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Introduccién

Los receptores acoplados a proteinas G
(GPCR) constituyen la mas importante superfa-
milia de receptores de membrana plasmatica,
y median las acciones de numerosas hormo-
nas, neurotransmisores, quimioquinas y esti-
mulos sensoriales. La activacion de este tipo de
receptores conduce a la interaccion con protei-
nas G heterotriméricas especificas, que se di-
socian en subunidades a y By, que a su vez
modulan la actividad de diferentes efectores de
membrana plasmatica, como adenilil ciclasas,
fosfolipasas, canales iénicos, etc. Méas reciente-
mente se ha puesto de manifiesto que los
GPCR modulan también vias de cinasas mito-
génicas, lo que refuerza el amplio espectro de
acciones fisioldgicas mediadas por este tipo de
receptores, y el interés en conocer con detalle
sus mecanismos de activacién y desactiva-
ciénl3. En efecto, una caracteristica general
de estos receptores es que poseen complejos
mecanismos de regulacion que modulan su
capacidad de respuesta, y que son esenciales
en la integracion de sefiales celulares y en pro-
cesos de plasticidad y desensibilizacion. Estos
mecanismos de regulacion pueden afectar a su
expresion, a su funcionalidad y a su localiza-
cién subcelular.

El trabajo realizado por diversos grupos en
los ultimos 12 afios ha puesto de manifiesto la
existencia de dos familias de proteinas que de-
sempefian un papel clave en la rapida modula-
cion de la funcionalidad y la dindmica intrace-
lular de receptores tras la activacion por ago-
nistas. En primer lugar, la familia de cinasas de
GPCR, denominadas GRK (G protein-coupled
Receptor Kinases), que fosforilan a estos re-
ceptores de forma dependiente de agonista®©.
En segundo lugar, las proteinas desacoplantes
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denominadas arrestinas, que se unen a los re-
ceptores que han sido fosforilados por GRK,
impidiendo de esta forma la transduccién de la
sefial desde aquél a las proteinas G heterotri-
méricas®’. Posteriormente, se inicia un proce-
so de internalizacién transitoria de receptores
que permite su desfosforilacion y reciclaje fun-
cional®8. Este complejo entramado regulatorio
es, por tanto, parte esencial del sistema de
transduccion de sefiales al interior celular.

El papel esencial de las GRK y arrestinas en
la modulacion de la funcion de GPCR sugiere
que cambios en su expresion y/o actividad
afectaran a la eficacia de los sistemas de trans-
duccién y podran tener trascendencia fisiopa-
tologica, lo que constituye la hipétesis funda-
mental del proyecto de investigacion de nues-
tro laboratorio. El desarrollo de esta hipotesis
requiere un incremento sustancial del conoci-
miento de los mecanismos moleculares de re-
gulacion de la funcionalidad y de la expresion
de GRK'y arrestinas, asi como de sus papeles
en diversos procesos fisiolégicos, 1o que permi-
tird también la identificacion de nuevas dianas
y estrategias terapéuticas.

Procesos de desensibilizacion de receptores
acoplados a proteinas G

La desensibilizaciéon homologa se define co-
mo la pérdida de respuesta de un receptor a
sucesivas estimulaciones por su propio ligan-
do. Utilizando inicialmente el modelo del
adrenoceptor B, (B,AR), se comprobd que la
desensibilizacion promovida por sus agonistas
implica muy principalmente a serina/treonina
cinasas que fosforilan especificamente la forma
activada del receptor. La primera de estas ci-
nasas que se identificé se denominé BARK (B-
adrenergic receptor kinase)®. La fosforilacion
mediada por BARK per se no desacopla al re-
ceptor de la proteina G, sino que més bien pro-
mueve la unién de un factor citosélico, la pro-
teina B-arrestina, que forma parte de una fami-
lia de protefnas moduladoras’. La asociacion
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de la B-arrestina es la responsable final del
desacoplamiento, al impedir la interaccion del
receptor con la proteina G y bloquear asi la
transduccion de la sefial*®. A este proceso de
desacoplamiento sigue una rapida internaliza-
cion transitoria del receptor en estructuras en-
dociticas, cuyo posible papel se ha sugerido
que puede ser permitir la desfosforilacion del
receptor y su reciclado en estado funcional a la
membrana plasmatica (proceso de resensibili-
zacion), como se discutira posteriormente.

