained similar results, i.e., preincubation with par-
oxetine consistently inhibited the actions of NA and PMA. To further
confirm these observations, we transfected cells expressing ΔN with a
dominant negative form of GRK2. We observed that the ΔN receptor
phosphorylation elicited by NA and PMA was partially inhibited by the
GRK2 dominant negative mutant, as compared to control cells treated
with the same agents (Supplementary material, Fig. S5, panel A) and
similar results were obtained with the ΔNΔC (Supplementary material
Fig. S5, panel B) and ΔN-MutIL3 α1D-AR mutants (Supplementary ma-
terial, Fig. S5, panel C). Both approaches suggested that GRK2 parti-
cipated in the α1D-AR IL3 and Ctail domain phosphorylation, during
homologous desensitization.

Next, we sought to identify the PKC isoforms involved in α1D-AR
heterologous desensitization. To do this, we used bisindolylmaleimide I,
a general PKC inhibitor [51], and Gö 6976, a PKC inhibitor specific for
the α/β isoforms [52]. Employing parallel experiments, we observed an
increase in ΔN α1D-AR phosphorylation upon NA and PMA incubation
(Fig. 5, panel A). When cells were preincubated for 15 min with bi-
sindolylmaleimide I, NA was able to increase this receptor phosphor-
ylation; by contrast, the action of PMA was essentially abolished. Si-
milar data were obtained using the ΔNΔC and ΔN-MutIL3 α1D-AR
mutants pretreated with bisindolylmaleimide I, i.e., selective blockade
of the action of PMA and only a small partial effect on NA-induced
receptor phosphorylation (Fig. 5, panels B and C). Essentially the same
data were obtained in experiments employing the three α1D-AR mutants
preincubated with Gö 6976 (Supplementary material, Fig. S6, panels A,
B and C). These data suggest that PKC α/β might phosphorylate the
identified α1D-AR residues located at IL3 and Ctail domains during
heterologous desensitization.

3.4. Phosphorylation sites at α1D-AR third intracellular loops and carboxyl

tail regulate Ca2+ signaling turn-off

The possible role of α1D-AR IL3 and Ctail phosphorylation sites, in
calcium signaling, was analyzed. As shown in Fig. 6 (panel A), NA
triggered a rapid, but transient, increase in calcium concentration in
cells expressing the ΔN and ΔNΔC mutants. However, the NA-induced
calcium response in cells expressing mutant ΔN-MutIL3 was diminished
and that of the ΔNΔC-MutIL3 receptor construct-expressing cells was
barely detectable or absent in some of the experiments (Fig. 6, panel A,

Table 1

α1D-AR phosphorylated peptides detected by mass spectrometry.
Immunopurified α1D-ARs from cells incubated for 15 min in the absence of stimulus (baseline) or with 10 μM NA or 1 μM PMA were subjected to mass spectrometry analysis. The

phosphopeptides identified are indicate with the modified residues marked in red; the sequence position (#), and domain location are indicated, as well as the number of times such
peptide was identified (Hits). The prediction that such phosphorylation could be catalyzed by PKC isoforms (red), GRKs (green) or both (yellow) is also indicated.

AMPANenilesaB

# a.a. Location Sequence Hits PKC  GRK  PKC 
GRK 

Hits PKC GRK PKC 
GRK 

Hits PKC GRK PKC 
GRK 

300 S IL3 KRERGKASEVVLRIH 5  9  12 

323 S IL3 DGAHGMRSAKGHTFR 15  77  115 

328 T IL3 MRSAKGHTFRSSLSV 4    11    17 

331 S IL3 KGHTFRSSLSVRLLK –    3    –    

332 S IL3 KGHTFRSSLSVRLLK 4  7  1 

334 S IL3 HTFRSSLSVRLLKFS 15  23  15 

441 S Ctail GHHWRASTSGLRQDC –    –    11 

442 T Ctail GHHWRASTSGLRQDC –    1    1 

477 T Ctail PDPEPPGTPEMQAPV 7    2    15  

486 S Ctail EMQAPVASRRKPPSA 2    –    12  

492 S Ctail ASRRKPPSAFREWRL –    –    2 

507 T Ctail LGPFRRPTTQLRAKV –  1  1 

515 S Ctail TQLRAKVSSLSHKIR –    2    3 

516 S Ctail QLRAKVSSLSHKIRA 1  16  25 

518 S Ctail RAKVSSLSHKIRAGG 3  6  17 

543 S Ctail RSEVEAVSLGVPHEV 1    1    2  

Fig. 2. Diagrams of the α1D-AR indicating the observed phosphorylation sites and the
different constructs employed in this study. Panel A, phosporylation sites observed.
Numbers indicate the residue sequence position, and letters identify the amino acid.
Green (NA) sites only observed phosphorylated in samples from cells incubated with
noradrenaline; Red (PMA) sites only observed in samples from cells incubated with
phorbol myristate acetate; and Yellow (NA/PMA) sites observed phosphorylated in cells
incubated with either NA or PMA. IL3, intracellular loop 3. Panel B, constructs. ΔN,
dotted line in the diagram, indicates deletion of sequence coding for amino acids 1-79;
Ctail represents amino acids 440–572. Orange section indicates the intracellular loop 3
and the numbers below represent the mutagenesis performed: serine residues changed to
alanine and threonine 328 changed to valine.
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green line). To determine the possible functional repercussions of α1D-
AR domain phosphorylation sites in heterologous desensitization, we
pharmacologically activated PKC with PMA for 5 and 10 min and then
challenged the cells with NA. As anticipated, in cells expressing ΔN α1D-
ARs, PMA decreased the NA-induced calcium response at both times
tested (~30%), i.e., receptors were desensitized by PKC activation
(Fig. 6, panel B). A similar effect was observed in cells expressing ΔNΔC
and incubated with PMA for 5 min; however, preincubation for 10 min
with PMA resulted in markedly diminished response to NA (~70%)
(Fig. 6, panel C). Interestingly, ΔN-MutIL3 fully desensitized at both
times assessed (Fig. 6, panel D). PKC inhibitors (1 μM

bisindolylmaleimide I or 1 μM Gö 6976) by themselves did not alter NA
action (data not shown) but were able to block or markedly diminish
the inhibitory action of PMA in the different mutants studied (Fig. 6,
panels B–D).

To evaluate the role of α1D-AR intracellular domains in calcium
signaling during homologous desensitization, we incubated cells with
10 μM NA for 5 or 10 min; after this incubation, the cells were washed
twice with buffer to remove the catecholamine and the cells were then
stimulated again with NA. In cells expressing the ΔN receptor, we ob-
served a clear desensitization after 5 min, which was even more intense
after 10 min of preincubation with NA (Fig. 6, panel B). Cells expressing

Fig. 3. Time-course of NA- and PMA-induced phosphorylation of
the different α1D-AR-EGFP mutants employed. Panel A, cells ex-
pressing the different constructs were incubated for the times in-
dicated in the presence of 10 μM NA and receptor phosphorylation
was determined as indicated in the Experimental Procedures. ΔN
mutant (black solid circles, black solid line; n = 6); ΔNΔC mutant
(blue open square, blue dashed line; n = 4); ΔN-MutIL3 mutant
(red solid triangle, red solid line; n = 3); and ΔNΔC-MutIL3 mutant
(green inverted open triangle, green dotted line; n = 3). The
number of independent experiments performed on different days
(n) is indicated for each mutant and the means and vertical lines
representing the S.E.M. are plotted. Representative auto-
radiographs (32P) and Western blots (WB) are presented above the
graph. Panel B, cells expressing the different constructs were in-
cubated for the times indicated in the presence of 1 μM PMA and
receptor phosphorylation was determined as indicated in the
Experimental Procedures. ΔN mutant (black solid circles, black
solid line; n = 4); ΔNΔC mutant (blue open square, blue dashed
line; n = 3); ΔN-MutIL3 mutant (red solid triangle, red solid line;
n = 3); and ΔNΔC-MutIL3 mutant (green inverted open triangle,
green dotted line; n = 4). The number of independent experiments
performed on different days (n) is indicated for each mutant and
plotted are the means and vertical lines representing the S.E.M.
Representative autoradiographs (32P) and Western blots (WB) are
presented above the graph.
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ΔNΔC and ΔN-MutIL3 fully desensitized at both times tested (Fig. 6C
and D).

Taking together, these data suggested functional redundancy in
these α1D-AR intracellular domains, i.e., the phosphorylation sites
present in either IL3 or Ctail seems to be enough to allow calcium-
signaling attenuation. Unfortunately, the ΔNΔC-MutIL3 α1D-AR was
defective in calcium signaling, which precluded further studies.

3.5. Phosphorylation of α1D-AR intracellular domains regulates the ERK

signaling pathway

The time-course of NA-induced ERK activation was investigated. In
cells expressing the different α1D-AR mutants, ERK 1/2 phosphorylation
markedly increased after 2 and 5 min of incubation with NA. After this
time, when the ΔN mutant was stimulated, ERK 1/2 phosphorylation
decreased progressively reaching near-baseline levels at 60 min (Fig. 7);
when the ΔNΔC mutant was activated, ERK 1/2 phosphorylation de-
creased more slowly and in cells expressing the ΔN-MutIL3 mutant, ERK
1/2 phosphorylation levels remained elevated even after 60 min.

Surprisingly, activation of ΔNΔC-MutIL3 α1D-ARs by NA rapidly in-
creased ERK 1/2 phosphorylation and this response was sustained
during the 60 min of observation (Fig. 7). These experiments suggest
that the α1D-AR IL3 and Ctail domains are not redundant for regulating
the ERK pathway.

3.6. Phosphorylation of α1D-AR intracellular domains and receptor

internalization

Finally, we studied α1D-AR-EGFP internalization using confocal
microscopy. In cells expressing the ΔN mutant, the receptor was mainly
localized at the plasma membrane, with intracellular fluorescence
barely detectable (Baseline) (Supplemental Fig. S7). This changed upon
stimulation with NA; i.e., we observed marked intracellular fluores-
cence accumulation upon stimulation for 5 and 15 min with NA, and at
later times of NA stimulation decreased to levels like to those observed
under baseline conditions. By contrast, PMA-mediated internalization
occurred more slowly, progressively reaching a maximum after 60 min
(Fig. 8, panel A and Supplemental Fig. S7). In these cells, when GRK2

Fig. 4. Effect of paroxetine on NA- and PMA-induced
phosphorylation of the α1D-AR-EGFP mutants. Cells ex-
pressing the different constructs were incubated for 15 min
in the absence of any agent or 100 μM paroxetine (Par) and
then further incubated for 15 min in the absence of any
stimulus (B, baseline) or presence of 10 μM NA or 1 μM
PMA; receptor phosphorylation was determined as in-
dicated in the Experimental Procedures. In all cases cultures
were processed in parallel and data were normalized to the
percentage of the baseline value. Plotted are the means and
vertical lines representing the S.E.M. of 5 independent ex-
periments performed on different days. Panel A, cultures of
the ΔN mutant. *P < 0.001 vs. baseline; **P < 0.001 vs.
NA alone, ***P < 0.03 vs. PMA alone. Panel B, cultures of
the ΔNΔC mutant. *P < 0.001 vs. baseline; **P < 0.001
vs. Na alone; *** P < 0.001 vs. PMA alone. Panel C, cul-
tures of the ΔN-MutIL3 mutant. *P < 0.001 vs. baseline;
*P < 0.001 vs. NA alone; ***P < 0.005 vs. PMA alone.
Representative autoradiographs (32P) and Western blots
(WB) are presented above each of the graphs.
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was inhibited by pretreatment with 100 μM paroxetine, receptor in-
ternalization was markedly diminished with fluorescence remaining
primarily at the plasma membrane after 15 min of NA treatment,
whereas NA-induced internalization occurred, as expected, in control
cells incubated without the inhibitor (Fig. 8, panel C, and Supplemental
Fig. S8). Paroxetine treatment alone induced some reduction in cell size
(contraction) (Supplemental Fig. S8) but did not induce any change in
the receptor subcellular distribution (Fig. 8, panel C). Similarly, co-
transfection of the GRK2 dominant negative mutant, markedly reduced
NA-induced internalization (Supplemental Fig. S9). When cells were
preincubated with Gö 6976 to block PKC activity and then were treated
with PMA no receptor internalization was detected (Fig. 8, panel D and
Supplemental Fig. S10). Cells pretreated with Gö 6976 appeared to
have less intracellular fluorescence, but this small change was not sta-
tistically significant. These data indicate that GRK2 and PKC activities
are relevant for α1D-AR internalization during both homologous and
heterologous desensitizations. In cells expressing the ΔN-MutIL3 mu-
tant, the receptor was also mainly localized at the plasma membrane
under baseline conditions (Supplemental Fig. S11); receptor inter-
nalization was observed in response to NA or PMA but the kinetics of
these processes differ from those observed with the ΔN mutant (Fig. 8,
panels A and B). Stimulation for 5 and 15 min with NA increased in-
tracellular fluorescence accumulation and this remained at a similar
level after 30 and 60 min of stimulation with the adrenergic agonist.

PMA-mediated internalization reached its maximum at 15 min and re-
mained at a similar level during the 60 min of incubation (Fig. 8, panel
B and Supplemental Fig. S11). Unexpectedly, cells expressing Ctail-
truncated receptors (ΔNΔC and ΔNΔC-MutIL3 mutants) showed an
important amount of fluorescence located intracellularly (Supplemental
Fig. S12) blocking the possibility of studying internalization of Ctail-
truncated α1D-AR receptors.

4. Discussion

The major contributions of this work were the identification of α1D-
AR phosphorylation sites and the discovery that these sites differ when
cells are stimulated by NA or PMA during homologous and hetero-
logous desensitization, respectively. To the best of our knowledge, only
phosphorylation sites of hamster α1B-AR and human α1A-AR have been
reported for the α1-AR subfamily [33,36]. Regarding the α1B-AR, Di-
viani and coworkers [33] used mutagenesis to identify phosphorylation
of S404, S408 and S410 after noradrenaline stimulation and S394 and
S400 upon phorbol ester treatment. These sites are located exclusively
at the receptor Ctail and are conserved in the human orthologue but not
in human α1D-AR. We previously identified a total of 18 phosphorylated
residues in α1A-ARs, distributed along carboxyl tail and third in-
tracellular loop [36]. Although the 16 α1D-AR phosphorylated residues
detected by mass spectrometry are also dispersed through the same

Fig. 5. Effect of bisindolylmaleimide I on NA- and PMA-induced
phosphorylation of the α1D-AR-EGFP mutants. Cells expressing the
different constructs were incubated for 15 min in the absence of any
agent or 1 μM bisindolylmaleimide I (BIM) and then further in-
cubated for 15 min in the absence of any stimulus (B, baseline) or
presence of 10 μM NA or 1 μM PMA; receptor phosphorylation was
determined as indicated in the Experimental Procedures. In all cases
cultures were processed in parallel and data were normalized to the
percentage of the baseline value. Plotted are the means and vertical
lines representing the S.E.M. of 5 independent experiments per-
formed on different days. Panel A, cultures of the ΔN mutant.
*P < 0.001 vs. baseline; **P < 0.001 vs. baseline and P < 0.001
vs. BIM, ***P < 0.001 vs. PMA alone. Panel B, cultures of the
ΔNΔC mutant. *P < 0.001 vs. baseline; **P < 0.005 vs. BIM and
P < 0.001 vs. NA alone; ***P < 0.001 vs. PMA alone. Panel C,
cultures of the ΔN-MutIL3 mutant. *P < 0.001 vs. baseline;
**P < 0.001 vs. BIM; ***P < 0.001 vs. PMA alone. Representative
autoradiographs (32P) and Western blots (WB) are presented above
each of the graphs.
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intracellular domains, they are not conserved in the α1A-AR subtype;
only phospho-T507 of the α1D-AR corresponds to phospho-S407 of the
α1A-AR subtype. The latter data suggest that specific phosphorylation
sites in each member of the subfamily might be responsible for the
differential signaling and regulatory properties of these receptors.

Mass spectrometry analysis has allowed the identification of a
growing number of receptor phosphorylation sites (Reviewed in [53]).
We found phosphorylation sites at both the IL3 and Ctail; in the IL3,
NA-induced phosphorylation of S331 was the only change observed,
whereas the phosphorylations patterns changed markedly with the
different treatments, at the Ctail. Interestingly, when comparing the
sites detected by mass spectrometry with those predicted by bioinfor-
matic tools, the correspondence was approximately 50%. Our results
revealed that α1D-ARs are phosphorylated under baseline conditions
and that cell stimulation with either NA or PMA modified these pat-
terns. These data are consistent with the phosphorylation bar code
hypothesis, which described specific muscarinic M3 receptor phos-
phorylation patterns generated after different stimuli [54,55] and our
data obtained with α1A-ARs [36]. We have consistently observed that
α1D-ARs are phosphorylated under baseline conditions [18,19,27];
therefore, it is not surprising to observe that 11 out of the 16 identified
phosphorylation sites were present in samples from non-stimulated
samples. Several additional aspects should also be considered. α1D-ARs
have constitutive activity [21,23,56–58] and signaling associated with
them is likely to be constantly occurring. Additionally, the mass spec-
trometry analysis used is qualitative and represents the pooled

information of many individual receptors in different cells. It is there-
fore likely, that the information obtained represents the pooled data of
a population of receptors phosphorylated to different extents and at
different positions. The increased number of phosphorylated peptides,
quantitatively (hits) and qualitatively (i. e., phosphorylation at different
residues) seem to reflect NA- and PMA-induced receptor phosphoryla-
tion. Analysis of the kappa opioid receptor phosphorylation [59] has
shown that two full agonists, U50, 488H and etorphine, phosphorylate
S356, T357, T363 and S369. However, U50, 488H induced higher levels
of phosphorylation and internalization than etorphine. Additionally, it
was determined that ∼60% and ∼30% of the kappa opioid receptor
populations were phosphorylated following U50,488H and etorphine
treatments, respectively [59]. Thus, in addition to the phosphorylation
bar codes, the differential α1D-AR outcomes elicited by NA and PMA
might be attributed to “phosphorylation thresholds”, i.e., the possibility
that a minimum number of receptors with a particular phosphorylation
pattern may be required to trigger a response. Quantitative experi-
mental work will be required to confirm this hypothesis.

