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RESUMEN

Las quinasas de receptores acoplados a proteinas G (GRKSs) y las arrestinas re-
presentan un importante punto de convergencia de diferentes rutas de sefializacion.
Estas proteinas fueron inicialmente identificadas como componentes criticos en la
desensibilizacion e internalizacion de receptores acoplados a proteinas G (GPCR),
una familia de centenares de proteinas de membrana de gran importancia fisiologi-
ca y farmacoldgica. Datos mds recientes indican que tanto GRKs como arrestinas
pueden también desempeiiar un papel en la propagacion de sefial, contribuyendo a
ensamblar complejos multimoleculares en el entorno del receptor, actuando como
proteinas adaptadoras que interaccionan con diversas proteinas implicadas en sefia-
lizacion celular. La utilizacién de modelos celulares y animales estd aportando abun-
dante informacién sobre el papel de estas proteinas en el control de las funciones
del sistema nervioso, donde se encuentran abundantemente expresadas. El mejor co-
nocimiento de las funciones de isoformas especificas de GRKs y arrestinas en la se-
flalizacion de diversos receptores cerebrales permitird definir su participacion en pro-
cesos fisiopatoldgicos y su posible utilidad diagndstica o terapéutica.

ABSTRACT

G protein-coupled receptor kinases (GRKSs) and arrestins represent an impor-
tant point of convergence of different signalling routes. These proteins were in-
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itially identified as central players in the desensitization and internalization of G
protein-coupled receptors (GPCR), a family of hundreds of membrane proteins of
key physiological and pharmacological importance. On top of that, recent data in-
dicate that both GRKSs and arrestins can also play a role in signal propagation by
helping assemble macromolecular signalosomes in the receptor environment, ac-
ting as agonist-regulated scaffolds able to interact with a variety of proteins invol-
ved in cell signaling. The use of cellular and animal models is sheding new light
about the role of GRKs and arrestins in the nervous systems, where these proteins
are abundantly expressed. A better knowledge of the functional role of specific
GRK and arrestins isoforms in the modulation and signaling of relevant brain re-
ceptors would allow to delineate its participation in physiopathological processes
and to evaluate its potential use as diagnostic tools or therapeutic targets.

INTRODUCCION

La familia de las quinasas de receptores acoplados a proteinas G (GRKs)
es un grupo de siete serina/treonina quinasas en mamiferos, que especificamen-
te reconocen y fosforilizan receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) activa-
dos, conduciendo a la desensibilizacién del receptor (1,2). La fosforilacion del
receptor mediada por GRKs provoca la unién de proteinas citosélicas denomi-
nadas arrestinas, que bloquean la capacidad de los GPCR de interactuar con pro-
tefnas G, conduciendo a una rapida desensibilizaciéon. Como resultado de la
unién de P-arrestinas, los receptores fosforilados son el objeto de endocitosis
mediada por clatrina, un proceso que finalmente re-sensibiliza y recicla los re-
ceptores a la membrana plasmadtica (3.4).

Los miembros de la familia GRK pueden ser subdivididos en tres grupos
principales basados en homologia de secuencias (2): la familia rodopsina qui-
nasa o GRK visuales (GRK1 y GRK?7), la subfamilia de la quinasa del recep-
tor f-adrenérgico (GRK2/GRK3), y la subfamilia GRK4 (GRK4, GRKS y
GRKO6). GRK2, 3,5 y 6 estdn expresadas ubicuamente en los tejidos de los ma-
miferos. Todas ellas comparten una arquitectura de dominios funcionales simi-
lar, con un dominio catalitico central bien conservado, un dominio RH (Regu-
lator of G protein signalling homology domain) en la region amino-terminal, y
una zona C-terminal que contiene diversos determinantes para su interacciéon
con la membrana plasmaética.

En cuanto a las arrestinas, también existen dos tipos de arrestinas visuales,
cuya expresion se restringe a las células de la retina, y otras dos isoformas so-
maticas, la beta-arrestina 1 (a veces denominada arrestina 2) y la beta-arrestina
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2 (a veces anotada como arrestina 3) que se expresan en todos los tejidos (5, 6).
Las beta-arrestinas sufren un notable cambio conformacional tras su unién al re-
ceptor activado, lo que, ademds de impedir la sefializacién del GPCR a la pro-
teina G, permite el reclutamiento de la maquinaria de internalizacién, como cla-
trina 0 AP-2 (4, 6). Este fendmeno puede ademds ayudar a potenciar la activacién
de caminos de sefializacion adicionales, en los que las arrestinas actian como
adaptadores (“scaffolds”) regulados por agonistas. En este aspecto, se ha mos-
trado que las P-arrestinas pueden reclutar diferentes moléculas sefializadoras,
como c-Src, JINK-3, componentes de la cascada Raf/MEK/ERK, la fosfodieste-
rasa PDE4, el regulador del citoesqueleto Ral-GDS, componentes de la via de
sefalizacion NFkB o la ubiquitina ligasa Mdm?2, entre otros, al complejo del
receptor (revisado en refs. 3 y 6). Por lo tanto, el reclutamiento de arrestinas
mediado por GRK es fundamental para provocar la modulacién de importantes
cascadas de sefalizacion intracelular por GPCR.

Por otra parte, datos recientes muestran que GRKs y arrestinas pueden
también interactuar funcionalmente con otros tipos de receptores de membra-
na, como los receptores de PDGF o EGF con actividad tirosina-quinasa (7, 8,
9). Estan siendo también identificados un nimero creciente de sustratos cito-
pldsmicos de las GRKs (en particular de GRK?2) (10, 11), asi como interac-
ciones funcionales independientes de su actividad quinasa, con varias protei-
nas implicadas en sefializacion y tréfico celular, como las subunidades Goaq y
Gpy de las proteinas G, la enzima PI3K, clatrina, GIT, caveolina, MEK, AKT,
y RKIP (11, 12, 13), lo que amplia sus potenciales papeles fisiologicos (ver
Tabla 1).