A raiz de estos datos se empez6 a compro-
bar que mecanismos de regulacidon muy simila-
res operan en otros receptores acoplados a
proteinas G. Ademas del sistema paralelo que
rige en la retina (con la rodopsina, la rodopsina
cinasa y la arrestina), se ha demostrado que
BARK puede fosforilar y regular diversos recep-
tores, como adrenoceptores a,, muscarinicos,
de sustancia P, de trombina, ée angiotensina,
receptores de aromas y otros muchos#®. Estos
datos, junto con la reciente caracterizacion de
distintas cinasas relacionadas con BARK, que
constituyen la denominada familia multigénica
GRK, permite sugerir que todos los receptores
acoplados a protefnas G tendran mecanismos
de regulacion similares.

Familia de cinasas de receptores acoplados
a proteinas G

Como ya se ha mencionado, BARK fue el pri-
mer miembro clonado de esta familia, y se de-
nomina actualmente GRK2. Hasta el momento,
se han identificado y clonado 6 GRK en mami-
feros, y dos homologos en Drosophila 'y en C.
elegans’-10. La mayorfa de las GRK, con la ex-
cepcion de GRKI1, que se expresa en retina y
pineal y GRK4 (que se expresa mayoritaria-
mente en testiculo y células germinales), tie-
nen un amplio patron de expresion.

Las GRK comparten un dominio catalitico
central de 272 aminoacidos homologo a otras
serina-treonina cinasas y difieren tanto en un
extremo N-terminal de 183-188 residuos de
funciones aln poco conocidas como en un do-
minio C-terminal de dimensidon mas variable y
que contiene sitios de modificacion postraduc-
cional y regiones implicadas en la interaccion
con la membrana plasmatica y con otras pro-
tefnasl®. En efecto, puesto que sus sustratos
conocidos, los GPCR, se encuentran en la
membrana plasmética, otro aspecto importante
a considerar es cémo las GRK se asocian o
translocan a la membrana. La rodopsina cinasa
(GRK1) posee en su extremo C-terminal el mo-
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tivo CAAX que dirige su isoprenilacion incorpo-
rando un grupo farnesilo. GRK2 y GRK3 po-
seen un dominio de interacciéon con las subu-
nidades By de las proteinas G (residuos 546-
670) que contiene un dominio de homologia a
pleckstrina (pH, residuos 553-651), presente
en muchas proteinas de citosqueleto y protei-
nas sefializadoras!!. Dado que las subunida-
des By estan constitutivamente asociadas con
las membranas a través del grupo geranilgera-
nilo de la subunidad vy, la unién de GRK2 con
By seria el mecanismo seleccionado para el an-
claje de estas cinasas. Esto permitirfa un con-
trol muy exacto de localizaciéon de estas protei-
nas en un punto concreto de la membrana y
en el momento en el que se necesitan, ya que
la disponibilidad de subunidades By libres res-
ponderia a la activacion de una poblacion de
receptores dada. Asi mismo, la Presencia de By
estimula la actividad de GRK2510.

El segmento de aminoacidos 643-673 de
GRK2 parece ser critico para la unién de Gy,
y un péptido sintético correspondiente a esa
secuencia bloguea la interaccion entre ambas
proteinas!2. Por otra parte, se ha referido que
el dominio N-terminal de la region de homolo-
gia a pleckstrina interacciona con fosfatidilino-
sitolbisfosfato (PIP2) y otros fosfolipidos. Datos
muy recientes sugieren que la union de lipidos
y GBy al dominio C-terminal de GRK2 aumenta
sinérgicamente la actividad de la cinasa y que
ambos anclajes son precisos para una correcta
localizacion de GRK2 en la membrana plasma-
tical314. El conjunto de los datos parece suge-
rir que existen multiples niveles de interaccion
que cooperan para la activacion y transloca-
cién a la membrana de GRK2 tras la interac-
cion del receptor con un agonista.