In comparative parallel experiments, we observed that both the
carboxyl truncated mutant ΔNΔC and the IL3 mutant (ΔN-mutIL3) were
subjected to phosphorylation but that this occurred to a lesser extent
than with the ΔN mutant. Therefore, both IL3 and Ctail domains con-
tribute to total receptor phosphorylation. Consistent with this idea is
the observation that receptor phosphorylation was not detected in a
mutant lacking the Ctail and mutated at the IL3 (ΔNΔC-mutIL3).
Therefore, the experimental evidence indicates that α1D-ARs are mainly

Fig. 6. Noradrenaline-induced increase in intracellular calcium le-
vels and desensitization of the α1D-AR-EGFP mutants. Panel A, re-
presentative calcium tracings of the effect of 10 μM NA in cells
expressing the different α1A-AR-EGFP mutants. Arrow indicates the
time of NA addition to the cells. The tracings are color-coded: ΔN
mutant-expressing cells, black; ΔNΔC mutant-expressing cells, blue;
ΔN-MutIL3 mutant-expressing cells, red; and ΔNΔC-MutIL3 mutant-
expressing cells, green. In panels B-D, the cells were preincubated as
indicated in the abscissas (i.e., none, no treatment; 1 μM PMA for 5
or 10 min; 10 μM NA for 5 or 10 min; 1 μM BIM or 1 μM Gö for
15 min followed by 1 μM PMA for 10 min. When NA was used in the
preincubation, the cells were washed twice and resuspended in
fresh buffer; in the other preincubations the cells were not washed.
After these cells were challenged with 10 μM NA and the increase in
intracellular calcium was registered. Data are presented as the in-
crease in intracellular calcium (nM) induced by the catecholamine.
In all cases, plotted are the means and vertical lines representing the
S.E.M. of 6–10 determinations in independent experiments. Panel B
(ΔN mutant-expressing cells): *P < 0.005 vs. none; **P < 0.001
vs. none; ***P < 0.05 vs. PMA 10 min. Panel C (ΔNΔC mutant
expressing cells): *P < 0.01 vs. none; **P < 0.001 vs. none;
***P < 0.005 vs. PMA 10 min. Panel D (ΔN-MutIL3 mutant-ex-
pressing cells): *P < 0.001 vs. none; **P < 0.001 vs. PMA 10 min.
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phosphorylated at residues S300, S323, S332, S334 and T328, located
at the IL3. Mass spectrometry identification of phosphorylation sites at
the IL3 has been observed in other GPCRs including the β2-adreno-
ceptors [60], α2A-adrenoceptors [61], vasopressin V2 [62], and dopa-
mine D2 receptors [63], among others.

In this work we also observed a marked changed in the phosphor-
ylation status of residues located at the α1D-AR's Ctail; we identified two
clusters of residues at this domain: 1) T477, S486, S292, and 2) T507,
S515, S516, S518. However, further experiments will be needed to
determine their role in receptor function and regulation. Previously,

Fig. 7. Time-course of NA-induced ERK 1/2 phosphoryla-
tion in cells expressing the different α1D-AR-EGFP mutants.
Cells expressing the different constructs were incubated for
the times indicated in the presence of 10 μM noradrenaline
(NA) and ERK 1/2 phosphorylation levels were determined
as indicated in the Experimental Procedures. ΔN mutant
(black solid circles, black solid line; n = 5); ΔNΔC mutant
(blue open square, blue dashed line; n = 6); ΔN-MutIL3
mutant (red solid triangle, red solid line; n = 4); and ΔNΔC-
MutIL3 mutant (green inverted open triangle, green dotted
line; n = 6). The number of independent experiments per-
formed on different days (n) is indicated for each mutant.
Plotted are the means and vertical lines representing the
S.E.M. Representative Western blots for total ERK 1/2 and
phospho-ERK 1/2 are presented below the graph.

Fig. 8. Effects of NA, PMA, paroxetine and Gö 6976 on ΔN-α1D-AR-
EGFP and ΔN-MutIL3 internalization. Panels A and B, Accumulation
of intracellular fluorescence in response to 10 μM NA or 1 μM PMA
stimulation in cells expressing ΔN- and ΔN-MutIL3-α1D-AR-EGFP
constructs. Plotted are the means and vertical lines representing the
S.E.M. of 5–6 independent experiments in which 5–6 different cells
were analyzed (n = 30–35). Panel C, cells expressing the ΔN-α1D-AR-
EGFP construct were incubated for 15 min in the absence or presence
of 100 μM paroxetine (Par) and then the cells were incubated for
15 min with vehicle or 10 μM NA. Plotted are the means and vertical
lines representing the S.E.M. of 4 independent experiments in which
3–5 different cells were analyzed (n = 16–20). *P < 0.001 vs.
baseline (B); **P < 0.02 vs. NA. Panel D, cells expressing the ΔN-
α1D-AR-EGFP construct were incubated for 15 min in the absence or
presence of 1 μM Gö 6975 (Gö) and then the cells were incubated for
60 min with vehicle or 1 μM PMA. Plotted are the means and vertical
lines representing the S.E.M. of 4 independent experiments in which
3–5 different cells were analyzed (n = 16–20). *P < 0.001 vs.
baseline (B); **P < 0.001 vs. PMA.
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study of the free fatty acid receptor 4, FFA4, by Prihandoko et al. [64]
identified five phosphorylation sites arranged in two clusters located in
the Ctail: 1) T347, T349, S350 and 2) S357 and S361. They found that
cluster 1 mostly regulated Akt triggering, while cluster 2 participated in
receptor internalization [64]. These data indicate that there are dif-
ferent points of regulation controlled by phosphorylated residues in
close proximity.

The prediction that several protein kinases might phosphorylate
α1D-ARs obtained in by in silico analysis, adds complexity to the fine
dissection of the entities involved. In the present work we analyzed the
possible involvement of two of these kinases: PKC and GRK2. To con-
firm the role of PKC during heterologous desensitization we used a
pharmacological approach. In an effort to narrow down the PKC iso-
forms involved in α1D-AR, we employed Gö 6976, a PKC inhibitor with
specificity for the α/β isoforms [52]. Using this inhibitor, we observed
not only a dramatic decrease in PMA-induced receptor phosphorylation
but also functional evidence of the roles of these PKC isoforms in cal-
cium signaling desensitization, and receptor internalization. The
finding that conventional PKC isoforms are involved in heterologous
desensitization is not surprising. We previously reported their in-
volvement in the phosphorylation and desensitization of other GPCRs,
such as lysophosphatidic acid receptor 1 (LPA1) [65] and sphingosine 1-
phosphate receptor 1 (S1P1) [66]. It is possible that these PKC isoforms
might participate in phosphorylation and desensitization of a much
larger number of GPCRs.

Additionally, the participation of GRK2 during homologous de-
sensitization was studied. The use of pharmacological (paroxetine) and
genetic (expression of GRK2-dominant negative mutant) approaches to
decrease GRK2 activity diminished α1D-AR phosphorylation and inter-
nalization. Interestingly, preincubation with paroxetine or GRK2-
dominant negative mutant expression inhibited receptor internalization
when cells were stimulated with NA. Interestingly, paroxetine was able
to decrease both NA- and PMA-induced α1D-AR phosphorylation. It is
known that PKC can phosphorylate and activate GRK2 [67,68]; there-
fore, it is possible that crosstalk between these protein kinases might
participate in the observed effects.

It was of interest that mutation of α1D-AR IL3 or deletion of the Ctail
had an impact on several of the signaling events triggered by receptor
activation. As observed previously, using Rat-1 fibroblasts [19], and
also in the present work with HEK293 cells, Ctail truncation (ΔNΔC)
had little effect on the maximum calcium increase. However, IL3 mu-
tation (ΔN-MutIL3) resulted in a receptor with a diminished ability to
increase intracellular calcium and that in which the Ctail was truncated
(ΔNΔC-MutIL3) hardly induce any increase in intracellular calcium in
response to NA. There is evidence indicating that the IL3 plays a key
role in GPCR-G protein coupling and that also other intracellular do-
mains might participate [69,70]. Therefore, our data suggest that such
α1D-AR domains (IL3 and Ctail) might participate in receptor-Gq pro-
tein coupling and that mutation of the first and deletion of the second
could hamper this interaction. PMA-induced α1D-AR desensitization
was observed in the ΔN mutant and was more rapid and more intense in
the ΔNΔC and ΔN-MutIL3 receptor mutants. Nevertheless, this de-
sensitization was also observed with receptors lacking the Ctail or the
phosphorylation sites present in the IL3, which suggests that the func-
tion of these sites in receptor desensitization may be redundant. As
indicated, cells expressing the ΔNΔC-MutIL3 mutant barely increased
intracellular calcium levels in response to NA stimulation, which did
not allow us to test their sensitivity to PMA. Similarly, homologous
desensitization of the calcium response was essentially irreversible,
which limited further experimentation and conclusions, i. e. receptor
activation might lead to depletion of calcium or signaling inter-
mediates, such as phosphoinositides, and not necessarily indicate ac-
tions at the receptor level.

When NA-induced ERK 1/2 phosphorylation time-courses were
studied some unexpected findings were made. In cells expressing the
ΔN construct, NA action was rapid and transient; this is similar to what

has been previously observed by another group [5]. It was surprising
that cells expressing the ΔNΔC-MutIL3 mutant, which were inefficient
in increasing intracellular calcium levels were able to rapidly increase
ERK 1/2 phosphorylation in response to NA stimulation and sustain this
effect throughout the 60 min of the experiment; i.e. these receptors
signaled in a biased fashion. Interestingly, cells expressing the ΔN-
MutIL3 receptors also showed a similar sustained ERK 1/2 phosphor-
ylation response. These data suggested that the phosphorylated residues
identified in the IL3 might play a major role in desensitizing the re-
ceptor-mediated ERK 1/2 response. However, we cannot rule out roles
of the receptor's Ctail. NA-induced ERK 1/2 phosphorylation of cells
expressing the ΔNΔC mutant decreased at a much slower rate than
those expressing the ΔN mutant. In addition, we have previously shown
that deletion of the α1D-AR Ctail alters the MAP kinase pathway in a cell
context-dependent fashion [6]. The α1D-AR Ctail appears to be of im-
portance for its proper plasma membrane processing i.e., folding/tar-
geting/insertion, in particular through interaction of a CTail-located
α1D-AR PDZ domain with syntrophins [71,72]. Unfortunately, this
limited further experiments to explore α1D-AR Ctail-truncated receptor
internalization.

Finally, the receptor internalization kinetics of the ΔN construct was
very different in response to NA and PMA. The action of NA was
transient, reaching a maximum level within 15 min and subsequently
decreasing, whereas the response to PMA was almost linear during the
60 min of incubation. How such differential internalization kinetics is
related to the described phosphorylation patterns or to receptor-β-ar-
restin interaction is currently unknown. Our present findings represent
an additional step towards understanding α1D-AR signaling and identify
new possibilities to further analyze the molecular events that partici-
pate in the regulation of these receptors.
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Plásmidos generados durante el trabajo de tesis 

 

 

 

 

 

  

Plásmido Descripción Resistencia 
∆N-EGFP/T-

rex 
Fusión del receptor α1D-AR ∆-79-EGFP Ampicilina 

∆N-MutIL3-
EGFP/T-rex 

Fusión del receptor α1D-AR ∆-79, 
S300/323/331/332/334A,T328V-EGFP 

Ampicilina 

∆N-MutIL3-
R.P.-

EGFP/T-rex 

Fusión del receptor α1D-AR ∆-79, 
S300/323/331/332/334A,T328V, T442V-EGFP 

Ampicilina 

∆N-MutIL3-
R.D.-

EGFP/T-rex 

Fusión del receptor α1D-AR ∆-79, 
S300/323/331/332/334A,T328V, S543A-EGFP 

Ampicilina 

∆N-MutIL3-
G.P.-

EGFP/T-rex 

Fusión del receptor α1D-AR ∆-79, 
S300/323/331/332/334A,T328V,  

T477V,S486/492A-EGFP 

Ampicilina 

∆N-MutIL3-
G.D.-

EGFP/T-rex 

Fusión del receptor α1D-AR ∆-79, 
S300/323/331/332/334A,T328V,  

T507V,S515/516/518A-EGFP 

Ampicilina 

∆N-MutIL3-
M.D.-

EGFP/T-rex 

Fusión del receptor α1D-AR ∆-79, 
S300/323/331/332/334A,T328V, 

T477V,S486/492A,T507V,S515/516/518A  -EGFP 

Ampicilina 

∆N-MutIL3-
M.T.-

EGFP/T-rex 

Fusión del receptor α1D-AR ∆-79, 
S300/323/331/332/334A,T328V, 

T442/477V,S486/492A,T507V,S515/516/518/543A  
-EGFP 

Ampicilina 

∆N-∆C-
EGFP/T-rex 

Fusión del receptor α1D-AR ∆-79, ∆544-572-
EGFP 

Ampicilina 

∆N-MutIL3-
∆C-EGFP/T-

rex 

Fusión del receptor α1D-AR ∆-79, 
S300/323/331/332/334A,T328V,∆544-572-EGFP 

Ampicilina 

∆N-MutIL3-
G.P. Asp-

EGFP/T-rex 

Fusión del receptor α1D-AR ∆-79, 
S300/323/331/332/334A,T328V,  

T477D,S486/492D-EGFP 

Ampicilina 

∆N-MutIL3-
G.D. Asp-

EGFP/T-rex 

Fusión del receptor α1D-AR ∆-79, 
S300/323/331/332/334A,T328V, 
T507D,S515/516/518D-EGFP 

Ampicilina 

∆N-MutIL3-
M.T. Asp-

EGFP/T-rex 

Fusión del receptor α1D-AR ∆-79, 
S300/323/331/332/334A,T328V, 

T442/477D,S486/492D,T507D,S515/516/518/543D-
EGFP 

Ampicilina 
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Líneas celulares generadas durante el trabajo de tesis 

 

 

 

 

Plásmido Línea 
Celular 

Descripción Sistema 

∆N-EGFP HEK 293 Expresan receptor α1D-AR ∆-79-EGFP T-rex 

∆N-MutIL3-
EGFP 

HEK 293 Expresan receptor α1D-AR ∆-79, 
S300/323/331/332/334A,T328V-EGFP 

T-rex 

∆N-MutIL3-
R.P.-EGFP 

HEK 293 Expresan receptor α1D-AR ∆-79, 
S300/323/331/332/334A,T328V, T442V-

EGFP 

T-rex 

∆N-MutIL3-
R.D.-EGFP 

HEK 293 Expresan receptor α1D-AR ∆-79, 
S300/323/331/332/334A,T328V, S543A-

EGFP 

T-rex 

∆N-MutIL3-
G.P.-EGFP 

HEK 293 Expresan receptor α1D-AR ∆-79, 
S300/323/331/332/334A,T328V,  

T477V,S486/492A-EGFP 

T-rex 

∆N-MutIL3-
G.D.-EGFP 

HEK 293 Expresan receptor α1D-AR ∆-79, 
S300/323/331/332/334A,T328V,  
T507V,S515/516/518A-EGFP 

T-rex 

∆N-MutIL3-
M.D.-EGFP 

HEK 293 Expresan receptor α1D-AR ∆-79, 
S300/323/331/332/334A,T328V, 

T477V,S486/492A,T507V,S515/516/518A-
EGFP 

T-rex 

∆N-MutIL3-
M.T.-EGFP 

HEK 293 Expresan receptor α1D-AR ∆-79, 
S300/323/331/332/334A,T328V, 

T442/477V,S486/492A,T507V,S515/516/51
8/543A  -EGFP 

T-rex 

∆N-∆C-EGFP HEK293 Expresan receptor α1D-AR ∆-79, ∆544-
572-EGFP 

T-rex 

∆N-MutIL3-∆C-
EGFP 

HEK 293 Expresan receptor α1D-AR ∆-79, 
S300/323/331/332/334A,T328V,∆544-572-

EGFP 

T-rex 

∆N-MutIL3-G.P. 
Asp-EGFP 

HEK 293 Expresan receptor α1D-AR ∆-79, 
S300/323/331/332/334A,T328V,  

T477D,S486/492D-EGFP 

T-rex 

∆N-MutIL3-G.D. 
Asp-EGFP 

HEK 293 Expresan receptor α1D-AR ∆-79, 
S300/323/331/332/334A,T328V, 
T507D,S515/516/518D-EGFP 

T-rex 

∆N-MutIL3-M.T. 
Asp-EGFP 

HEK 293 Expresan receptor α1D-AR ∆-79, 
S300/323/331/332/334A,T328V, 

T442/477D,S486/492D,T507D,S515/516/51
8/543D-EGFP 

T-rex 
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A B S T R A C T

G protein-coupled receptors (GPCRs) have emerged as key biological entities that regulate a plethora of phy-
siological processes and participate in the onset and development of many diseases. Moreover, these receptors
are important targets of almost 25% of the current therapeutic drugs in the market. Upon agonist binding, GPCRs
activate a great number of signaling pathways, resulting in important cellular events like gene transcription,
survival, proliferation and differentiation. In order to activate such events, GPCRs interact with a variety of
scaffold and molecular entities, particularly with G proteins, but also with β-arrestins and the extracellular
signal-regulated kinases 1 and 2 (ERK1/2) pathway, forming unique signaling modules. The aim of this review is
to analyze the signaling features of the multi-protein complex GPCR-β-arrestin-ERK1/2, a unique signaling
module that has received considerable attention from different research groups due to its molecular and phy-
siological roles in diverse cellular contexts.