De hecho, la situaciéon parece ser aun mas
compleja. Nuestro laboratorio ha demostrado
recientemente que una fracciéon muy significa-
tiva de GRK2 esta asociada a membranas in-
ternas microsomales en distintos tejidos y li-
neas celulares, lo que plantea nuevas pregun-
tas sobre las funciones fisiolégicas de esta
cinasal®16. Utilizando cinasa recombinante en
sistemas reconstituidos, nuestro laboratorio ha
encontrado que GRK2 se asocia con alta afini-
dad, como proteina periférica y mediante inter-
acciones electrostaticas a una proteina integral
de las membranas microsomales, de forma si-
milar a su asociacién transitoria con la mem-
brana plasmatical’. Es muy importante desta-
car que aungue las protefnas G enddgenas de
las membranas microsomales son capaces
de estimular la actividad de GRK2 unida, las
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subunidades By no parecen ser el principal
componente de las membranas responsables
de la uniéon de GRK2. A diferencia de lo que
ocurre con las subunidades By, para las que
GRK2 parece tener un sitio de unién en la zona
C-terminal (véase anteriormente), nuestros da-
tos indican que el extremo N-terminal de la ci-
nasa seria el responsable de su interaccién con
membranas microsomales!” 18, En definitiva,
nuestros resultados sugieren la existencia de
proteinas de anclaje adicionales para GRK2 y
definen un nuevo dominio funcional en esta ci-
nasa. En cuanto a otras GRK, GRK5 posee un
dominio C-terminal rico en aminoacidos béasi-
cos y polares que promoverian su asociacion a
membranas a través de interacciones iénicas
con grupos negativamente cargados de los fos-
folipidos. Por ultimo, GRK6 se modifica por
palmitoilacion en su region C-terminal, modu-
lando asf su asociacién a membrana©.

Ademas de los mecanismos descritos, la ac-
tividad y dinamica intracelular de las GRK, par-
ticularmente de la mejor conocida GRK2, po-
dria estar modulada por su asociacion con
otras proteinas o mediante fosforilacién por
otras cinasas. Asi, muy recientemente se ha
descrito la fosforilacion de GRK2 y GRK5 por
PKC, lo que alteraria su actividad modulando
su interaccion con la membrana plasmatica®.
Datos preliminares de nuestro laboratorio su-
gieren que la fosforilacion de GRK2 por otro ti-
po de cinasas sera también importante para su
papel en la célula.

Por otra parte, datos recientes indican que
GRK2 es capaz de asociarse a microtibulos y
de fosforilar tubulinal®, lo que aumenta el hori-
zonte de sus funciones celulares. Por ultimo,
nuestro laboratorio ha identificado reciente-
mente la existencia de un factor proteico cito-
solico capaz de modular la actividad de GRK2
(Ruiz-Gémez et al, en preparacion). En resu-
men, la existencia de multiples y complejos
mecanismos de regulaciéon de la actividad y la
localizacion subcelular de GRK2 concuerda
con un papel esencial de esta cinasa en la se-
falizacion mediada por GPCR.

Familia de proteinas desacoplantes
de receptores acoplados a proteinas G:
arrestinas y (-arrestinas

Las arrestinas desempefian un papel clave
en los procesos de desensibilizacion de GPCR,
al interaccionar con el receptor fosforilado por
GRK 'y desacoplar la sefial de las proteinas G.
La arrestina fue el primer miembro de la familia

identificado y clonado. Es la proteina soluble
maés abundante en los segmentos externos de
los fotorreceptores y su asociacion a rodopsina
fosforilada por la GRK1 bloguea completamen-
te la sefializacién mediada por el receptor lumi-
nico. Posteriormente se identificaron proteinas
homologas en sistemas distintos al visual, clo-
nandose B-arrestina 1 y B-arrestina 2, de los
que se conocen distintas variantes por splicing
alternativo’. Los miembros de la familia de las
arrestinas presentan una gran homologia de
secuencia, compartiendo un 45% de identidad
en la region correspondiente a los residuos
16-349 de la arrestina. La mayor divergencia
en la familia se concentra en el extremo C-ter-
minal de las distintas variantes polipeptidicas,
lo que probablemente determine su distinta
sensibilidad a efectos reguladores, fosforilacion
u otras modificaciones postraduccionales®.

Frente a los datos de que se dispone en el
caso de GRK2 y otras GRK, se sabe muy poco
acerca de los mecanismos implicados en mo-
dular la actividad o la localizacion subcelular
de las arrestinas, lo que constituye un campo
de gran atractivo para la investigacion.

GRK2 y arrestinas e internalizacion
de receptores acoplados a proteinas G

La presencia de agonistas induce, ademas
del desacoplamiento funcional descrito entre
receptores y protefnas G, un secuestro o inter-
nalizacion transitorio de receptores que en dis-
tintos casos se ha comprobado que tiene lugar
en vesiculas endosémicas cubiertas por clatri-
na. Sin embargo, no todos los GPCR tendrian
que seguir esta via endocitica®6:8.

El papel funcional del secuestro ha sido con-
trovertido. Datos recientes indican que la inter-
nalizacion de receptores es una etapa necesaria
en la desfosforilacion y reciclado de GPCR pre-
viamente fosforilados por GRK y desacoplados
por arrestinas. Krueger et al29 han identificado
una GPCR-fosfatasa, miembro de la familia de
fosfatasas PP2A, que colocaliza con el BAR en
endosomas durante la internalizacion promovi-
da por agonista, y que puede actuar gracias a
los cambios conformacionales que induce en el
receptor el bajo pH intraluminal de las vesiculas
endociticas, lo que explicaria el requerimiento
de la internalizacion para la resensibilizacion.
Asi, el proceso de desensibilizacién en su con-
junto resultaria del equilibrio entre los fenéme-
nos de desacoplamiento y de reciclaje®3.

De hecho, datos muy recientes indicarian
que tanto las arrestinas como GRK2 podrian
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actuar como adaptadores moleculares entre el
GPCR vy proteinas implicadas en internaliza-
cion. Un posible modelo para el proceso de in-
ternalizacion se basaria en la fosforilacion del
receptor por GRK2 en respuesta a agonista, lo
que promoveria el reclutamiento de B-arresti-
na, que a su vez actuaria como adaptador,
acoplando el complejo a la maquinaria de la
via endosémica ya que es capaz de interaccio-
nar in vitro con clatrina, un componente clave
de las vesiculas cubiertas?122. Sin embargo, la
situacion puede ser mas compleja, ya que,
muy recientemente, nuestro grupo ha observa-
do que GRK2, ademas, colocaliza con B,AR in-
ternalizado?3. Por tanto, es posible que GRK2
desempefie también un papel de adaptador o
de modulador del proceso de internalizacion.

La consecuencia funcional y fisioldgica méas
importante que emerge de estas observaciones
es que GRK y arrestinas desempefian un papel
central tanto en el proceso de desensibilizacion
de GPCR como disparando y controlando su
reciclaje y resensibilizacion. Asi, la velocidad y
el grado de desensibilizacion y secuestro de un
determinado receptor dependera del comple-
mento celular y/o la actividad de GRK y de
arrestinas, como recientmente se ha referido
para adrenoceptores 3, m, muscarinicos o
CCRb5 de quimiocinas®.24.25. Todos estos datos
refuerzan el papel central de GRK y arrestinas
en la modulacién de GPCR, e indican que
cambios fisioldgicos o patolégicos en sus valo-
res o actividad podran modificar la eficacia de
la transduccion de sefiales.