1. Introduction

In signal transduction, the formation of a multi-protein complex is
synonymous of regulation, specificity, efficacy, integration of down-
stream elements and signaling pathways in a single cell (Pawson and
Scott, 2010). Specific sequences (regions, domains and motifs) and
post-translational modification of proteins (phosphorylation, ubiquiti-
nation or sumoylation, among others) are key processes that allow these
cellular events to occur (Ye and Zhang, 2013). The multi-protein
complex GPCR/β-arrestin/ERK1/2, has received considerable attention
during the last decade due its pivotal roles in multiple cellular functions
and in the onset of several diseases.

Looking at the beginning of the whole signal transduction complex,
G protein-coupled receptors (GPCRs) are seven transmembrane (7TM)
proteins that comprise the largest family of transmembrane proteins in
cells. Nearly ∼800–1200 different GPCRs have been identified in hu-
mans (http://sevens.cbrc.jp/) and the chemical diversity of ligands,
from biogenic amines to proteases (Gether, 2000) have made these
receptors an important target of almost 25% of the current therapeutic

drugs in the market (O’Hayre et al., 2013). GPCRs share a 7TM α-he-
lical structure with an extracellular N-terminal domain and an in-
tracellular C-terminal domain, including three extracellular loops
(ECLs) and three intracellular loops (ICLs) (Kobilka, 2007) (Fig. 1A). It
is traditionally known that three families of proteins are able to interact
almost universally and in a stimulus-dependent fashion with GPCRs.
These are the heterotrimeric G proteins (hence the name of G protein-
coupled receptors), the G protein-coupled receptor kinases (GRKs) and
the arrestin proteins (Ahn et al., 2003).

2. Understanding the main components of the multi-protein

complex GPCR/β-arrestin/ERK1/2

2.1. GPCR signaling

It is thought that drugs that activate GPCRs are able to modulate the
rate of receptors that are in an active signaling conformation relative to
those that are in an inactive, non-signaling conformation. Based on the
classical model for GPCRs activity, upon agonist binding, the receptor
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Fig. 1. Basic signaling features of the multi-protein complex GPCR/β-arrestin/ERK1/2. A). GPCRs share a seven-transmembrane (7TM) α-helical structure with an
extracellular N-terminal domain and an intracellular C-terminal domain consisting of three extracellular loops (ECLs) and three intracellular loops (ICLs). B) Upon
agonist binding, GPCRs are able to activate ERK1/2 in a β-arrestin-dependent fashion. This suggests that there is a strong interaction among these three molecules,
forming a functional multi-protein complex. C) After the GRK-mediated phosphorylation of a GPCR, β-arrestins bind to the receptor and recruit clathrin and AP-2,
leading to the internalization of the receptor into endosomes. D) GPCRs have been classified as class A and class B based on their β-arrestin recruitment and
internalization pattern. Class A receptors bind transiently to β-arrestins and are recycled back to the plasma membrane, whereas class B receptors exhibit a stronger
interaction with β-arrestins and are further degraded by proteasome.

G. Carmona-Rosas et al.

Second 
messengers 

D 

lnvagination 

Dynamin 

lnvagination 

Endosome 

lnternalization 

B 

Signal amplification 

Dynamin 

Fission 

Endosome 

Endosome 

ClassA GPCR 
Recycling 

Class B GPCR 

Degradation 



adopts a conformation that triggers the activation of associated G
proteins (Rajagopal et al., 2010), resulting in the exchange of GDP for
GTP by the Gα subunit and leading to the dissociation of the protein
complex in Gα and Gβγ subunits. This event causes the activation of
signaling pathways that depend on the isoform of the Gα subunit
(Neves et al., 2002). The activation and further signaling of GPCRs
induce their phosphorylation on the cytoplasmic loops and the C-
terminal domain, mainly by second messenger-activated protein ki-
nases (such as PKC and PKA), resulting in the internalization and loss of
receptor function (Avendaño-Vázquez et al., 2005). On the other hand,
phosphorylation by GRKs, triggers the binding of arrestins and the
subsequent desensitization and internalization of the receptor into
clathrin-coated vesicles (Rajagopal et al., 2010).

2.2. β-arrestins as scaffold proteins

As far as arrestins are concerned, they are a small family of four
homologous proteins that have a pivotal role in the regulation of GPCRs
signaling. Arrestin 1 (or visual arrestin) and arrestin 4 (or cone arrestin)
are exclusively expressed in the visual system, whereas arrestin 2 (or β-
arrestin 1) and arrestin 3 (or β-arrestin 2) are widely expressed (Lhose
and Hoffman, 2014; Park et al., 2016). Interestingly, the crystal struc-
ture of the four arrestins in their basal state reveals the presence of two
main domains (the N-domain and the C-domain) with similar seven-
strand β-sandwich structures (Granzin et al., 1998; Hirsch et al., 1999;
Han et al., 2001; Sutton et al., 2005; Zhan et al., 2011). Arrestins were
originally identified due to their ability to regulate the desensitization
of several ligand-activated receptors by blocking the binding of G
proteins (Park et al., 2016). However, it has been discovered that these
proteins are also able to function as adaptors of the endocytic ma-
chinery, scaffold proteins and mediators in the trafficking of a variety of
cell-surface proteins. In the case of GPCRs, both β-arrestins perform
these functions through the inhibition of upstream G protein-dependent
signaling and fostering different downstream signaling pathways
(Shenoy and Leftkowitz, 2011). However, it is important to keep in
mind that the binding of β-arrestins and G proteins to the receptor is not
mutually exclusive, this allows for the internalized receptor to keep
signaling through the G protein while in intracellular vesicles (Ranjan
et al., 2017). Details of this mutual mechanism will be discussed later
on. Subsequent studies have discovered that β-arrestins are also able to
interact with other signaling proteins, including members of the mi-
togen activated protein kinase (MAPK) pathway (e.g. Raf1, MEK1,
ERK1/2, and JNK2), E3 ubiquitin ligases (e.g. Mdm2), cAMP phos-
phodiesterases (e.g. PDE4D), Ral-GDP dissociation stimulator, the gly-
cogen synthase kinase-3 regulator complex (e.g. PP2A-AKT-GSK3),
regulator of the nuclear factor-kB signaling (e.g. IkBa-IkKa), and acting
filament-severing complex (e.g. cofilin-choronofin-LIMK), among many
others (Gurevich and Gurevich, 2006; Shenoy and Leftkowitz, 2011;
DeFea, 2011; Luttrell and Miller, 2013; Park et al., 2016). An excellent
comprehensive review describing the multiple functions of β-arrestins
in GPCRs signaling, and the specific roles that these proteins perform in
different cellular contexts was recently published, and readers are re-
ferred to this (Peterson and Luttrell, 2017).

2.3. General features of the MAPK cascade

From all the plethora of proteins that interact with β-arrestins, the
MAPKs cascades are of particular interest. They are known to regulate a
great number of cellular functions, including growth, proliferation,
survival and apoptosis (Shaul and Seger, 2007). Three main kinases
integrate this signal transduction pathway: MAPKKK, MAPKK and
MAPK. After being activated by extracellular stimuli, MAPKKK is able
to phosphorylate and activate MAPKK, which in turn phosphorylates
and activates downstream MAPK. Activation of MAPK leads to the
phosphorylation of multiple substrates that can be found in cellular
compartments, such as nucleus, mitochondria, Golgi apparatus and

endoplasmic reticulum (ER), among many others. Currently, four
classical MAPK kinases have been identified: extracellular signal-regu-
lated kinase 1 and 2 (ERK1/2), c-Jun N-terminal kinase (JNK), p38 and
ERK5. The ERK1/2 pathway was the first MAPK to be described, and it
is also one of the most studied due to its implications in the onset and
development of several diseases as well as in different nuclear pro-
cesses, such as gene transcription and chromatin remodeling (Columbe
and Meloche, 2007; Plotnikov et al., 2011). Moreover, during the last
years, several research groups have been studying the functional im-
plications of the β-arrestins/ERK1/2 interaction and its consequences in
various GPCRs signaling outcomes (Nobles et al., 2011; Perez-Aso et al.,
2013; Zindel et al., 2016). Besides, the whole multi-protein complex
GPCR/β-arrestins/ERK1/2 (Fig. 1B), has also been of great interest due
to the structural elements that dictate its interactions, and the distinct
signaling outcomes in which the whole multi-protein complex is in-
volved.

Even though the activation of ERK1/2 can be triggered in a β-ar-
restin-dependent fashion, other mechanisms are used by GPCRs to
regulate the activity of this signal transduction pathway, including the
activation of focal adhesion and second messenger-activated protein
kinases and the subsequent phosphorylation of downstream signaling
proteins, such as Rap1 and Raf isoforms. In addition, a great number of
GPCRs are able to transactivate receptor tyrosine kinases (RTKs), like
the epidermal growth factor (EGF) and platelet-derived growth factor
(PDGF) receptors, resulting in the activation of ERK1/2 (Hawes et al.,
1995; Lev et al., 1995; Dikic et al., 1996; Wan and Huang, 1998;
Schmitt and Stork, 2000; Luttrell et al., 2000).

2.4. Endocytosis and its role in the activation of ERK1/2

It is currently known that stimulation of GPCRs leads to the for-
mation of intracellular vesicles containing ligand-activated receptors,
commonly referred as endosomes, which are inaccessible to hydrophilic
drugs, in a process known as internalization or endocytosis. This in-
ternalization process allows for both β-arrestins to serve as scaffold
proteins that link the receptors with clathrin-coated vesicles. After the
phosphorylation of GPCRs by GRKs, both β-arrestins are able to interact
with elements of the endocytic machinery, such as clathrin and the β2-
adaptin subunit of the AP-2 complex, promoting the formation of re-
ceptor/β-arrestin complexes in punctuated pits at the cell surface.
Subsequently, receptors either alone or bound to β-arrestins are inter-
nalized into endosomes, where they can be degraded or recycled back
at plasma membrane (Fig. 1C). Even though a great number of re-
ceptors are internalized through clathrin-coated vesicles in a β-arrestin-
dependent process, there are additional pathways commonly used by
some GPCRs to internalize, such as caveolae (Pierce and Leftkowitz,
2001a). At this point, it is important to consider that the initial G
protein activation by GPCRs takes place at the plasma membrane,
whereas the signaling pathways activated by internalized receptors are
mediated by β-arrestins recruitment. For this β-arrestin-dependent
process, it has been reported that activated ERK1/2 is associated with
receptors localized in endosomes that are constitutively formed or in
response to receptor activation. Interestingly, by restricting clathrin-
dependent endocytosis of different GPCRs, such as LPA and RTKs like
EGFR (Luttrell et al., 1997), there is a significant inhibition in the ac-
tivation of this cascade, which suggests that endocytosis of these two
types of receptors has a pivotal role in signaling through ERK1/2. The
isolation of protein aggregates containing specific GPCRs/β-arrestins/
ERK1/2 complexes, has buttressed the hypothesis that endosome-as-
sociated β-arrestins function as molecular scaffolds for the assembly of
specific kinase cascades and for the recruitment of other signaling
proteins that regulate the activity of different GPCRs from intracellular
vesicles (Sorkin and von Zastrow, 2000). However, other studies have
demonstrated that endocytosis of some GPCRs, such as the m3-mus-
carinic receptor (M3-R) (Budd et al., 1999) and the three α2-adrenergic
receptors (α2-ARs) (DeGraff et al., 1999; Schramm and Limbird, 1999),
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among many others (Roche et al., 1999; Yang et al., 1999; Li et al.,
1999; Blaukat et al., 1999; Pierce et al., 2000), is not required for the
activation of ERK1/2, suggesting that activation of such kinases by
receptor endocytosis cannot be universally applied for all GPCRs
(Pierce et al., 2000). The discrepancies in this endocytosis-mediated
activation of ERK1/2 might suggest that it is not the receptor itself, but
different cellular components downstream are required to couple the
GPCR-β-arrestin complex to the endocytic machinery and activate
ERK1/2 (Pierce et al., 2001b)

Taking all these data into account, β-arrestin-dependent signaling
represents just a different mechanism used by many GPCRs to activate
the ERK1/2 pathway. However, it is important to keep in mind that the
ability of any given receptor to activate such kinases may also depend
on different cellular contexts (Luttrell et al., 2000), allowing for the
same receptor to activate ERK1/2 in a β-arrestin-dependent or –in-
dependent fashion (Pierce et al., 2001b).

3. Basic structural and signaling features of the GPCR/β-arrestin

interaction

3.1. Structural elements that govern the formation of the GPCR/β-arrestin

complex

The generation of crystal structures is an essential element that
provides atomic details of the interaction among different proteins.
During the last years, a couple of studies have described the structural
elements that govern the interaction of GPCRs and arrestins. By using
femtosecond X-ray laser crystallography, it was reported the crystal
structure of the active human rhodopsin bound to a pre-activated
mouse visual arrestin. The structural complex reveals a clear interaction
between the N-terminal domain of arrestin and the C-terminal tail of
rhodopsin. Besides, three phosphorylation sites (S334, S338 and S343)
located in the C-terminal tail of rhodopsin interact with three positively
charge regions located at the N-terminal domain of arrestin. These re-
sults supports the notion that phosphorylated rhodopsin is able to ac-
tivate arrestin through a C-terminal tail exchange mechanism: the
rhodopsin C-terminal tail induces a displacement of the C-terminal of
arrestin, which causes a destabilization of the polar core of arrestin.
This phenomenon allows for a 20° rotation of both N- and C- terminal
domains of arrestins that opens a cleft between the middle and the C-
terminal loops, where the ICL2 helix of rhodopsin can fit. In addition,
the finger loop of arrestin (residues 70–80) contains three negative
charged residues (E71, D72 and D74) that interact with a positive
charged intracellular rhodopsin TM bundle, resulting in a stronger in-
teraction between the two proteins, which suggests that rhodopsin and
arrestin engagement could also be mediated by complementary charges
(Kang et al., 2015).

Even though the rhodopsin/arrestin complex is the only full crystal
structure resolved at the present, another study reported the crystal
structure of β-arrestin 1 in complex with a fully phosphorylated 29-
aminoacid C-terminal peptide derived from the human V2 vasopressin
receptor (V2Rpp), which is able to functionally and conformationally
activate β-arrestin 1 (Nobles et al., 2007). These results suggest that
V2Rpp binds to the N-terminal domain of β-arrestin 1 through extensive
interactions between the phosphates located at the V2Rpp and the β-
arrestin 1 arginine and lysine side chains. Moreover, two basic residues
(K10 and K11) in the N-terminal domain of β-arrestin 1 make specific
contacts with two phosphorylation sites (pS363 and pS357) on the
V2Rpp. It is proposed that the extensive and specific interactions be-
tween V2Rpp and the β-arrestin 1 N-terminal domain impair the
binding of other GPCRs with β-arrestin 1, however, it would be also
possible for a single molecule of arrestin to bind the C-terminal tail of
one receptor and at the same time interact with the TM core of another
receptor (Shukla et al., 2013). The structural features revealed by these
two protein complexes, have provided not only atomic details of the
general GPCR/arrestin interaction interface, but also offer novel

insights into the activation process of arrestins. On the other hand, β-
arrestins also need to be dephosphorylated to serve as scaffold proteins.
Both β-arrestins are phosphorylated in their basal conformation in the
cytoplasm, and appear to be dephosphorylated upon receptor binding,
in fact, β-arrestins phosphorylation may inhibit their interaction with
components of the endocytic machinery, although further studies will
be necessary to confirm this. Besides, relevant phosphorylation sites are
localized in distal (β-arrestin 1) or proximal (β-arrestin 2) C-terminal,
suggesting that receptor-induced C-terminal release may also promote
β-arrestins dephosphorylation, further facilitating their interaction with
the endocytic machinery (Gurevich and Gurevich, 2003).

3.2. Recruitment of β-arrestins by GPCRs

It is currently known that ligand-activated receptors are phos-
phorylated in a process that regulates receptor coupling to downstream
signaling pathways. Depending on different cellular contexts, the pat-
terns of receptor phosphorylation has been proposed to generate a
particular “bar code”, which directs relevant receptor signaling
(Butcher et al., 2011). In addition, interaction of GPCRs with β-arrestins
requires a specific phosphorylation pattern on the receptor C-terminal
tail, which is also mediated by GRKs after the activation of the receptor
by a ligand (Zhou et al., 2017). Even though the phosphorylation of the
receptor is the signal that recruits β-arrestins, this is not the only way
for this interaction to occur (Tobin et al., 2008). Based on their relative
pattern of β-arrestin recruitment, GPCRs are generally categorized as
either class A or class B receptors. Class A receptors, such as the β2-
adrenergic receptor (β2AR) bind transiently to β-arrestins and show a
rapid recycling at the cell surface after being internalized. Class B re-
ceptors, on the other hand, such as the vasopressin-2 receptor (V2R),
exhibit a stronger interaction with β-arrestins and show proteosomal
degradation (Fig. 1D). Class B receptors usually have phosphorylatable
Ser/Thr clusters at their C-terminal tail, while class A receptors appear
to primarily have more scattered Ser/Thr residues. It is conceivable that
such clusters of Ser/Thr residues in class B receptors provide a sig-
nificant contribution towards a higher affinity for β-arrestins (Kumari
et al., 2016). However, by using the protease-activated receptor-1
(PAR-1), substance P and leukotriene B4 receptors as models, several
studies have suggested that receptor phosphorylation is not required for
β-arrestins recruitment (Richardson et al., 2003; Chen et al., 2004; Jala
et al., 2005; Tobin et al., 2008). In the same lines, other studies have
reported that removal of phosphorylation sites on the orexin OX1 and
PAR-2 receptors does not affect their interaction with β-arrestins
(Milasta et al., 2005; Stalheim et al., 2005; Tobin et al., 2008). A pos-
sible explanation of this phenomenon is explained by two distinct
components that govern the formation of the GPCR/β-arrestin complex.
The first one is the interaction through multiple points of contact be-
tween the active form of the receptor and the “activation” sensor, which
is located at the concave surface of β-arrestin. The second one is the
interaction between the phosphates contained in the phosphorylated
receptor with the “phosphate” sensor located in the polar core of β-
arrestin (Gurevich and Benovic, 1993; Hirsch et al., 1999; Tobin et al.,
2008). In addition, it is proposed that the formation of the GPCR/β-
arrestin complex could be enhanced by a disruption of the salt bridge at
the polar core of β-arrestin (Tobin et al., 2008). Interestingly, the C-
terminal tail of each receptor possesses a unique fingerprint that defines
the signaling profile that a receptor will have. By swapping the C-
terminal tail of the β2AR and the V2R, the β2AR features the signaling
profile of the V2R, whereas the V2R features the signaling profile of the
β2AR (Tohgo et al., 2003). Similarly, by using the same experimental
approach with the PAR2 receptor and the neurokinin-1 receptor
(NK1R), the first one features the signaling profile of the second one
and viceversa (Pal et al., 2012). It is interesting that in addition to the
structural elements that the C-terminal tail uses to bind β-arrestins,
each receptor has a unique signaling pattern that relies on their C-
terminal domain.
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3.3. Dynamic and functional features of the GPCR/β-arrestin complex

Recent studies have described, from a dynamic and functional point
of view, the mechanisms by which the GPCR/β-arrestin complex in-
teracts and carries out its functions, from the desensitization and in-
ternalization of receptors, to the activation of different signaling
pathways, like the ERK1/2 cascade. A research group devised a strategy
to form and purify a functional human β2AR/β-arrestin 1 complex to
visualize its architecture and the interaction among the two proteins.
The results suggest that β-arrestin 1 is able to use two sequential me-
chanisms to bind the receptor. The first one involves an interaction
between the phosphorylated C-terminal tail of the receptor and the N-
terminal domain of the β-arrestin 1, allowing for the receptor to keep
signaling through a G protein-dependent mechanism, while the second
one involves a core interaction between β-arrestin finger loop and the
receptor core (Fig. 2A). It is possible that this latter protein arrange-
ment impairs GPCR engagement of G protein, resulting in the loss of
classical GPCR signaling and the subsequent internalization of the re-
ceptor (Shukla et al., 2014). In addition, other studies have supported
the notion that the core interaction appears to be crucial for mediating
receptor desensitization (Cahill et al., 2017).

On the other hand, by using the chimeric receptor β2V2R (where
the C-tail of the β2AR is replaced by that of V2R), which displays class B
profile of β-arrestins recruitment, it was demonstrated this mutant is
able to bind partially and totally to β-arrestin 1, besides, the core in-
teraction is dispensable for the this chimeric receptor to internalize and
activate ERK1/2. Interestingly, this same study demonstrated that and
even for a prototypical class A GPCR, such as the β2AR, this core

interaction is not essential for internalization and ERK1/2 activation.
These observations indicate that both class A and B receptors are cap-
able of undergoing endocytosis and triggering ERK1/2 activation when
engaged with β-arrestin only through the phosphorylated C-terminal
tail. Moreover, when the ICL3 was truncated from the chimeric β2V2R
or from other class B GPCR, a transient core interaction can still occur
(Kumari et al., 2016). Similarly, β-arrestin 2 is able to mediate ERK1/2
activation downstream of β1-adrenergic receptor (β1AR) despite a very
transient interaction and dissociation from the receptor (Ranjan et al.,
2016; Eichel et al., 2016). Interestingly, another study found two ser-
ines (S461 and S462) located in the distal C-tail of the β1AR, which are
able to regulate the binding of β-arrestin 2 and the internalization of the
receptor (Hinz et al., 2017). These results are in agreement with the
classical notion that G proteins and β-arrestins compete for overlapping
binding sites in the receptor TM core. This has been supported by stu-
dies reporting that megaplexes of a single class B GPCR, β-arrestin and
heterotrimeric G protein may exist, explaining the sustained G protein
signaling from endosomes (Thomsen et al., 2016) (Fig. 2B). All these
data suggest that there is a clear correlation between the GPCRs that
form GPCR/β-arrestin tail conformation complexes and the GPCRs that
can activate G protein from intracellular vesicles, a typical character-
istic featured by the class B receptors. In contrast, GPCRs that rely more
heavily on the core conformation, are not able to activate G proteins
after being internalized by β-arrestin (Cahill et al., 2017).

Besides to be part of the endocytic machinery and play crucial
structural roles in the interaction with GPCRs, β-arrestins function as
adaptor or scaffold proteins, allowing the formation of huge complexes
and modulating several cellular functions that are independent of G

Fig. 2. The GPCR, β-arrestin and G protein engagement mechanism and the β-arrestin/MAPK cascade interaction. A). β-arrestin uses two sequential mechanisms to
engage the receptor. The first one involves the interaction of the phosphorylated C-terminal tail of the receptor and the N-terminal domain of β-arrestin. The second
one involves a core interaction, which consists on the insertion of the β-arrestin finger loop within the receptor TM core, resulting in the formation of the GPCR/β-
arrestin complex. B). The binding of β-arrestins and G proteins to the receptor is not a mutually exclusive mechanism. The formation of this set of proteins allows for a
receptor to keep signaling even when it has been internalized in a β-arrestin-dependent fashion. C). The MAPK cascade interacts with the GPCR/β-arrestin complex
through two different mechanisms. In the first mechanism, the receptor/β-arrestin complex interacts directly with Raf1 and ERK1/2, facilitating the activation of
ERK1/2, whereas in the second mechanism, the complex β-arrestin/Raf1/ERK1/2 may form when β-arrestin is bound and then dissociates from the receptor.
Eventually, this β-arrestin/Raf1/ERK1/2 complex has to disassemble.
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protein and other second messengers (Shukla et al., 2014). As we pre-
viously mentioned, the ERK1/2 (MAPK) cascade (the last component of
the entire mitogen activated protein kinase cascades) are signaling
proteins that are able to interact with β-arrestins. In particular, the
ERK1/2 pathway has received considerable attention from several re-
search groups due to its GPCRs- and β-arrestin-dependent signaling
outcomes. It is important to keep in mind that the binding of β-arrestins
to the receptor is essential to assemble a complex with ERK1/2 and with
the endocytic machinery, otherwise, a soluble β-arrestin would not be
able to bind to these components with a high affinity (Gurevich and
Gurevich, 2003). In order to understand the interaction among GPCRs,
β-arrestins and the ERK1/2 pathway, it is necessary to briefly mention
other important elements that integrate the entire MAPKs cascade, such
as Raf1 (MAPKKK) and MEK1 (MAPKK), which are also able to interact
with β-arrestins.

4. Interaction and roles of the entire MAPK cascades in the multi-

protein complex

4.1. Recruitment of the MAPK components to the GPCR/β-arrestin complex

It is well known that the Raf1/MEK1/ERK1/2 signaling cascade
exists in the cytoplasm and that it can be triggered by second messen-
gers following the activation of G proteins and β-arrestins. The inter-
action of these kinases and the subsequent signaling cascade was in-
itially demonstrated with the β2AR, although eventually the G protein-
independent ERK1/2 signaling pathway was generalized to other re-
ceptors. It is important to keep in mind that until today, no enzymatic
activity has been detected for β-arrestins, which strongly suggests that
their role is probably to assemble signaling modules, allowing different
elements to remain in close contact for long periods of time, thus
modifying the dynamics of several main reaction cascades (Bourquard
et al., 2015).

In the first place, the formation of the multi-protein complex GPCR/

β-arrestins/MAPKs may occur through two different mechanisms: 1)
the receptor/β-arrestin complex recruits Raf1 and ERK1/2, further
promoting the activation of ERK1/2. However, it is possible that the
formation of this set of proteins completely depends on the binding of
β-arrestin to the receptor, so that the split of the GPCR/β-arrestin
complex leads to the dissociation of Raf1 and ERK1/2. 2) The dis-
sociation of β-arrestin from the receptor promotes the formation of the
β-arrestin/Raf1/ERK1/2 complex, although eventually it has to dis-
assemble (Fig. 2C). The first scenario suggests that if the binding of the
receptor increases the affinity of β-arrestin for MAPKs, the β-arrestin/
MAPKs complex should increase the affinity of β-arrestin for the re-
ceptor. It is important to consider that the generation of this multi-
protein complex has two different consequences. In the first one, the
activation ERK1/2 is only associated to the GPCR/β-arrestin complex,
while in the second one, the activation of ERK1/2 can also take place in
the cytoplasm, promoting the phosphorylation of multiple downstream
substrates (Gurevich and Gurevich, 2003). Interestingly, subsequent
studies have demonstrated that all three kinases are able to bind β-
arrestins in all conformational states with a different degree of affinity,
forming a unique signaling module (Coffa et al., 2011).

Along the same lines, another study described a mechanism for the
formation of the multi-protein complex GPCR/β-arrestin/ERK1/2 using
the angiotensin-I A receptor (AT1AR) as a model and studying the role
of Raf1 and MEK1 in the formation of the entire complex. In the first
place, the activation of the receptor results in the redistribution of
ERK1/2 into intracellular vesicles along with AT1AR/β-arrestin ag-
gregates. This process allows for the formation of protein complexes
containing the AT1AR, β-arrestin, and the three components of the
MAPK cascade: Raf1, MEK1 and ERK1/2. A more detailed examination
of the formation of this complex suggests that there is a direct inter-
action between Raf1 and β-arrestin 2, which significantly improves the
assembly of the entire MAPKs cascade in a single complex. In addition,
the order in which the multi-protein complex is assembled indicates
that the activation of the AT1AR facilitates the interaction among Raf1,

Fig. 3. GPCRs are able to use β-arrestins as scaffold proteins to activate the MAPK cascade. When a GPCR is activated by a ligand, β-arrestins are recruited to the
receptor. Once the GPCR-β-arrestin complex has been formed, the three main components of the MAPK cascade, Raf1, MEK and ERK1/2 bind to the complex, while at
the same time, the receptor is internalized into endosomes, thus forming a GPCR-β-arrestin-MAPK complex that is able to activate cytosolic substrates.
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ERK1/2 and β-arrestin 2, and then, an association of this set of proteins
with the AT1AR may occur. Taken together, all these data confirm the
notion that β-arrestins not only functions as scaffold proteins to reg-
ulate the activation of ERK1/2, but also have an important role in di-
recting active ERK1/2 to specific cellular locations (Luttrell et al.,
2000).

Considering the interaction of the three main components of the
MAPK cascade with the GPCR-β-arrestin complex, an overview of the
ensemble and signaling properties of this multi-protein complex can be
depictured: the activation of a receptor leads to the phosphorylation of
its intracellular domains, such as the C-tail and the IL3 by GRKs, pro-
moting the recruitment of β-arrestins to the receptor. This latter process
allows for the binding of the three components of the MAPK cascade
while the receptor is internalized in endosomes, forming a signaling
module that is able to phosphorylate and activate a myriad of cytosolic
substrates (Fig. 3) (Luttrell, 2002).

5. The activation of ERK1/2 can be mediated by two different

GPCR-dependent mechanisms

As we previously mentioned, among the MAPKs cascade, the asso-
ciation of β-arrestin with ERK1/2 and its signaling outcomes have been
extensively characterized. Two main pathways for the activation of
ERK1/2 by alternate GPCRs have been described; the first one has to do
with the activation of G proteins and the second one with the recruit-
ment of β-arrestins. Moreover, clear differences exist between these two
mechanisms: G protein-mediated ERK1/2 activation is transient, loca-
lized in the nucleus and promotes gene transcription and cellular dif-
ferentiation through the phosphorylation of different transcription
factors, such as Elk-1, whereas β-arrestin-dependent ERK1/2 signaling
is sustained, localized in clathrin-coated vesicles and stabilized in en-
dosomes, allowing for the activation of different cytosolic substrates
(Fig. 4). The characterization of these two independent signaling
pathways has been achieved through the employment of a great
number of experimental techniques, such as the use of biased ligands,
small interfering RNA (siRNA) and specific inhibitors of protein kinase
C (PKC), among many others (Leftkowitz and Shenoy, 2005; Luttrell,
2002). Differences in these two signaling pathways can be appreciated
in the angiotensin-I receptor (AT1R) and the V2R, classified as type B
receptors, which strongly interact with both β-arrestins and promote a

sustained activation of ERK1/2 in endosomes, whereas the β2AR, a
classical type A receptor, transiently interacts with β-arrestins and in-
duces a short activation of ERK1/2 (Jean-Charles et al., 2017). Inter-
estingly, by depleting both β-arrestins, other studies have suggested
that sustained ERK1/2 activation can also be mediated by G proteins,
which is in contrast with the classical paradigm that β-arrestins pro-
mote sustained G-protein-independent signaling pathways (Leftkowitz
and Shenoy, 2005; Luo et al., 2008). In addition, G proteins and β-
arrestins can act in sequence or in a concerted fashion. For example, the
activation of ERK1/2 by several chemokine receptors is sensitive to
both pertussis toxin-mediated inhibition of Gi/o protein and siRNA-
mediated depletion of β-arrestins (Leftkowitz and Shenoy, 2005). On
the other hand, by using the RNA interference (RNAi) technique to
deplete the expression of both β-arrestins, it was reported that the β-
arrestin-dependent functions of some GPCRs are inhibited, whereas
those functions that are β-arrestin-independent are potentiated. This
was clearly demonstrated using the β2AR and the angiotensin-II A re-
ceptor (AT2AR) as models, where depletion of both β-arrestins resulted
in an increase in the levels of cyclic adenosine monophosphate (cAMP)
by β2AR, and inhibition in the β2AR and AT2A receptor internalization
as well as an important decrease in the activation of ERK1/2 by AT2AR.
This study suggests that GPCRs are able to activate ERK1/2 employing
β-arrestins as transducers, which is in agreement with others studies
that demonstrate that over-expression of these two proteins potentiate
the activation of ERK1/2 (Ahn et al., 2003).

Recently, the use of the clustered regularly interspaced short pa-
lindromic repeats (CRISPR-Cas9) technique, was employed to com-
pletely abolish the expression of the Gq/11 protein and both β-arrestins.
Using the free fatty acid 4 (FFA4) receptor as a model, it was reported
that the activation of ERK1/2 by this GPCR is G protein-dependent,
with no participation of β-arrestins (Alvarez-Curto et al., 2016). In the
same lines, by using genome editing, conditional gene deletion and
siRNAs targeting to the Gs protein and both β-arrestins, another study
reported that β-arrestins are dispensable for the activation of ERK1/2
by the β2AR. Interestingly, the authors indicate that the activation of
ERK1/2 was totally G protein-dependent whereas both β-arrestins re-
strain a total activation of ERK1/2. Even though these data suggest that
this class of receptors uses only the G protein to activate ERK1/2, the
activation of these kinases could be mediated by other molecules like
the βγ subunits of the activated G protein. Besides, there is a possibility

Fig. 4. The ERK1/2 pathway can be activated
in a G protein- and β-arrestin-dependent
fashion. The classical paradigm suggests that G
protein-dependent ERK1/2 activation is tran-
sient and is primarily localized in the nucleus,
promoting different nuclear events, such as
gene transcription and chromatin remodeling
through the phosphorylation of different tran-
scription factors, such as Elk-1, whereas the β-
arrestin-dependent ERK1/2 activation is sus-
tained, localized in endosomes, allowing for
the entire multi-protein complex to activate a
great number of cytosolic substrates.
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that in this class of receptors, β-arrestins do not play a role in the ac-
tivation of ERK1/2, but they dictate its cellular localization, although
further studies will be necessary to confirm this hypothesis (O’Hayre
et al., 2017).