Mecanismos de regulacién de la expresion
de GRK

De lo tratado hasta ahora se deduce clara-
mente el interés por conocer las sefiales y me-
canismos que gobiernan la expresion de los
miembros de estas familias de proteinas regu-
ladoras en distintos tipos celulares y circuns-
tancias fisiolégicas. Nuestro laboratorio esta in-
teresado especialmente en los mecanismos
que regulan la actividad transcripcional del gen
GRK2 humano, asi como en la estabilidad de
estas proteinas en las células. Asi, como se in-
dica posteriormente, hemos investigado como
diversos estimulos modulan la actividad del
promotor de GRK2 en células del sistema car-
diovascular. Por otra parte, hemos podido de-
terminar que los valores celulares de GRK2 es-
tan estrechamente y rapidamente regulados en
cunato a la degradacion proteolitica por la via
del proteasoma. Es muy interesante destacar
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que la activacion de GPCR aumenta la ubiquiti-
nacion y la velocidad de degradacion de GRK2,
lo que indica la importancia fisiolégica de un
adecuado control del complemento celular de
esta cinasa (Penela et al, en prensa).

Funciones fisiolégicas de GRK2

Sistema cardiovascular

Los GPCR median acciones de mensajeros
esenciales para la funcion del sistema cardio-
vascular, que constituyen la diana de multiples
farmacos utilizados en el tratamiento del fallo
cardiaco congestivo, la angina de pecho, o la
hipertension, enfermedades muy frecuentes y
que constituyen un objetivo sanitario de primer
orden. Dado que las proteinas reguladoras
GRK son piezas clave del entramado regulato-
rio que modifica la eficacia de la transduccion
a través de GPCR, la hipétesis de que cambios
en la actividad y/o expresion de estas proteinas
sean de especial importancia fisiolégica en el
sistema cardiovascular resulta atractiva. Los
principales datos que apoyan esta hipotesis
son los siguientes:

1. La capacidad de GRK2 y otras GRK de
fosforilar GPCR implicados en la funcién car-
diovascular: B; y B, adrenérgicas, a,-adrenér-
gicas, ajg-adrenérgicas, angiotensina AT, en-
dotelina ET-Ay ET-B, etc.5.10,26,

2. La participacion de mecanismos de
desensibilizacion de receptores en la etiologia y
progresion de ciertas enfermedades cardiovas-
culares. Asi, la desensibilizacion de adrenocep-
tores B es un factor importante en pacientes
con fallo cardiaco congestivo o en hi-
pertension®, y se han detectado alteraciones en
los valores de cierta isoforma de GRK en esas
situaciones patolégicas, y en otras asociadas a
hipertrofia cardiaca2’-2°.

3. Ratones transgénicos que sobreexpresan
GRK2 presentan una importante reduccién en
la contractilidad cardiaca en respuesta a ago-
nistas. Por otra parte, la sobreexpresion de un
fragmento C-terminal de la cinasa que actua
como inhibidor de GRK2 endbégena, incremen-
ta la contractilidad basal y en respuesta a ago-
nistas3®. Todo ello confirma un importante pa-
pel de GRK2 como regulador de la funcion car-
diaca in vivo.

4. La disrupcion del gen GRK2 en ratones
conduce a la muerte de los ratones homozigo-
tos entre los dias embrionarios 9 y 14, siendo
el principal rasgo fenotipico una importante hi-
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poplasia del miocardio3!. Esto sugiere un papel
esencial para esta cinasa en el crecimiento y la
diferenciacion de las células de corazén.

Todos estos datos parecen apuntar a un re-
levante papel de las proteinas reguladoras GRK
y arrestinas en la funcion y disfuncion del siste-
ma cardiovascular. En este sentido, nuestro la-
boratorio esté intentando investigar los estimu-
los que gobiernan la expresion de GRK2 en
distintos tipos celulares cardiovasculares. He-
mos podido comprobar que vias de sefializa-
cion estimuladas por mensajeros “vasocons-
trictores” (angiotensina, catecolaminas a través
de adrenoceptores a; o endotelinas) aumentan
la actividad transcripcional del promotor del
gen GRK2 humano en células de musculo liso
de aorta de rata, mientras que la transcripcion
disminuye en la presencia de citocinas proin-
flamatorias (Ramos-Ruiz y Mayor, enviado). El
mejor conocimiento de los mecanismos que re-
gulan la expresion de GRK ayudara a entender
sus alteraciones en circunstancias patolégicas
y al disefio de nuevas estrategias terapéuticas.