5.1. A functional feedback allows for the formation of the multi-protein

complex GPCR/β-arrestin/ERK1/2

Due to the functional interaction that exists among β-arrestins and
the MAPK cascade, it would not be adventurous to assume that there is
a strong feedback among some components of the MAPK cascade and β-
arrestin, affecting directly some GPCRs functions. A very elegant study
reported a functional interaction within the GPCR/β-arrestin/ERK1/2
complex, suggesting that activation of ERK1/2 leads to the desensiti-
zation and internalization of receptors into clathrin-coated vesicles. It is
likely that this phenomenon is conserved among those GPCRs that re-
cruit β-arrestin 2 after being stimulated. According to this study, the
loss of GPCRs functions could represent a heterologous desensitization
that had not been described previously. Besides, because a great
number of GPCRs are able to activate ERK1/2, the signaling features of
such receptors could also be affected by the activation of these kinases.
It should be noticed that in this same study, it was demonstrated that
the phosphorylation of β-arrestin 2 on Ser14 and Thr276 by ERK1/2,
was an essential step for the ERK1/2-promoted GPCR-sequestration,
which is in agreement with the hypothesis that the phosphorylation of
β-arrestin 2 may mimic the phosphorylated receptor, thus promoting a
high affinity interaction with inactive, non-phosphorylated receptor
(Paradis et al., 2015). Nevertheless, this is not the only report that
demonstrates a strong feedback among the MAPK cascade and β-ar-
restin 2. A recent study shows that activation of serotonin 5-HT2C re-
ceptors, which are able to activate ERK1/2 in a β-arrestin-dependent
fashion, promotes the phosphorylation of β-arrestin 2 on Thr383 by
MEK1, which in turn allows for the recruitment of ERK1/2 to the
GPCR/β-arrestin 2 complex and the subsequent activation of ERK1/2.
In addition, phosphorylation of β-arrestin 2 on Thr383 is involved in
the activation of ERK1/2 by other GPCRs through a β-arrestin-depen-
dent mechanism, such as the β2AR, follicle-stimulating hormone (FSH)
receptor and the C-X-C chemokine receptor 4 (CXCR4), but does not
affect the ability of the 5-HT4 receptor to activate ERK1/2 in a β-ar-
restin-independent fashion (Cassier et al., 2017). Collectively, these
results suggest that for the multi-protein complex GPCR/β-arrestin/
ERK1/2 to function, there must exist not only a one-direction functional
interaction, but also a complete and strong feedback among all the
molecules that integrate the entire complex

6. Conclusion

The formation of multi-protein complexes after the activation of
GPCRs is an essential step for the propagation and amplification of
different signaling pathways. Some crystal structures have provided
unique information regarding the structural elements that governs the
interaction among cell-surface proteins and downstream signaling
molecules. One of the most important breakthroughs in the field was
the resolution of the two main GPCR-signaling complexes crystal
structures, the β2AR coupled to its Gs protein (Rasmussen et al., 2007)
and the human rhodopsin coupled to a pre-activated visual arrestin
(Kang et al., 2015). Moreover, the crystal structure of other GPCRs have
been solved during the last decade, opening the possibility for the de-
sign of more effective drugs with less side effects (Manglik et al., 2012;
Huang et al., 2013; Chrencik et al., 2015). The formation of the multi-
protein complex GPCR/β-arrestin/ERK1/2 has a myriad of cellular ef-
fects after agonist binding, from gene transcription to cell growth,
differentiation and proliferation. Even though no crystal structure of
the complex β-arrestin-ERK1/2 has been solved, several studies have
succeeded explaining the intra-molecular interactions among the entire
multi-protein complex, from traditional experimental approaches

(Coffa et al., 2011) to computational 3D models (Bourquard et al.,
2015). However, more studies will be necessary to fully understand the
whole structural elements that govern their intra-molecular interactions
and to explain the role of the entire complex in multiple cellular pro-
cesses.
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Abstract
G protein-coupled receptors (GPCRs) are transmembrane proteins that have an important

impact in a myriad of cellular functions. Posttranslational modifications on GPCRs are a

key processes that allow these proteins to recruit other intracellular molecules. Among these

modifications, phosphorylation is the most important way of desensitization of these receptors.

Several research groups have described two different desensitization mechanisms: hetero-

logous and homologous desensitization. The first one involves the phosphorylation of the

receptors by protein kinases, such as PKC, following the desensitization and internalization

of the receptor, while the second one involves the phosphorylation of the receptors by GRKs,

allowing for the receptor to recruit β-arrestins to be desensitized and internalized.
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Interestingly, a few number of studies have described the participation of β-arrestins during the

heterologous desensitization process. Hence, the aim of this review is to briefly explore the

role that β-arrestins play during the heterologous desensitization of several GPCRs.

1 INTRODUCTION
G protein-coupled receptors (GPCRs) have an important impact in a great variety of

cellular processes (Bockaert & Pin, 1999; Kumari, Gosh, & Shukla, 2015; Miao &

McCammon, 2016). The superfamily of GPCRs involves almost 1000 members that

are encoded by the genome (Ikeda, Sugihara, & Suwa, 2018; Santos et al., 2017), and

they are well known to be the target of almost 20–40% of the current therapeutic

drugs in the market (Celebiro & Godbole, 2018; Insel et al., 2018; Smith,

Lefkowitz, & Rajagopal, 2018). Currently, almost 30 GPCRs have been crystalized,

allowing not only for a high resolution view of the receptor in order to design more

specific drugs with less side effects (Grisshammer, 2017; Kruse, Manglik,

Kobilka, &Weis, 2013; Stauch & Cherezov, 2018) but also to elucidate the residues

and the intracellular domains that are responsible for the binding to other intracel-

lular proteins (Deupi, 2014; Kang et al., 2015; Lu&Wu, 2016). One of the molecules

that are known to bind GPCRs after being phosphorylated, is β-arrestins. These

proteins were originally discovered due to their ability to desensitize and internalize

several activated GPCRs during homologous desensitization (Carmona-Rosas,

Alcantara-Hernandez, & Hernandez-Espinoza, 2018), however, recent studies have

demonstrated that β-arrestins are also able to desensitize and internalize receptors

during heterologous desensitization (Shi et al., 2017; Zhang&Kim, 2017). Thismeans

that the recruitment of β-arrestins to aGPCRmayoccurwhen the receptor is phosphor-

ylated both in ligand-dependent and -independent fashions (Bohn, Lefkowitz, &

Caron, 2002; Chaturvedi et al., 2018; Ranjan, Dwivedi, Baidya, Kumar, & Shukla,

2017). In addition to this, we recently described that β-arrestins are important scaffold

proteins that need to be recruited to a receptor in order to form the multi-protein com-

plex GPCR/β-arrestin/ERK1/2, which is able to activate different downstream sig-

naling pathways (Carmona-Rosas et al., 2018). We do not pretend to present a vast

analysis of the few studies that reported the recruitment of β-arrestins to the receptor

during the heterologous desensitization process, but rather, describing the key ele-

ments of such interaction and the subsequent signaling pathways that are activated.

2 THE FORMATION OF GPCR/β-ARRESTIN COMPLEXES
DURING THE HOMOLOGOUS AND
HETEROLOGOUS DESENSITIZATION PROCESSES
GPCR desensitization is understood as a decrease in the coupling between the phos-

phorylated receptor and the G proteins. This process allows for the receptor to be

internalized through the endocytic machinery, resulting in an important decline of
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the receptor response (Magalhaes, Dunn, & Ferguson, 2012). Currently, there are

two main types of desensitization: (1) homologous desensitization, which is the

result of the activation of the receptor by a ligand and the phosphorylation of the

receptor intracellular domains, by G protein-coupled receptor kinases (GRKs),

hence, resulting in the internalization of the receptor by their coupling to β-arrestin

proteins (Shenoy & Lefkowitz, 2011). The latter proteins were described as scaffold

elements that the GPCRs employ to amplify their signaling pathways and to be

internalized into clathrin-coated pits (Delom & Fessart, 2011; Irannejad et al.,

2013; Puthenveddu & Von Zastrow, 2006) and (2) heterologous desensitization,

which is a ligand-independent process where the receptor is phosphorylated in

its intracellular domains by second messenger-dependent protein kinases, such as

protein kinase A (PKA) or protein kinase C (PKC) (Benovic et al., 1985).

Understanding the interaction between the homologous and heterologous desen-

sitization of GPCRs is currently an important field of study. Several reports have

related GRK2 and β-arrestins with the PKA/PKC-mediated regulatory pathway.

For example, the activated GRK2 is able to bind PKCβ through its pleckstrin

homology domain, resulting in the inhibition of PKC. In addition, β-arrestins are able

to inhibit the PKC-mediated regulatory pathways through the recruitment and

activation of the diacylglycerol (DAG) kinase, which subsequently regulates the

conversion of DAG into phosphatidic acid (PA). Besides, it has been reported that

β-arrestins can recruit cAMP phosphodiesterases to ligand-activated receptors, pro-

moting the degradation of cAMP, and inhibiting the activation of PKC (Fig. 1A)

(Zhang & Kim, 2017).

2.1 THE ROLE OF β-ARRESTINS IN GPCR REGULATION

Even though β-arrestins are known to hinder the binding of the receptor with the

G protein, different studies have reported that the conformation of the supercomplex

GPCR-β-arrestin–G protein exists, which allows the receptor to keep signaling in

a β-arrestin- and G protein-dependent fashion while internalized. It is important

to mention that the formation of this multi-protein complex is particular of class

B receptors, which have a great number of serine and threonine residues in the

C-terminal tail, enabling the recruitment of β-arrestins (Thomsen et al., 2016). On

the other hand, class A receptors are known to have less phosphorylated residues

in the C-terminal tail, which impairs the binding of β-arrestins to the receptors.

In addition, class B receptors may undergo homologous and heterologous desensi-

tization, being the phosphorylation of the receptor the main signal that allows the

binding of β-arrestins and the subsequent internalization and trafficking of the recep-

tors (Oakley, Laporte, Holt, Caron, & Barak, 2000). This process has been demon-

strated with several GPCRs, in particular with the β2-adrenergic receptor, (β2-AR), a

class A receptor, where the addition of phosphoacceptor residues in the C-terminal

tail, improves the binding of β-arrestin 2 to the receptor (Zindel et al., 2015).

The participation of β-arrestins in the regulation of GPCRs is a key process that

allows for the regulation of these receptors and the activation of different signaling

1972 Formation of GPCR/β-Arrestin complexes



FIG. 1

Schematic representations of the putative roles of β-arrestins during GPCR heterologous

desensitization. (A) β-Arrestins are able to inhibit the PKC-mediated signaling pathways

through the activation of the diacylglycerol (DAG) kinase, which is responsible for the

conversion of DAG into phosphatidic acid (PA), hence, decreasing the activity of PKC.

In addition, β-arrestins are able to activate and recruit cAMP phosphodiesterases to

ligand-activated receptors, fostering the degradation of cAMP, and inhibiting the activity

of PKC. (B) The recruitment of β-arrestin 2 to the unstimulated angiotensin 1 receptor

(AT1) is regulated by the activation of PKC, the α1A-adrenergic receptor (α1A-AR), and the

epidermal growth factor receptor (EGFR), which in turn, promotes the phosphorylation of

the AT1 receptor and the recruitment of β-arrestin 2.
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pathways, such as the MAPK cascade (Carmona-Rosas et al., 2018). Interestingly,

a few number of studies have reported the participation of these scaffold proteins

during the heterologous desensitization of several GPCRs, opening a new way of

studying the regulation of these transmembrane proteins.

3 THE ROLE OF β-ARRESTINS IN HETEROLOGOUS
DESENSITIZATION: DESCRIBING A FEW NUMBER OF STUDIES
During the last years, several studies have reported the participation of β-arrestins

during the homologous desensitization. However, little is known about the role that

these proteins play during the heterologous desensitization process. Our research

group recently reported that the activation of the sphingosine-1-phosphate receptor

(S1P) allows for the binding of β-arrestin 2 to the α1B-adrenergic receptor (α1B-AR)

(Castillo-Badillo et al., 2015). In addition, we also reported that the phosphoryla-

tion of the α1A-adrenergic receptor (α1A-AR) by PKC induces the binding of endog-

enous β-arrestin 1/2 to the receptor. These results were further confirmed by

coimmunoprecipitation assays of the α1A-AR and the endogenous β-arrestins 1/2

(Alcántara-Hernández et al., 2017). Along the same lines, it has been reported that

the activation of some GPCRs coupled to the Gs and Gq proteins promotes the phos-

phorylation of cardiac β2-AR by PKA and PKC. This process allows for the binding

of the phosphodiesterase 4D (PDE4D) to the phosphorylated receptor in a β-arrestin-

dependent manner. Subsequently, the PDE4D will have the role of hydrolyzing the

cAMP generated by the activation of the β2-AR.

Another study reported that in neurons from the locus curelous, the brief

stimulation of the μ-opioid receptor with Met5-enkephalin, causes its homologous

desensitization, however, longer times of stimulation produces the heterologous

desensitization of the α2-adrenergic receptors (α2-ARs). Such heterologous process

is regulated by β-arrestin 2 and the activation of ERK1/2. Interestingly, the inhibition

in the expression of β-arrestin 2 does not have an effect in the internalization of the

μ-opioid receptor, but does have an impact in the heterologous desensitization

of the α2-ARs (Dang, Chieng, & Christie, 2012). This interesting study suggests that

the recruitment of β-arrestin to the α2-ARs by heterologous desensitization, enables

the formation of a multi-protein complex that involves the α2-ARs, β-arrestin 2, and

ERK1/2. Disruption at any protein level inhibits the assemble of such complex. In

addition, the activation of the neuropeptide FF2 receptor was sufficient to recruit

β-arrestin 2 to the μ-opioid receptor, but not to induce its internalization. Besides,

this recruitment of β-arrestin is the result of the phosphorylation of the receptor

at serine 377 by GRK2, but not by PKA or PKC as would be expected in a heter-

ologous desensitization model (Mouledous et al., 2012). Along the same lines,

the phosphorylation of the δ-opioid receptor at serine 344 by PKC leads to the

heterologous desensitization of this receptor, which is also regulated by the recruit-

ment of β-arrestins and the internalization of the receptor into clathrin-coated vesicles

(Xiang et al., 2001).
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Interestingly, another study reported the participation of PKC in the phosphory-

lation and internalization of the dopamine 2 receptor (D2). In such study, it was

described that the pharmacological activation of PKC induces the phosphorylation

of multiple sites within two main domains in the C-terminal tail of the D2 receptor,

resulting in the recruitment of β-arrestins and the desensitization and internalization

of the receptor (Namkung & Sibley, 2004). Similarly, this was not the only study that

related the activation of PKC with the phosphorylation and subsequent internaliza-

tion of the D2 receptor. The activation of the neurotensin receptor 1 (NT1R) leads to

the PKC-mediated phosphorylation of the D2 receptor, triggering the recruitment of

β-arrestin 1, and the uncoupling of the receptor with the G protein (Thibault, Albert,

Pineyro, & Trudeau, 2011).

Recently, it was also described that the activation of PKC, Gq/11 GPCRs, and

epidermal growth factor receptor (EGFR), promotes the recruitment of β-arrestin

2 to the unstimulated angiotensin 1 receptor AT1 (Fig. 1B). This process enables

for the formation of a stability lock, which depends on the phosphorylated residues

located in the C-terminal tail of the receptor and two conserved phospho-binding

lysines in the β-arrestin 2 N-terminal domain. This process also promotes the

activation of the MAPK pathway, which depends on the internalization of the

receptor by β-arrestin 2. This study suggests that the solely phosphorylation of

the receptor is sufficient to recruit and activate β-arrestins, which may serve as

a novel mechanism of β-arrestin activation (Toth et al., 2018).

Finally, it has been described that chronic insulin treatment of Rat1 fibroblast

leads to the downregulation of β-arrestin 1 through ubiquitination and proteosomal

degradation, which is associated with a decrease in insulin growth factor receptor

I (IGF-I), lysophosphatidic acid (LPA), and β2-AR stimulation of the MAP kinase

pathway. This deficit in the activation of such kinases was restored by the expression

of exogenous wild-type β-arrestin 1 in insulin-treated cells. This suggests that the

insulin-induced decrease in β-arrestin 1 plays a role in the activation of the MAP

kinase signaling pathway triggered by some GPCRs (Dalle et al., 2002).

4 CODA/FUTURE DIRECTIONS
The regulation of GPCRs by β-arrestins is a process that has been extensively

described for many research groups. It has been proposed that several receptors have

a particular phosphorylation bar code, which allows the receptors to bind β-arrestins

and use this interaction to activate other signaling pathways (Zhou et al., 2017). Even

though this interaction has been characterized in homologous desensitization

models, little is known about such interaction during the heterologous desensitiza-

tion process. Efforts have to be done in order to further understand this cellular

process. Additionally, it would be of great interest to explore the heterologous

desensitization of other RTKs and their binding to β-arrestin 1/2, which could open

the possibility to design new drugs with less side effects.
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A B S T R A C T

The human α1D-adrenergic receptor is a seven transmembrane-domain protein that mediates many of the
physiological actions of adrenaline and noradrenaline and participates in the development of hypertension and
benign prostatic hyperplasia. We recently reported that different phosphorylation patterns control α1D-adre-
nergic receptor desensitization. However, to our knowledge, there is no data regarding the role(s) of this re-
ceptor's specific phosphorylation residues in its subcellular localization and signaling. In order to address this
issue, we mutated the identified phosphorylated residues located on the third intracellular loop and carboxyl
tail. In this way, we experimentally confirmed α1D-AR phosphorylation sites and identified, in the carboxyl tail,
two groups of residues in close proximity to each other, as well as two individual residues in the proximal (T442)
and distal (S543) regions. Our results indicate that phosphorylation of the distal cluster (T507, S515, S516 and
S518) favors α1D-AR localization at the plasma membrane, i. e., substitution of these residues for non-phos-
phorylatable amino acids results in the intracellular localization of the receptors, whereas phospho-mimetic
substitution allows plasma membrane localization. Moreover, we found that T442 phosphorylation is necessary
for agonist- and phorbol ester-induced receptor colocalization with β-arrestins. Additionally, we observed that
substitution of intracellular loop 3 phosphorylation sites for non-phosphorylatable amino acids resulted in
sustained ERK1/2 activation; additional mutations in the phosphorylated residues in the carboxyl tail did not
alter this pattern. In contrast, mobilization of intracellular calcium and receptor internalization appear to be
controlled by the phosphorylation of both third-intracellular-loop and carboxyl terminus-domain residues. In
summary, our data indicate that a) both the phosphorylation sites present in the third intracellular loop and in
the carboxyl terminus participate in triggering calcium signaling and in turning-off α1D-AR-induced ERK acti-
vation; b) phosphorylation of the distal cluster appears to play a role in receptor's plasma membrane localization;
and c) T442 appears to play a critical role in receptor phosphorylation and receptor-β-arrestin colocalization.

1. Introduction

G protein-coupled receptors (GPCRs) are the most abundant class of
sensors of the external (light, odors, tastants) and the internal (hor-
mone, neurotransmitters, autacoids) mileaux [1]. These receptors par-
ticipate in essentially all key physiological processes and are involved in
the development of many diseases, making them the target of 20–40%
of current therapeutic drugs on the market [2,3]. Among the GPCR
family are the adrenergic receptors. These receptors have been classi-
fied into α1-, α2-, and β-adrenergic subfamilies on the basis of their
structure and signaling; each subfamily is formed by three members

[4]. In turn, the α1-adrenergic receptors (α1-ARs) are composed of the
α1A-, α1B- and α1D- subtypes; the latter receptor was the subject of the
present work.

As are all the members of the GPCR family, α1D-ARs are constituted
of seven membrane-spanning domains connected by three extracellular
and three intracellular loops, an extracellular amino terminus, and an
intracellular carboxyl tail (CTail) [4]. α1D-ARs have some unique fea-
tures that have made their study very challenging. For example, α1D-
ARs have been difficult to detect in many tissues [5] and, when over-
expressed, they have a low level of expression at the plasma membrane,
being mainly localized in intracellular vesicles [6–9]. Additionally, α1D-
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ARs have constitutive activity with physiological and pathophysiolo-
gical relevance; in particular this receptor subtype appears to be in-
volved in the regulation of tissue perfusion and the control of blood
pressure, and in the pathogenesis of hypertension [10–20]. Deletion of
the first α1D-AR 79 amino acids increases its localization at the plasma
membrane [7,8,21–24]. Interestingly, cleavage in the amino terminus
occurs endogenously in human cell lines, which suggests that this could
be a physiological mechanism employed by cells to generate functional
α1D-ARs localized at the plasma membrane [25]. Once at the plasma
membrane, α1D-ARs appear to have a conserved mechanism of action:
agonist binding to the receptor's extracellular region induces trans-
membrane conformational changes, which trigger intracellular Gq/11
-receptor interactions. This activates phosphatidylinositol 4, 5 bispho-
sphate hydrolysis by PLC-β, generating inositol 1, 4, 5-trisphosphate
and diacylglycerol. Inositol trisphosphate causes the release of calcium
from intracellular stores, while diacylglycerol is able to activate protein
kinase C (PKC) and together these mediators intracellularly propagate
the signal. Sustained α1D-AR stimulation triggers the binding of G
protein-coupled receptor kinases (GRKs) and the phosphorylation of
α1D-ARs third intracellular loops and carboxyl tails, which reduces re-
sponsiveness through a mechanism known as homologous desensitiza-
tion [22–24,26,27]. Additionally, PKC activation induces α1D-AR
phosphorylation and reduces responsiveness, a process known as het-
erologous desensitization [22–24,26,27]. During the former processes,
the scaffold protein, β-arrestin, seems to associate with the receptor-
signaling complex, favoring the action of the endocytic machinery,
receptor internalization, and putatively switching from G protein-
mediated to β-arrestin-mediated signaling [28–33].

As compared to other members of the α1- subfamily, α1D-AR reg-
ulatory mechanisms remain poorly characterized. It is known that
agonists, such as noradrenaline (NA), and pharmacological activation
of PKC by phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) induce phosphor-
ylation and desensitization of α1D-ARs [10,22,26,27]. Using mass
spectrometry analysis, our group recently reported distinct α1D-AR
phosphorylation patterns in response to NA or PMA [22]; the data
suggested possible roles of GRK2 and conventional PKC isoforms α and
β in phosphorylations associated with α1D-AR homologous and het-
erologous desensitization. Six phosphorylated residues in the α1D-AR
third intracellular loop (IL3) and nine in the CTail were detected con-
sistently and with high probability [22]. This large number of phos-
phorylation sites and their location in different receptor domains
complicate the experimental analysis of their functional relevance.
Hence, the aim of the present work was to further explore the role of
some of these residues in α1D-AR function. In order to tackle this issue,
we generated several receptor mutants and assessed their phosphor-
ylation state, internalization, and β-arrestin binding, as well as activa-
tion of ERK 1/2 and calcium signaling. Here we show that residues
located in the carboxyl tail play roles in the signaling and subcellular
location of this adrenergic receptor. Our data indicate that there are
different points of regulation controlled by phosphorylated residues in
close proximity in the α1D-AR CTail.

2. Materials and methods

2.1. Reagents

(−)-Noradrenaline (NA), propranolol, BMY 7378, phorbol myr-
istate acetate (PMA), and lysophosphatidic acid (LPA) were obtained
from Sigma-Aldrich Chemical. AG1478 was obtained from Calbiochem
and EGF was obtained from Preprotech. [32P]Pi (8500–9120 Ci/mmol)
was obtained from Perkin-Elmer Life Sciences. Dulbecco's modified
Eagle's medium, fetal bovine serum, trypsin, Lipofectamine 2000, am-
photericin B, streptomycin, penicillin, doxycycline hyclate, hygromycin
B, blasticidin, and Fura-2 AM were purchased from Invitrogen-Life
Technologies. Wheat germ agglutinin Alexa Fluor-350 conjugate (cat-
alog number W11263), Super Signal West Pico chemiluminescence kits,

small interfering RNA (siRNA) for β-arrestin 1 (catalog number
AM16708, lot AS027ZUU), β-arrestin 2 (catalog number AM16708, lot
AS027ZUT), and scrambled siRNA (catalog number AM4611, lot
AS026WKE) were obtained from Thermo Fisher. Polyvinylidene di-
fluoride and nitrocellulose membranes were obtained from BioRad.
Polyethyleneimine was obtained from Polyscience. Agarose-coupled
protein A was obtained from Merck-Millipore. Monoclonal anti-GFP
was from Clontech (catalog number 632381, lot A5033481) and poly-
clonal anti-GFP was generated in our laboratory [22,23,34]. Anti-
phospho-ERK 1/2 (Thre202/Tyr204) (catalog number 9101S, lot: 30)
and anti-total ERK (p42/44) (catalog number 4695S, lot: 21) antibodies
were obtained from Cell Signaling Technology; β-Arrestin-1/2 (catalog
number sc-7491, lot D1615) monoclonal antibody was obtained from
Santa Cruz Biotechnology (Sc-74,591). Tetramethyl-rhodamine-con-
jugated AffiniPure anti-donkey mouse IgG (code 715-025-150) was
from Jackson Immunology. were purchased from Thermo Fisher Sci-
entific. Secondary antibodies were obtained from Jackson Immuno-
Research and Zymed (Thermo Fisher Scientific). Antibody dilutions
were 1:1000 for primary antibodies and 1:10,000 for secondary anti-
bodies.

2.2. Plasmids

cDNA coding for either amino terminus-truncated or amino- and
carboxyl termini-truncated-α1D-AR-EGFP (Enhanced Green Fluorescent
Protein) constructs (Δ1–79 and Δ1–79 and Δ440–572, respectively
[24]) were subcloned into pEGFP-N1 (Clontech). These constructs were
further subcloned into pCDNA5/FRT/TO to generate pΔN-α1D-AR-
EGFP and pΔNΔC-α1D-AR-EGFP (Flp-ln T-Rex expression system, In-
vitrogen), as previously described [22]. The latter constructs were
mutagenized to change the detected phosphorylated serines and
threonine 328 in IL3 [22] into alanines or valine, respectively (S300/
323/331/332/334A,T328 V) i. e., plasmids: pΔN-α1D-AR-MutIL3-EGFP
and pΔNΔC-α1D-AR-MutIL3-α1D-AR-EGFP. The pΔN-MutIL3-α1D-AR-
EGFP construct was then used as a template to mutagenize and generate
the following mutants: 1) T442V, 2) S543A, 3) T477V,S486/492A, 4)
T507V,S515/516/518A, 5) T477V, S486/492A,T507V,S515/516/
518A, 6) T442/477V,S486/492A,T507V, S515/516/518/543A, 7)
T477D,S486/492D, 8) T507D,S515/516/518D and 9) T442/
477D,S486/492D,T507D,S515/516/518/543D. All these constructs
were performed by Mutagenex, Inc. and proper modification was con-
firmed through sequencing by the same company.

2.3. Cells and transfection

HEK293 cells do not seem to express α1-ARs as evidenced by the
absence of calcium response to NA (in the presence of propranolol) [35]
and specific radioligand binding (unpublished). Parental Flp-In T-Rex
HEK293 cells (Invitrogen) were 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. 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 previously described α1D-AR mutants, and pOG44
using Lipofectamine 2000 following the manufacturer's instructions.
Transfected cells were selected with 100 μg/ml hygromycin B and 5 μg/
ml blasticidin, as previously described [22,36]. Receptor expression
was induced with 1 μg/ml doxycycline hyclate 14–24 h before per-
forming experiments. In all experiments using NA, 1 μM propranolol
was also present, to avoid any β-adrenergic action; the addition of
propranolol by itself had no impact on any of the parameters studied. In
experiments in which the expression of β-arrestin 1/2 was knocked
down, both the β-arrestin 1 and 2 siRNA (50 nmol final of each plasmid
for each 3 cm-diameter dishes) were combined and transfected using
Lipofectamine 2000, following the manufacturer's instructions, and
cells were cultured for 48 h prior to being used.
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2.4. Receptor phosphorylation

Receptor phosphorylation was performed as previously described
[22,24]. 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 with the in-
dicated compounds, washed with ice-cold phosphate-buffered saline
(PBS) solution and solubilized for 1 h in the lysis buffer [22,24]. The
extracts were centrifuged and supernatants were incubated overnight
with protein A-agarose and anti-EGFP antiserum. Samples were sub-
jected to SDS-PAGE, transferred onto nitrocellulose membranes and
exposed for 24 h. The amount of phosphorylated receptor was assessed
by PhosphorImager analysis. Western blotting for loading controls was
performed using monoclonal anti-EGFP antibodies.

2.5. Intracellular calcium determinations

Intracellular calcium concentrations were determined as previously
described [22,24]. In brief, cells were serum-starved for 2 h, then
loaded with 2.5 μM Fura-2/AM for 1 h at 37 °C. Labeled cells were
washed three times to eliminate unincorporated dye. Fluorescence
measurements were assessed at 340- and 380-nm excitation wave-
lengths and at a 510-nm emission wavelength, with a chopper interval
set at 0.5 s, using an Aminco-Bowman Series 2 Luminescence Spectro-
meter. Intracellular calcium levels were calculated as described by
Grynkiewicz et al. [37].

2.6. ERK 1/2 phosphorylation

Cells were serum-starved for 2 h before experiments. After stimu-
lation with the indicated compounds, cells were washed with ice-cold
PBS and lysed with Laemmli sample buffer [38]. Lysates were cen-
trifuged at 12,000×g for 5min, and proteins in supernatants were
separated by SDS-PAGE. Proteins were electrotransferred onto poly-
vinylidene difluoride membranes and immunoblotting was performed.
Duplicate samples were run in parallel to determine total-ERK and
phospho-ERK 1/2. For data normalization, the maximal response was
considered as 100%.

2.7. Intracellular fluorescence, receptor internalization and colocalization
with endogenous β-arrestin 1/2

Receptor internalization and colocalization assays with endogenous
β-arrestin 1/2 were performed as described [22,39]. In brief, cells were
seeded to reach 50% confluence into glass-bottomed Petri dishes and
were cultured for 24 h at 37 °C in media containing 1% serum and
stimulated with NA or PMA. After stimulation, the cells were washed
with PBS, fixed with 4% paraformaldehyde in 0.1M phosphate buffer
for 30min at room temperature, and then washed three times with PBS.
To determine intracellular fluorescence and receptor internalization,
the plasma membrane was delineated using the differential interference
contrast image, and fluorescence in such an area was excluded; in-
tracellular fluorescence was quantified employing ImageJ software
[40–42]. To determine membrane-receptor colocalization additional
experiments were performed using Alexa Fluor-350-conjugated wheat
germ agglutinin (20 μg/ml) for membrane labeling. To determine the
colocalization of the α1D-AR with β-arrestin 1/2, the cells were fixed, as
indicated previously, and samples were permeabilized with 0.3% Triton
X-100 for 15min at 4 °C. The samples were then incubated with 3% BSA
for 1.5 h at room temperature, in the absence or presence of the anti-β-
arrestin 1/2 antibody (1:200) with 3% BSA in 50mM Tris base-buffered
saline (pH 7.4) containing 0.1% Tween 20. After this process, the
samples were washed twice, were incubated for 2 h in the same buffer
containing a tetramethyl-rhodamine-conjugated secondary antibody

(1500) and then washed with PBS with soft agitation. Confocal mi-
croscopy images were acquired with an Olympus Fluoview FV10 with
an oil-immersion objective (60× at 5.0 zoom), 2.0 confocal aperture
X16 quality high, and 512× 512 size. To determine α1D-AR/β-arrestin
1/2 colocalization, the overlap of the two fluorophores (EGFP/rhoda-
mine) was estimated employing ImageJ software [40–42]. Re-
presentative images showing green channel fluorescence, red channel

Fig. 1. Schematic representation of the α1D-AR mutants. Panel A: The phos-
phorylation residues of the α1D-AR detected by MS analysis are located in the
IL3 and in the C-terminal tail. Such residues were mutagenized to non-phos-
phorylatable amino acids: serine residues changed into alanine and threonine
residues changed into valine. Panel B: Schematic representation of the α1D-AR
mutants. Dotted lines in the constructs represent the deletion of the first 79
amino acids of the N-terminal region (ΔN, 1–79). The mutant ∆N-MutIL3 was
generated taking the ∆N receptor as a template. Yellow section in this mutant
indicates that the residues S300, S323, S331, S332, S334 and T328 located in
the IL3, were mutagenized by non-phosphorylatable residues, as previously
described. Subsequently, the ∆N-MutIL3 mutant was mutagenized in T442 (∆N-
MutIL3-P.R.), S543 (∆N-MutIL3-D.R.), T477, S486, S492 (∆N-MutIL3-P.C.,
proximal cluster), T507, S515, S516, and S518 (∆N-MutIL3-D.C., distal cluster),
T477, S486, S492, T507, S515, S516, and S518 (∆N-MutIL3-D.M.) and T442,
T477, S486, S492, T507, S515, S516, S518, and S543 (∆N-MutIL3-T.M.).
Deletion of the last amino acids (440–572) in the CTail (ΔN).
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Fig. 2. NA-and PMA-induced phosphorylation of the different α1D-AR mutants. Cells expressing the different constructs were stimulated with NA 10 μM and PMA
1 μM for 15min and compared to the ∆N receptor. In all cases, cultures were processed in parallel and data were normalized to the percentage of the ΔN receptor's
baseline (B) phosphorylation. Plotted lines are the means and vertical lines representing S.E.M. of 3–5 independent experiments. Representative autoradiographs and
Western-blots are presented below each graph. Panel 2A, * P < 0.005 vs. ΔN receptor's baseline; Panel 2B, *P < 0.001 vs, ΔN receptor's baseline, ** P < 0.005 vs.
ΔN receptor's baseline, & P < 0.05 vs. ΔN receptor's baseline, && P < 0.001 vs. ΔN receptor's corresponding stimulus; Panel 2C, * P < 0.001 vs. ΔN receptor's
baseline, & P < 0.01 vs. ΔN receptor's PMA; Panel 2D, * P < 0.005 vs. ΔN receptor's baseline, & P < 0.005 vs. ΔN receptor's PMA; Panel 2E, * P < 0.005 vs. ΔN
receptor's baseline, & P < 0.001 vs. ΔN receptor's corresponding stimulus; Panel 2F, * P < .005 vs. ΔN receptor's baseline, & P < 0.005 vs. ΔN receptor's baseline,
&& P < 0.001 vs. ΔN receptor's corresponding stimulus; Panel 2G, * P < 0.001 vs. ΔN receptor's baseline, & P < 0.001 vs. ΔN receptor's corresponding condition.
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fluorescence, merged images, and pixel-by-pixel colocalization are
presented. At least 10 different images per condition were obtained for
each experiment.

2.8. Statistical analyses

Statistical comparisons between two conditions was performed
employing the Student's t-test (Figures 7 and 20; indicated in the text).
All other statistical analysis (comparisons between groups with three or
more variables) were evaluated using a parametric analysis of variance
(ANOVA) with Bonferroni's post-test, assuming Gaussian data dis-
tribution (http://www.graphpad.com/guides/prism/7/statistics/index.
htm). We utilized the software included in GraphPad Prism 6 software
to perform these analyses. A P value < 0.05 was considered statisti-
cally significant.

3. Results

3.1. α1D-AR phosphorylation sites and site-directed mutagenesis

Using mass spectrometry, we previously reported that α1D-AR har-
bors six phosphorylated residues (S300, S323, T328, S331, S332, and
S334) in IL3 and nine more on the CTail (see below) [22]. One of the
main goals of the present work was to experimentally define the role(s)
of the CTail phosphorylation residues. To accomplish this, first we
identified that phosphorylation sites in the CTail have a particular ar-
rangement, i.e., two isolated residues (T442 and S543) and two groups
of residues with close proximity; we named these groups as proximal
cluster (T477, S486, S492) and distal cluster (T507, S515, S516, S518)
(Fig. 1A).Taking this arrangement into account, we generated a com-
bination of point mutations and deletions on the α1D-AR (Fig. 1B). As

Fig. 3. Subcellular localization of α1D-AR mutants
under baseline conditions and schematic re-
presentation of the mutants with aspartic acid. Panel
A: Cells expressing the different constructs of α1D-AR
were analyzed under baseline conditions by confocal
microscopy. Images are representative of data of 5–7
experiments using different cell preparations. Panel
B: ∆N-MutIL3 was used as a template to change the
residues located in the proximal (∆N-MutIL3-P.C.
Asp), and distal cluster (∆N-MutIL3-D.C. Asp) as well
as in both clusters and both proximal and distal re-
sidues (∆N-MutIL3-T.M. Asp), by aspartic acid
(phospho-mimetic). Red sections in the constructs
represent these mutations. Panel C: ∆N-MutIL3-P.C.
Asp, ∆N-MutIL3-D.C. Asp, and ∆N-MutIL3-T.M. Asp
mutants were analyzed under baseline conditions by
confocal microscopy. Images are representative of
data of 5–7 experiments using different cell pre-
parations.
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already mentioned, the α1D-AR amino terminus negatively controls its
membrane-targeting [7,8,21–24]. Therefore, all of the mutants were
designed using the amino-truncated receptor (∆N; abbreviated names
will be used for clarity). Non-phosphorylatable substitutions in the six
residues in IL3 (∆N-MutIL3) were obtained. These two modifications
represent a compromise necessary to obtain: a) membrane expression
and b) to eliminate the contribution of phosphorylation at the IL3 in our
studies. Then, we used this latter mutant as a template to further in-
dividually mutagenize the proximal residue T442 V (∆N-MutIL3-P.R.)
and the distal residue S543A (∆N-MutIL3-D.R.), as well as the proximal
and distal clusters (∆N-MutIL3-P.C. and ∆N-MutIL3-D.C., respectively).
We also included a double mutant where both clusters were changed
(∆N-MutIL3-D.M.) and a total mutant (∆N-MutIL3-T.M.), including all
of these substitutions in the CTail. Finally, we employed the previously
reported carboxyl tail-truncated receptor (∆N∆C) [22] and a further
mutated form in which IL3 phosphorylated residues were changed into
non-phosphorylatable amino acids (∆N∆C-MutIL3) [22]. All of these
mutants were tagged with EGFP for confocal microscopy imaging and
biochemical studies.