Papel de GRK en la regulacion de receptores
de quimiocinas

Los estudios de expresion tisular de las di-
versas GRK y arrestinas indicaron una notable
expresion de GRK2, GRK3, GRK5 y GRK6 en
leucocitos y distintas lineas celulares de origen
mieloide y linfoide*32. Se planteaba, por tanto,
qué tipo de receptores constituirian la diana de
regulacion en estos tipos celulares. En los Ulti-
mos afios se han identificado numerosos
GPCR que estan presentes en estas células y
que desempefian un papel fundamental en
procesos de respuesta inmune e inflamatoria,
mediando las respuestas de mensajeros qui-
mioatrayentes, como fMLP o Cbha, o de distin-
tos tipos de quimiocinas33.

La activacion del receptor es el paso que ini-
cia la respuesta celular necesaria para la mi-
gracion de las células en respuesta al gradiente
de quimiocinas. La desensibilizacion del recep-
tor también se ha propuesto como un proceso
esencial para la correcta migracion de la célula
a través del gradiente de mensajero#, pero se
conoce muy poco tanto acerca de la transduc-
cién de la sefial como de los mecanismos mo-
leculares de desensibilizacion de estos recep-
tores, especialmente los receptores de quimio-
cinas CC.

LLa abundancia e importancia funcional de los
receptores de quimiocinas, y el potencial papel

clave de la desensibilizacién en procesos de mi-
gracion celular, les hace unos candidatos muy
atractivos para el estudio de sus mecanismos
de regulacion, y se convierten en los principales
candidatos para explicar los altos niveles de ex-
presion de GRK y arrestinas en leucocitos. En
los Ultimos 3 afios, diversos laboratorios, inclui-
do el nuestro, han demostrado la capacidad de
GRK2 y GRK3 de fosforilar receptores de IL-8,
fMLP y de CC-quimiocinas como CCR2b vy
CCR524:3437 Por tanto, parece confirmarse
que las proteinas GRK desempefian un papel
importante en la modulacion de la respuesta de
monocitos y linfocitos a quimiocinas. Otro as-
pecto de interés en este sentido es que estudios
muy recientes indican que las quimiocinas tam-
bién se producen por células no hematopoyéti-
cas del sistema nervioso central, y que recepto-
res de quimiocinas se expresan en astrocitos y
células microgliales e incluso en neuronas; por
tanto, cabe especular que estos mensajeros
quimiotacticos desempefian también un papel
en las reacciones inflamatorias en el sistema
nervioso, de gran importancia en situaciones
patologicas??.
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J. MoscaT: ;Es el mutante cinasa inactivo de
GRK2 dominante negativo?

F. MAYoRr: Se puede comportar como dominan-
te negativo si se tiene cuidado con los niveles
de expresion. Este patron de desensibiliza-
cién que aparece con receptores de quimioci-
nas transfectados no se observa cuando se
expresa el mutante K220R. EI K220R contie-
ne dominios de homologia a plextrina y sitios
de unién a subunidades By de las proteinas G
que pueden interferir también en los proce-
sos de sefializacion celular.

J. MoscaT: jHabéis estudiado si se comporta
como el mutante de B-arrestina que blo-
quea la internalizacion y la activacion de
MAPcinasa?

F. Mavor: Estamos realizando actualmente es-
tos experimentos, aunque todavia no dispo-
nemos de resultados concluyentes.

R. Boraes: El receptor B (B;) es el tipico ejem-
plo de receptor acoplado a la adenilato cicla-
sa. jExiste algun tipo de regulaciéon por pro-
teincinasa A?