Next we utilized Flp-In T-Rex HEK293 cells expressing the former
mutants to asses receptor phosphorylation during homologous and
heterologous desensitization, i.e., in the presence of 10 μM NA or 1 μM
PMA for 15min. Agents, concentrations, and incubation times were
selected based on previously reported data [22]. In independent par-
allel experiments, the phosphorylation of the ∆N receptor was com-
pared with each of the other mutants and all data were normalized to
the phosphorylation of the ∆N receptor detected under baseline con-
ditions. ∆N receptor baseline phosphorylation increased approximately
2-fold after stimulation with NA and PMA, as illustrated in Fig. 2A. In
cells expressing the ∆N-MutIL3 receptor, baseline phosphorylation and
the actions of NA and PMA were marginally decreased when compared
to those of the ΔN receptor (not statistically significant). The CTail
mutation on the proximal residue (∆N-MutIL3-P.R.), resulted in a re-
ceptor with decreased baseline labeling and phosphorylation in re-
sponse to NA and PMA (Fig. 2B). On the other hand, the mutant re-
ceptor with the non-phosphorylatable distal residue (∆N-MutIL3-D.R.)
did not exhibit any clear difference in baseline or NA-induced phos-
phorylation when compared with the ΔN mutant, but the effect of PMA
was reduced (Fig. 2C). Similarly, the proximal cluster mutant (∆N-
MutIL3-P.C.) increased its phosphorylation in response to NA, but not
after PMA stimulation (Fig. 2D). Interestingly, the receptor with the
mutated distal cluster, ∆N-MutIL3-D.C., showed a slight decrease in
basal phosphorylation but marked attenuation of phosphorylation ob-
served in response to NA or PMA (Fig. 2E). Baseline phosphorylation of
the receptor containing the double-cluster mutations (∆N-MutIL3-D.M.)
diminished below ∆N baseline levels and nearly no effect of NA or PMA
was detected (Fig. 2F). Very similar results were obtained with the total
mutant (∆N-MutIL3-T.M.) (Fig. 2G). Overall, these data experimentally
confirmed that α1D-AR phosphorylation specifically occurs at the re-
sidues depicted in Fig. 1A. It appears that phosphorylatable residues in
proximal and distal clusters and distal residue, S543, might be phos-
phorylated during PMA-induced desensitization and that mutations in
the distal cluster also disturb NA-induced phosphorylation. Phosphor-
ylation of ∆N∆C and ∆N-MutIL3-∆C mutants was reported previously
[22].

3.2. α1D-AR plasma membrane localization is regulated by CTail distal
cluster phosphorylation

Cells expressing the α1D-AR mutants described previously were
studied using confocal microscopy. Under baseline conditions, we ob-
served that the control receptor (∆N) and the mutant containing sub-
stitutions in the IL3 (∆N-MutIL3), as well as receptors additionally
containing single mutations in the proximal and distal residues (∆N-
MutIL3-P.R. and ∆N-MutIL3-D.R., respectively) were mainly located at
the plasma membrane. In contrast, receptors including non-

phosphorylatable substitutions in the CTail proximal or distal clusters
were found mainly in vesicles (Fig. 3A). Prompted by this observation,
we measured intracellular fluorescence to qualitatively determine the
main subcellular location of each mutant. As depicted in Fig. 4, we
normalized all data to the signal detected in the control receptor (∆N),
i. e., it was considered as 100%. As Fig. 4 illustrates, we detected some
intracellular fluorescence in ∆N, ∆N-MutIL3, ∆N-MutIL3-P.R. and in
∆N-MutIL3-D.R., whereas the following mutants showed approximately
a 4-fold increment of fluorescence located intracellularly: ∆N-MutIL3-
P.C., ∆N-MutIL3-D.C., ∆N-MutIL3-D.M. and ∆N-MutIL3-T.M. Moreover,
the carboxyl truncated mutants (∆N∆C and ∆N∆C-MutIL3) revealed a 6-
fold increase of intracellular fluorescence. In other words, truncation of
the entire CTail or substitutions in the phosphorylation clusters con-
tained in this domain blocked the receptor's ability to reach or remain
at the plasma membrane.

Under the latter premise, we hypothesized that phosphorylation of
such residues in close proximity might regulate receptor subcellular
localization. In order to test this, we generated phospho-mimetic mu-
tants containing aspartic acid substitutions. As presented in Fig. 3B, the
phosphorylatable residues were changed to aspartic acid in the prox-
imal (∆N-MutIL3-P.C. Asp) and distal clusters (∆N-MutIL3-D.C. Asp), as
well as in both clusters plus the isolated residues, to generate a total
phospho-mimetic mutant (∆N-MutIL3-T.M. Asp). We observed abun-
dant vesicles in cells expressing ∆N-MutIL3-P.C. Asp (Fig. 3C). This
mutant also showed a 4-fold increment of intracellular fluorescence,
similar to the mutants lacking phosphorylation clusters (Fig. 4). Sur-
prisingly, ∆N-MutIL3-D.C. Asp and ∆N-MutIL3-T.M. Asp mutants were
fully expressed at the plasma membrane (Fig. 3C) and they both showed
intracellular fluorescence levels equivalent to the control (intracellular
fluorescence quantifications are presented in Fig. 4). In order to confirm
these results, colocalization experiments employing Alexa Fluor-350-
conjugated wheat germ agglutinin were performed with six of the
mutants employed (∆N, ∆N-MutIL3, ∆N-MutIL3-D.C., ∆N-MutIL3-T.M.,
∆N-MutIL3-D.C. Asp and ∆N-MutIL3-T.M. Asp). Wheat germ agglutinin
is generally considered as a membrane marker but also binds to gly-
coproteins present in other organelles [43]. Observations were nor-
malized to the colocalization observed with cells expressing the ΔN
mutant. As shown in Fig. 5, in non-permeabilized cells, the lectin la-
beled the plasma membrane but also some structures present inside the
cells; this was much more clearly observed in cells containing large
amounts of vesicles. Despite this, the colocalization data (Fig. 5) con-
firmed the previous findings (Fig. 4). Altogether, these results suggest
that, specifically, distal-cluster phosphorylation could be necessary and
sufficient to allow α1D-AR plasma membrane localization.

Fig. 4. Intracellular fluorescence quantification (α1D-AR mutants) under base-
line conditions. Accumulation of intracellular fluorescence under baseline
conditions was quantified for α1D-AR mutants. Data were normalized to that
observed in cells expressing the ΔN mutant (100%). Plotted lines are the means
and vertical lines representing S.E.M. of 7 independent experiments in each of
which 3–5 cells were analyzed (n=20–35). * P < 0.001 vs ∆N.
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Fig. 5. Colocalization of α1D-AR mutants with Alexa
Fluor-350-conjugated wheat germ agglutinin
(plasma membrane marker) under baseline condi-
tions. Cells expressing the different constructs of α1D-
AR were fixed and stained with Alexa Fluor-350-
conjugated wheat germ agglutinin (WGA), as in-
dicated under Material and Methods. Fluorescence
was analyzed under baseline conditions by confocal
microscopy and ImageJ analysis. Panel A, Receptor-
membrane marker colocalization, normalized to ΔN
mutant baseline value (100%), is presented. Plotted
are the means and vertical lines representing S.E.M.
of 4 independent experiments in each of which 10
cells were analyzed (n=40). * P < 0.001 vs. ∆N
mutant and P < 0.001 vs. ΔN-MutIL3-D.C. Asp; **
P < 0.001 vs. ∆N mutant and P < 0.001 vs. ΔN-
MutIL3-T.M. Asp. Panel B, representative images
showing: receptor fluorescence (GFP), WGA fluores-
cence, Merge images and colocalization (white).
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3.3. Phosphorylation on α1D-AR CTail specific residues regulates the
mobilization of intracellular Ca2++

Next, we evaluated agonist-induced mobilization of intracellular
calcium to determine the functionality of the receptors previously de-
scribed. As depicted in Figs. 6, 10 μM NA elicited an increase of over
100 nM intracellular calcium in cells expressing the ∆N receptor,
whereas it scarcely reached 100 nM in cells expressing the ∆N-MutIL3
mutant. Remarkably, in CTail mutants lacking phosphorylatable single
residues or clusters (∆N-MutIL3-P.R., ∆N-MutIL3-D.R., ∆N-MutIL3-P.C.,
and ∆N-MutIL3-D.C.), calcium release was markedly reduced as com-
pared with those expressing the ∆N receptor. Calcium increments were
even smaller in double and total mutants (∆N-MutIL3-D.M. and ∆N-
MutIL3-T.M.). As a positive control, we measured the response of en-
dogenously expressed lysophosphatidic acid receptors, using 1 μM LPA,
and a consistent increase in calcium concentration (≈ 100 nM) was
observed in cells expressing the different mutants. When we examined
receptors containing the phospho-mimetic mutations, we observed that
the proximal cluster mutant (∆N-MutIL3-P.C. Asp) partially recovered
its ability to mobilize intracellular calcium. Interestingly, distal cluster
and total mutants containing the phospho-mimetic mutations (∆N-
MutIL3-D.C. Asp and ∆N-MutIL3-T.M. Asp) were able to increase cal-
cium to concentrations similar to those of the control (ΔN receptor-
expressing cells). These data suggest that phosphorylation of the CTail
region, mainly at the distal cluster, controls the ability of α1D-AR to
trigger the calcium signaling pathway. NA-induced increases in in-
tracellular calcium in cells expressing the ∆N∆C and ∆N-MutIL3-∆C
mutants were reported previously [22]. The effect of NA on in-
tracellular calcium concentration as affected by NA, PMA and BMY
7378 (inverse agonist) [10,11,24] is presented in Supplementary Fig.
S1. In agreement with the previous data, NA action was robust in cells
expressing the ΔN mutant; this was of smaller magnitude in cells ex-
pressing the ΔN-MutIL3 mutant and even smaller in cells expressing the
ΔN-MutIL3-T.M. receptors. Similarly, the ability of PMA and BMY 7378
was very clear in cells expressing the ΔN mutant and marginal (but
statistically significant) in cells expressing the total mutant (Supple-
mentary Fig. S1).

3.4. α1D-AR mutants' ERK activation kinetics

A different pathway initiated by α1D-AR was investigated. ERK 1/2
phosphorylation was determined under baseline conditions and after 2,
5, 15, 30, and 60min of incubation with 10 μM noradrenaline. As it is
shown in Fig. 7A, the ∆N mutant showed a rapid increase in ERK
phosphorylation after 5 and 15min, and subsequently, this signal de-
creased at 30 and 60min. In the same way, the rest of the mutants also
presented a quick increase in ERK 1/2 phosphorylation. However, the
signal remained elevated in all of these even after 60min of observation
(this trend was statistically significant (Student's t-test P < 0.05;
60min vs. ∆N mutant) except for the ∆N-MutIL3-D.R. and ∆N-MutIL3-
D.M. mutants). Representative Western blots of the p-ERK 1/2 and
total-ERK 1/2 of each mutant are presented (Fig. 7B).

3.5. α1D-AR activation of ERK is regulated by the transactivation of the EGF
receptor and β-arrestins

It has been observed that α1D-AR activation induces the shedding of
active epidermal growth factor (EGF) that stimulates the EGF receptor
and contributes to the activation of ERK 1/2 [44]. Fig. 8A shows that
when cells expressing the ∆N receptor are treated with EGF, a robust
increase in ERK 1/2 phosphorylation can be detected. AG1478, a spe-
cific inhibitor of EGF receptor endogenous tyrosine kinase activity [45]
totally abolished the EGF effect. Cells stimulated with NA for 5min,
also showed an important increase in ERK 1/2 phosphorylation; inter-
estingly, this activation was markedly diminished when the cells were
pre-incubated with AG1478 and then challenged with NA (Fig. 8A). It
has been shown that activation of ERK depends in some cells on the
binding of β-arrestins to GPCRs, forming a multi-protein complex:
GPCR/β-arrestin/ERK1/2 [32]. In order to explore the possible parti-
cipation of β-arrestins, we knocked down the expression of β-arrestin 1/
2 by using small interfering RNA. Fig. 8B illustrates the increase in ERK
1/2 phosphorylation when cells expressing the ∆N mutant were sti-
mulated with NA for 5 and 60min. Scrambled small interfering RNA
induced a very small decrease (not statistically significant) of NA-in-
duced ERK phosphorylation, as presented in the same figure. In con-
trast, when β-arrestin1/2 was knocked down, a clear decrease of NA-
induced ERK phosphorylation was detected, at 5 and 60min. β-arrestin
1/2 knock down was confirmed by Western blot analysis (Fig. 8B). The
roles of EGF receptor transactivation and of β-arrestin 1/2 knock down
were also tested in cells expressing the ΔN-MutIL3-T. M. mutant and the
results were very similar, i. e., data confirmed the role of these pro-
cesses in α1D-AR ERK 1/2 activation (Supplementary Fig. S2). Overall,
these experiments suggest that transactivation of EGF receptors and β-
arrestins participate in NA-induced ERK 1/2 activation, in cells ex-
pressing the receptor mutants employed.

3.6. The α1D-AR mutants have a different kinetic of internalization triggered
by NA and PMA

α1D-AR internalization using confocal microscopy was studied next.
In order to achieve this, we exclusively studied the mutants that were
mainly expressed at the plasma membrane under baseline conditions.
Attempts to study this with mutants that were mainly internalized
proved to be impossible with this approach. To evaluate the kinetic
profiles of internalization, cells were stimulated with NA or PMA. The
intracellular fluoresce of cells expressing each mutant, under baseline
conditions, was considered as 100% (Figs. 9 and 10); these baseline
values were very similar as shown in Fig. 4. As depicted in Fig. 9A, we
stimulated the cells with NA 10 μM and detected an increase in the
intracellular florescence at 5 and 15min in the ∆N mutant. Subse-
quently, the intracellular signal vanished and was barely detected at 30

Fig. 6. NA- and LPA-induced mobilization of intracellular calcium in cells ex-
pressing the different α1D-AR mutants. Cells expressing the different constructs
were stimulated with NA 10 μM (dashed bars) or LPA 1 μM (solid bars) and
increases (Δ [Ca2+] i nM; baseline subtracted) in intracellular calcium con-
centration were determined. Plotted are the means and vertical lines re-
presenting S.E.M. of 5–7 independent experiments. * P < 0.005 vs. ∆N, NA-
stimulation; * P < 0.001 vs. ∆N, NA-stimulation. No significant difference was
observed when the response to LPA stimulation in the different cell lines was
compared.
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and 60min. The ∆N-MutIL3 mutant was also internalized in response to
NA, but remained so, along the 60min of stimulation (Student's t-test
vs. the ∆N mutant, P < 0.001at 60min). Interestingly, the ∆N-MutIL3-
P.R. and ∆N-MutIL3-D.R. mutants behaved in a similar manner to those
of the ∆N mutant, i.e., there was an increase in intracellular fluores-
cence at 5 and 15min and a partial decrease of such a signal at 30 and
60min (Student's t-test: P < 0.001 vs. the ∆N mutant and P < 0.001

vs. the ΔN-MutIL3 mutant at 60min). Fig. 9B presents the images of the
kinetic profiles of internalization of each α1D-AR mutant.

Next, we decided to evaluate the kinetic profile of internalization of
the same mutants by stimulating the cells with 1 μM PMA. As shown in
Fig. 10A, we detected that the ∆N mutant progressively internalized
during the 60min of incubation. In contrast, the ∆N-MutIL3 reached the
maximal internalization at 15min and then intracellular fluorescence

Fig. 7. Time-course of NA-induced activation of ERK1/2 in the different α1D-AR mutants. Cells expressing the different constructs were stimulated for the times
indicated with NA 10 μM, and ERK1/2 phosphorylation was determined. Plotted lines are the means and vertical lines representing S.E.M. of at least 4 independent
experiments. Representative Western-blots for total-ERK1/2 and phospho-ERK1/2 are presented below the graph.
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gradually decreased toward baseline values (Fig. 10A, Student's t-test
vs. the ∆N mutant, P < 0.001 at 60min). The ∆N-MutIL3-P.R. simi-
larly reached its maximal internalization at 15min,but intracellular
fluorescence remained at that level during the remaining of the in-
cubation (Student's t-test vs. the ∆N mutant and ΔN-MutIL3 mutant,
P < 0.001 in both comparison, at 60min). The ∆N-MutIL3-D.R. mu-
tant behaved like the ∆N-MutIL3 mutant (Fig. 10A, Student's t-test vs.
the ∆N mutant, P < 0.001 at 60min). Fig. 10B presents representative
images of the kinetic profile of internalization of each α1D-AR mutant
under the action of PMA.