F. MAvor: Efectivamente, estos receptores pue-
den ser también modulados por fosforilacion
por proteincinasas. Lo que todavia no se co-
noce del todo es si existe algln tipo de fosfo-
rilacion jerarquica, en el sentido de que la
fosforilacion previa por GRK o por proteinci-
nasa A, modifique la accién de otras cinasas.
De todas maneras, existe otra posible accion
de estas cinasas sobre los mecanismos de
regulacion, actuando sobre la expresion de
estas proteinas. Se sabe, por ejemplo, que la
B-arrestina incrementa su expresion en pre-
sencia de dibutiril-F-AMPc. Por otra parte, se
sabe que efectivamente ésteres de forbol au-
mentan la expresion de GRK, lo que indicaria
que pueden modularse. Se trataria, pues, de
mecanismos que indirectamente modularian
la sefial, actuando sobre la actividad o la ex-
presion de estos receptores.

J.M. Baevens: Desde el punto de vista de la to-
lerancia opiacea, poder bloguear el efecto de
GRK o de B-arrestina creo que seria clave.
;Hay alguna herramienta que atraviese la

membrana y sea capaz de producir este tipo
de bloqueos?

F. Mayor: Por el momento no se conoce
ningln inhibidor especifico de GRK2 o de
B-arrestinas. Se sabe que los polianiones, co-
mo la heparina, pueden inhibir in vitro la
GRK2, pero no existen herramientas permea-
bles a la membrana. Otra aproximacion para
bloguear estas proteinas podria ser, por ejem-
plo, el empleo de ratones transgénicos que
sobreexpresan la zona C-terminal de la cina-
sa. Esto, en principio, inhibirfa su transloca-
cion a la membrana y su actuacion, inhibien-
do la desensibilizacion. También se han reali-
zado intentos con terapia génica en conejos,
mediante adenovirus acoplados a esta cons-
truccion. Sin embargo, se debe tener en
cuenta que este fragmento C-terminal de la
cinasa puede inhibir también subunidades By
de las proteinas G, lo que ejerceria una ac-
cion muy inespecifica. Probablemente haya
que conocer mejor la relacion estructura-fun-
cion de GRK2 para intentar disefiar algun otro
tipo de inhibidores.

J.M. BAEYENS: Los blogueadores de receptores
acoplados a proteina G producen una regula-
cion al alza de sus receptores tras la adminis-
tracion cronica. ;Existe alguna explicacion so-
bre el papel de la GRK o de la B-arrestina en
estas situaciones y su posible efecto, por
ejemplo, sobre la internalizacion del receptor?
De hecho, uno de los problemas de los blo-
queadores dopaminérgicos en el tratamiento
de la esquizofrenia es que producen una re-
gulacion al alza de los receptores dopaminér-
gicos, la cual genera problemas clinicos como
consecuencia del tratamiento. Seria muy inte-
resante, pues, conocer cudles son los meca-
nismos implicados en este proceso y, por tan-
to, poder modularlo.

F. MAYor: Aunque se dispone de algunos expe-
rimentos realizados en corazén de cerdos tra-
tados con antagonistas de los adrenoceptores
B en los que se ha observado que pueden
modular los valores de GRK2, creo que es
preciso conocer con mas detalle cémo se re-
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gula la expresion de estas proteinas. Por tan-
to, lo que comentas es una posibilidad muy
interesante pero sobre la cual todavia no exis-
te una respuesta en la actualidad.

A. GARcIA DE HERREROS: Durante el desarrollo
habéis visto que las GRK se expresan especi-
ficamente en las zonas de migracion. Especu-
lando sobre su posible papel, ;crees que po-
drian estar involucrados negativamente en la
migracion de las células de esta zona, ac-
tuando a través de los receptores de quimio-
cinas?