3.7. The α1D-AR mutants colocalize with endogenous β-arrestin1/2

β-arrestins are scaffold proteins known to bind and participate in
the internalization of ligand-activated receptors. This process allows for
a GPCR to maintain signaling while internalized in endosomes in a β-
arrestin-dependent fashion [29,46,47]. Hence, we examined the colo-
calization of endogenous β-arrestins with the α1D-AR mutants that are
expressed at the plasma membrane, taking into consideration the time
at which each mutant was maximally internalized in response to NA or
PMA. Data were normalized to the colocalization observed, under
baseline conditions, in cells expressing each mutant. As it is shown in
Fig. 11A, colocalization was observed under baseline conditions with
all of the cells studied and mainly at the plasma membrane (Fig. 11B);
this could be due to the α1D-AR intrinsic activity. However, this was less
clear with the ∆N-MutIL3-P.R mutant (Fig. 11B). When cells were
treated with NA or PMA, the ∆N, ∆N-MutIL3 and ∆N-MutIL3-∆-D.R.
mutants increased their colocalization with endogenous β-arrestin1/2,
and colocalization was also clearly observed intracellularly (Fig. 11,
panels A and B). Interestingly, the ∆N-MutIL3-∆P.R. mutant did not
increase its colocalization with β-arrestins in response to NA or PMA.
Representative images of the colocalization of each mutant with en-
dogenous β-arrestin1/2, under the conditions described, are illustrated
in Fig. 11B. When the primary anti-β-arrestin antibody was omitted
during the immunostaining procedure, essentially no fluorescence was
observed in the red channel and consequently no colocalization was
detected; these data indicate that the observed fluorescence was due to
detection of the anti-β-arrestin antibody and not to unspecific im-
munostaining by the secondary antibody (Supplementary Fig. S3). Co-
localization of α1D-AR and β-arrestin was absent in cells expressing
receptors located in intracellular vesicles (data not shown). It must be
stated that colocalization does not necessarily imply physical interac-
tion of these proteins.

4. Discussion

α1D-AR is known for being an elusive GPCR, whose expression,
cellular localization, and function, as well as its roles in the develop-
ment of cardiovascular diseases and other maladies, remain only par-
tially known to date [48–51]. The ability of agonists and phorbol esters
to induce α1D-AR phosphorylation and the association of this process
with receptor desensitization has been known for some time
[22–24,26,27]. A series of α1D-AR phosphorylation sites were recently
defined by employing mass spectrometry [22]. This latter work re-
vealed that there are six phosphorylated residues located in the IL3 and
nine in the CTail, and that several protein kinases could putatively
target such residues, including PKC α/β and GRK2. In our present ex-
periments, we observed that as the phosphorylation sites were sub-
stituted by non-phosphorylatable amino acids, baseline phosphoryla-
tion, as well as those observed in response to receptor activation (NA)
or PKC stimulation (PMA), decreased. Therefore, the identified 15
amino acids seem to be the major targets of the protein kinases involved

Fig. 8. Regulation of ERK 1/2 phosphorylation by EGF receptor transactivation
and β-arrestins in cells expressing the ∆N receptor. Panel A: Cells were pre-
incubated in the absence or presence of AG1478 10 μM (AG) and then chal-
lenged with EGF 100 ng/ml or NA 10 μM for 5min. Plotted are the means and
vertical lines representing the S.E.M. of 3 independent experiments. *
P < 0.001 vs. baseline (B); & P < 0.001 vs. absence of AG1478.
Representative Western-blots for total-ERK 1/2 and phospho-ERK 1/2 are
presented below the histogram. Panel B: Cells were nor transfected (first group
or bars), or they were transfected with either a scrambled siRNA (second group
of bars) or with a specific siRNAs to block the expression of β-arrestin 1/2 (third
group of bars) Cells were stimulated with NA 10 μM for 5 (5′) or 60min (60′).
Plotted are the means and vertical lines representing S.E.M. of 3 independent
experiments. * P < 0.001 vs. respective baseline (B); ** P < 0.05 vs. re-
spective baseline (B); & P < 0.005 vs NA 5′ non-transfected cells and P < 0.05
vs. NA 5′ scrambled siRNA; && P < 0.05 vs. NA 60′ non-transfected cells.
Representative Western-blots for total-ERK 1/2, phospho-ERK 1/2, and β-ar-
restins (β-arr1/2) are presented below the histogram.
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in α1D-AR phosphorylation. However, in the total mutant, i. e. in the
receptor in which all the 15 detected residues were substituted by non-
phosphorylatable amino acids, a very weak but consistent receptor
phosphorylation was detected, including some marginal actions of NA
and PMA. It is important to consider that the reported phosphorylated
residues were those that were consistently detected in the different
mass spectrometry analysis performed and with high probability (i. e.,
high Ascore value [52]) [22]. However, during the course of that study,
other phosphorylation sites were detected, although not in all the
analysis or with low probability value. Therefore, it is possible that the
remaining phosphorylation detected could be due to such sites. It
should be mentioned that in our previous experiments using the mu-
tant, ΔNΔC-MutIL3 (in which the amino and carboxyl termini were
deleted and the identified phosphorylated sites at the IL3 were sub-
stituted by non-phosphorylatable residues), we were unable to detect
receptor phosphorylation and no evidence for stimulation by NA or
PMA were observed [22]. These data suggest the possibility that the
unidentified phosphorylation site(s) could be present at the CTail.

Interestingly, the ∆N-MutIL3-P.R. mutant in which the proximal
residue, T442, was modified to valine showed a decrease in baseline as
well as in stimulated (NA and PMA) receptor phosphorylation. Such
decrease was much larger than could have been anticipated, because
only one of the phosphorylation targets was modified. This might
suggest that such a residue could be an important regulator of total
receptor phosphorylation. In addition, this mutant, although mainly
localized at the plasma membrane, appears to colocalize poorly with β-

arrestins in response to NA or PMA. This could be related with its de-
creased phosphorylation, since it has been shown structurally that
phosphorylation of CTail peptides is critical for β-arrestin binding [53].
However, we cannot discard the possibility that the amino acid sub-
stitution could alter the structure in such a way that both receptor
phosphorylation and colocalization with β-arrestins could be perturbed.
GPCR association with β-arrestins has been mainly observed during
homologous desensitization and the information of such possible in-
teraction during heterologous desensitization is scarce; our present data
suggest that this takes place in the course of both processes.

We previously observed that an amino- and carboxyl-termini-trun-
cated receptor (i. e., the ΔNΔC α1D-AR mutant) was able to increase
intracellular calcium (G protein signaling) and could be desensitized by
PKC activation [18]. The lack of the CTail altered the mitogen activated
kinase pathways in some cells (Rat-1 fibroblasts or neuroblastoma
B103), but not in the HEK cell line [17]. We also observed that mutants
lacking the CTail (i. e., the ΔNΔC and ΔNΔC-MutIL3 receptors) were
mainly localized in intracellular vesicles [16], which was confirmed in
the present work. It has been reported that the α1D-AR CTail is of im-
portance for this receptor's proper plasma membrane targeting/inser-
tion, because interaction with proteins such as syntrophins seems to be
involved and this takes place through the receptor's CTail-located PDZ
domain [44,45].

One of the major findings of the present work is the relationship
between phosphorylatable residues and α1D-AR cellular localization. As
already mentioned, current ideas indicate that GPCR phosphorylation

Fig. 9. Time-course of NA-induced internalization of the different α1D-AR mutants. Panel A: Accumulation of intracellular fluorescence in response to NA 10 μM in
cells expressing the ∆N, ∆N-MutIL3, ∆N-MutIL3-P.R. and ∆N-MutIL3-D.R. mutants. The intracellular fluorescence observed, under baseline conditions, in cells
expressing each of the mutants was considered as 100%. Plotted are the means and vertical lines representing S.E.M. of 7 independent experiments in each of which
3–5 cells were analyzed (n=20–35). Panel B: Representative images.
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triggers an association with the scaffold protein, β-arrestin, favoring the
action of the endocytic machinery, receptor internalization and puta-
tively switching from G protein-mediated signaling to β-arrestin-
mediated action [28–33]. Some of the present results indicate that not
all GPCR phosphorylations trigger receptor internalization, but rather
the opposite: these results were totally unexpected and extremely
puzzling, but at the same time, are provocative and their interpretation
is challenging.

Our data indicate that the phosphorylation state of residues T507,
S515, S516, and S518, which are located in the distal cluster of the C-
terminal tail, regulate the subcellular localization of α1D-ARs. When
these residues were exchanged for non-phosphorylatable amino acids,
the α1D-ARs were localized mainly in intracellular vesicles. This was
contrary to our expectations; i. e., we anticipated that the absence of
phosphorylation sites would favor receptor retention at the plasma
membrane. The possibility that the amino acid substitutions could alter
the receptor's conformation was considered, but substitution of these
same residues for the phospho-mimetic amino acid, aspartic acid, re-
stored the receptor's plasma membrane localization. This is completely
counter to the general idea that all GPCR phosphorylations could be
functionally translated into desensitization, internalization, and pos-
sible degradation, and that a general action of protein phosphatases
might trigger receptor recycling. The present findings suggest that these
processes are more complex than anticipated and that it is likely that
phosphorylation at some specific sites could lead to internalization,
whereas at others this might favor membrane localization. To the best

of our knowledge, this is the first study indicating that the phosphor-
ylation of certain residues in a GPCR CTail could favor receptor loca-
lization at the plasma membrane. However, it must be mentioned that it
has been reported that prolonged inhibition of PKC induces down-
regulation of sphingosine 1-phosphate S1P1 receptor surface expres-
sion, associated to decreased receptor phosphorylation, but the me-
chanisms or residues involved were not explored [54]. Similarly, there
is evidence that phosphorylation of channel receptor (also called “io-
notropic receptors”) subunits, such as those of AMPA/Glutamate re-
ceptors or GABAA receptors increase their membrane localization (see,
for example [55–58]).

The steady state density of plasma membrane receptors results from
a balance between several complex processes, i. e., anterograde trans-
port and insertion into the plasma membrane, internalization and re-
cycling. Intracellular accumulation of receptors might result from de-
creased plasma membrane insertion, by a reduced time of residence in
this organelle due to increased internalization or improper recycling;
these events are not mutually exclusive and combinations might exit in
response to key structural modification. The absence of α1D-AR phos-
phorylation sites, in the distal CTail cluster, could render membrane
targeting/insertion more difficult or could impede it. Similarly, it is
possible that even if membrane insertion takes place, the absence of this
phosphorylated sites could reduce the time of residence of these re-
ceptors at the plasma membrane by increasing its internalization and/
or reducing its recycling back to this organelle. All these possibilities,
together with the intrinsic activity of α1D-ARs, might explain why with

Fig. 10. Time-course of PMA-induced internalization of the different α1D-AR mutants. Panel A: Accumulation of intracellular fluorescence in response to PMA1 μM in
cells expressing the ∆N, ∆N-MutIL3, ∆N-MutIL3-P.R. and ∆N-MutIL3-D.R. mutants. The intracellular fluorescence observed, under baseline conditions, in cells
expressing each of the mutants was considered as 100%. Plotted are the means and vertical lines representing S.E.M. of 7 independent experiments in each of which
3–5 cells were analyzed (n= 20–35). Panel B: Representative images.

G. Carmona-Rosas et al.



Fig. 11. Colocalization of the α1D-AR mutants with endogenous β-arrestin 1/2. Panel A. Cells expressing the ∆N, ∆N-MutIL3, ∆N-MutIL3-P.R., and ∆N-MutIL3-D.R.
mutants were treated without any agent (B, baseline) or stimulated with NA 10 μM or PMA 1 μM for the times at which each mutant showed a higher level of
internalization (i. e., 5,. 15 or 30min, as indicated in each histogram). Data were normalized considering the baseline colocalization observed, under baseline
conditions, as 100%. Plotted are the means and vertical lines representing S.E.M. of 7 independent experiments in each of which 3–5 cells were analyzed
(n=20–35). * P < 0.05 vs. baseline (B). Panel B. Representative images are presented showing the α1D-AR mutants (α1D-AR, green channel), β-arrestins 1/2 (β-
arrestins, red channel), merge images (merge) and colocalization (colocalization, white); treated as indicated; B, baseline, NA 10 μM or PMA 1 μM.
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this receptor subtype, a relatively high degree of baseline phosphor-
ylation was consistently observed [22–24,26,27]. In fact, S516 and
S518 were detected as phosphorylated under baseline conditions in our
work using mass spectrometry [22]. It is possible, therefore, to suggest
that during receptor internalization and recycling processes, a series of
different protein kinases and phosphatases could participate, forming
functional elements of the signaling complexes, in a dynamic fashion.

Modification of the proximal cluster (T477, S486, and S492) with
non-phosphorylatable amino acids also induces an important in-
tracellular localization of these receptors, but substitution with aspar-
tate did not favor their presence at the plasma membrane. This suggests
that the proximal cluster might also play a role in receptor subcellular
distribution but one of minor importance.

Interestingly, the ∆N-∆C and ∆N-MutIL3-∆C mutants exhibited a
very high degree of internal localization as compared with the re-
mainder of the mutants. This suggests the possibility that the CTail
might exert a pivotal influence on the subcellular localization of this
receptor. It is possible that, in addition to the detected phosphorylation
sites, other undetected phosphorylation sites and/or structural elements
in the CTail could have an impact on the expression of this GPCR at the
plasma membrane.

The functional data obtained in this work are also worth con-
sidering. Previous information had shown that CTail truncation (i.e.,
the ΔNΔC mutants) did not decrease the ability of NA to increase in-
tracellular calcium concentration [22,24], the latter being a G protein-
triggered action. However, substitution of the phosphorylation sites
with non-phosphorylatable amino acids leads the ΔN-MutIL3 receptor
mutant to exhibit a partially decreased ability to increase intracellular
calcium in response to NA; similar data were obtained for the ΔNΔC-
MutIL3, as previously reported [22]. In addition, it was observed in this
work that all of the different mutants of the CTail containing non-
phosphorylatable amino acid substitutions exhibited a decreased cal-
cium response to NA. In contrast, mutants with aspartate substitution in
the clusters maintain the ability to increase intracellular calcium in
response to the adrenergic agonist, either partially (∆N-MutIL3-P. C.
Asp mutant) or completely (∆N-MutIL3-D. C. Asp and ∆N-MutIL3-T. M.
Asp mutants). With these mutants there seems to exist a correlation
between their ability to increase intracellular calcium in response to NA
and their localization at the plasma membrane. In the case for the ΔNΔC
mutant, there was a large accumulation of receptors in intracellular
vesicles but nonetheless, a full calcium response was observed [22,24];
with the ΔNΔC-MutIL3 mutant NA-induced calcium response was
smaller (confirmed in the present work, data not shown). It is likely,
therefore, that membrane localization and an unmodified IL3 are cri-
tical for proper α1D-AR-Gq interaction and consequent calcium sig-
naling; however, we cannot discard the possibility that phosphor-
ylatable residues or structural elements in the α1D-AR CTail might
participate in the interaction with Gq.

The ability of the different α1D-AR receptor mutants to increase ERK
1/2 phosphorylation was studied. This is a signaling process that gov-
erns cell proliferation, differentiation and survival and it is modulated
through many cellular pathways [32,59]. Not surprisingly, it was ob-
served that both the expression of β-arrestin 1/2, and EGF receptor
transactivation play roles in this action. We evaluated NA-activated
ERK 1/2 phosphorylation in cells expressing the different receptors, and
our results indicated that the kinetic profile of activation was very si-
milar for all receptors containing the MutIL3 non-phosphorylatable
mutation (i. e., a rapid and essentially sustained activation for up to
60min) but different from what was observed with the ∆N receptor (i.
e., a rapid activation that progressively decreased after 30min); this is
consistent with previous observations [22] and suggests the possibility
that phosphorylation of IL3 plays a major role in turning off ERK 1/2
activation. Receptors containing the ∆N-MutIL3 mutation and non-
phosphorylatable substitutions in the CTail markedly activated the ERK
1/2 pathway, but were defective in increasing intracellular calcium in
response to NA, i.e., they behaved as biased receptors.

It has been observed that phosphorylation of a given GPCR can take
place at different sites, depending on cell type and other conditions, and
that this is associated with different functional outcomes. The possibi-
lity that such an association could be causally related has been sug-
gested and has been denominated the bar-code hypothesis [60–62].
Efforts to characterize phosphorylation sites of different GPCRs and
their functional significance have been reported (see, for example,
[22,39,63–69]). The data presented here, supports the phosphorylation
bar-code concept and indicates a new role for GPCR phosphorylation (i.
e., one favoring membrane localization). If this is unique feature of α1D-
ARs or can be generalized for other GPCRs remains to be determined.

5. Conclusions

Our present results suggests that phosphorylation of a CTail distal
cluster (T507, S515, S516 and S518) favors α1D-AR localization at the
plasma membrane, i. e., substitution of these residues for non-phos-
phorylatable amino acids results in the intracellular accumulation of
the receptors, whereas phospho-mimetic substitution allows plasma
membrane localization. Substitution of IL3 phosphorylation sites for
non-phosphorylatable amino acids resulted in agonist-induced sus-
tained ERK1/2 activation, which was not altered by additional muta-
tions in the phosphorylated residues in the CTail. In contrast, mobili-
zation of intracellular calcium appears to be controlled by IL3 and CTail
phosphorylation states. IL3 mutation affects, differentially, NA- and
PMA-induced receptor internalization and substitution of the CTail
phosphorylation sites seems also to participate in this process.
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