F. Mavor: Es una posibilidad realmente muy
interesante. En general, los mecanismos de
desensibilizacion pueden ser relevantes en si-
tuaciones de seguimiento de gradientes qui-
miotacticos, es decir, cuando una célula se
pone en movimiento hacia una determinada
diana. Ademés, esta célula ha de ser capaz
de corregir su trayectoria y seria en este mo-
mento cuando los mecanismos de on/off su-
cesivos podrian desempefiar un papel pri-
mordial. Es curioso observar que las GRK en
general se expresan preferentemente en leu-
cocitos, en espermatozoides y también en de-
terminadas células migratorias durante algu-
nos periodos embrionarios (datos todavia sin
publicar). Esto sugiere esta posible relacion
entre receptores de sustancias quimiotacti-
cas, la funcién de estas proteinas y los proce-
sos generales de migracion. Sin embargo,
también existen algunos datos negativos al
respecto. Si se mutan los lugares de fosforila-
cién por esta cinasa en algunos receptores de
quimiocinas, el posterior estudio de quimiota-
Xis que ha analizado Unicamente la capaci-
dad de migracion, ha evidenciado que man-
tienen su capacidad migratoria. Tal vez con-
vendria analizar también los posibles cambios
de direccion en los gradientes quimiotacticos.

A. ZorRzaANO: Me ha parecido entender que en el
extremo C terminal de BARK-1 el dominio de
unién By es también un dominio PH. Desde
este punto de vista, jtienes idea de si puede
haber algln tipo de cross-talk entre BARK-1
0 BARK-2y PI-3 cinasa?

F. MAyoRr: Existe un dominio de homologia
plextrina que se solapa parcialmente con el
dominio de unién de By. Estudios de otros
grupos sugieren que la parte N-terminal del
dominio de homologia a plextrina interacciona
con PIP-2 mientras que la zona mas terminal
es mas relevante en cuanto a su union a By, y
que ambas interacciones de una forma sinér-
gica modulan la actividad de la cinasa. La po-
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sibilidad de relaciones entre PI-3 cinasa y
GRK-2 resulta interesante por varias razones:
por la interaccién de modulaciéon por produc-
tos de PI-3 cinasa sobre la actividad GRK-2 y
por otras derivaciones también en el contexto
del papel de arrestinas y de la propia GRK-2
en la transduccion de sefales. En este mo-
mento estamos trabajando en intentar ver po-
sibilidades de interaccion entre PI-3 cinasa y
algunos de los componentes del sistema que
he mencionado.

V. SANCHEZ MARGALET: Volviendo al tema de re-
gulacion de GRK-2, parece que la subunidad
o es mas importante para la activacion y, sin
embargo, hay un dominio PH en By que po-
dria ser responsable de la localizacion. ;Hay
alguin tipo de especificidad por parte de las
diferentes familias de proteinas G, y en con-
creto con diferentes combinaciones de subu-
nidades a y By?

F. Mavor: Por un lado, me gustaria precisar
que el efecto sobre las GRK por parte de las
subunidades By de las proteinas G es un
efecto sobre la actividad, fundamentalmente
porque permite la translocacion de la cinasa
desde el citosol a la membrana. En este senti-
do las subunidades By de las proteinas G uni-
camente regulan GRK2 y GRK3, que son las
que tienen este dominio. No esté claro si exis-
te una especificidad de determinadas combi-
naciones de subunidades By que sean mas o
menos eficaces en producir estos efectos. Por
otro lado, he comentado el efecto que puede
tener la cotransfeccion de ciertas subunida-
des a, no sobre la actividad sino sobre la ex-
presion, sobre la actividad transcripcional del
promotor del gen GRK2. No se ha descrito un
efecto directo de interaccion entre las a y es-
tas GRK.

V. SANCHEZ MARGALET: Dada la reciente publica-
cién de datos sobre animales transgénicos
que sobreexpresan a_ en tejido miocardico y
que presentan hipeﬂrofia cardiaca, ;crees
que el efecto hipertréfico podria deberse a la
sobreexpresion de GRK y de arrestina, secun-
dario a la sobreexpresion de aq?

F. Mayor: Creo que, efectivamente, es una po-
sibilidad muy interesante. Los animales que
sobreexpresan o, presentan unas caracteris-
ticas de frecuencia cardiaca y una alteracion
en el patron de desensibilizacion de algun ti-
po de receptores acoplados a proteinas G en
los que pensamos que un factor que pudiera
contribuir es la alteracion secundaria en los
valores de GRK-2.