Por tltimo, es importante tener en cuenta que se estan detectando cambios
en los niveles de GRKs y arrestinas en diversas situaciones fisiopatoldgicas in-
flamatorias (14), tumorales (15), cardiovasculares (16) o del sistema nervioso
(5). También se estdn poniendo de manifiesto muy diversos mecanismos capa-
ces de modular la expresion, estabilidad, estado de fosforilacién y actividad de
estas proteinas, paricularmente de la isoforma GRK2 (11, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
ver también Tabla 1).

En base a todo lo anterior, es de esperar que cambios en los niveles y/o fun-
cionalidad de las GRKs y de las arrestinas puedan tener importantes repercu-
siones fisiopatoldgicas. Puesto que méds del 90% de los GPCRs conocidos se ex-
presan en el cerebro (23) y estdn implicados en practicamente todas las funciones
vitales controladas por el sistema nervioso, el estudio del papel que desempe-
fan GRKs y arrestinas en el control de los receptores cerebrales es un campo
de gran interés.
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TaBLA 1. Resumen de las interacciones funcionales de GRKs con otras

proteinas celulares

Proteina(s) Slglt{ill?s Consecuencias funcionales

GPCRs 2-6 Fosforilacion de GPCR.

Ga 23 Inhibicién de Gogq y de estimulacién de PLCP.

Gay 23 Translocacién de GRK a la membrana y aumento de actividad GRK.

MEK1/2 2 Inhibicién de la estimulacién de ERK1/2 por quimioquinas en linfocitos y en astrocitos.

Akt 2 Inhibicién de la actividad Akt

PI3K 2 Favorece reclutamiento de PI3K a la membrana y de endocitosis de receptores.

GIT 2356 La translocacién de GIT1 a la membrana requiere GRK2. Interacciéon GIT1/GRK2
importante en migracion epitelial.

RKIP 2 RKIP fosforilada por PKC se suelta de Raf-1 y se une a GRK?2 para inhibir su actividad.

Calmudulina | 2-6 Inhibicion con potencia muy variable de las diversas GRKS.

p38 2 GRK?2 fosforila a p38 e impide su activacién y actividad.

pl05 256 GRKS fosforila 105 y previene su degradacion inducida por LPS.

Hsp90 2356 Favorece la maduracion de GRK2 y estabiliza los niveles de GRK3, 5 y 6.

actina 5 Inhibicién de la actividad GRKS.

o-actinina 2-6 Inhibicién de la actividad catalitica de GRKs.

caveolina 235 Inhibicion de GRK2 en determinadas localizaciones subcelulares.

ezrina 2 La fosforilacidn de ezrina por GRK2 favorece su conformacion activa.

Tubulina 25 Fosforilacion de tubulina.

synuclefna 25 Fosforilacién de synucleina que conlleva menor unién a fosfolipidos.

NHERF 6 Fosforilacién de NHERF.

DREAM 26 Fosforilacién de DREAM que afecta al tréfico de canales de potasio K 4.2.

Proteina

ribosomal P2 | 2 La fosforilacién por GRK?2 aumenta su activacion.

PKC 25 PKC fosforila GRK?2 y la activa, y fosforila GRKS inhibiéndola.

PIP2 26 Reclutamiento de GRKs a la membrana.

PKA 25 La fosforilacion por PKA aumenta la unién de GRK2 a Gay y por tanto su actividad.
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TaBLA 1. Resumen de las interacciones funcionales de GRKs con otras
proteinas celulares (Continuacién)

Proteina(s) Slglt{ilp(os Consecuencias funcionales
ERK1/2 2 Fosforila a GRK?2, inhibiendo su actividad y promoviendo su degradacién.
Mdm2 2 Mdm? es una E3-Ubiquitina ligasa de GRK2 y promueve su degradacion.
clatrina 2 La asociacién GRK/clatrina favorece internalizacién de GPCR.
R-smads 2 La fosforilacién de R-smads previene su localizacidn nuclear.
HDACS 5 GRKS fosforila a HDACS.
fosducina 2 La fosforilacién de fosducina por GRK2 inhibe su asociacién a Gfy.
Smo 2 GRK? fosfosrila Smo y es precisa para su sefializacion.
NCS-1 2 La interaccion NCS1-GRK2 modula la desensibilizacién de receptores D2 de dopamina.
ENaC 2 La interaccién mantiene activo el canal.
Nedd4, Nedd4-2 2 Sustratos de GRK?2.

La descripcion de la mayor parte de estas interacciones se recoge en diversas
revisones recientes (ver referencias 2, 3,5, 7, 11 y 13).

GRK2
Distribucion de GRK2 en cerebro y alteraciones en distintas situaciones

La quinasa GRK2 tiene una amplia expresion en el cerebro (24). El men-
sajero de esta quinasa se distribuye de forma practicamente uniforme en todas
las capas corticales, varios nuicleos talimicos e hipotaldmicos, el hipocampo, la
substantia nigra, el locus coeruleus y otras regiones. En el caudado-putamen se
detectan unos niveles de expresiéon menores (25). Como ha descrito nuestro la-
boratorio, la expresiéon de GRK?2 estd regulada durante el desarrollo, destacan-
dose un notable incremento durante la segunda semana post-parto (26).

Se han observado alteraciones en la expresion de GRK?2 tras determinados
tratamientos farmacoldgicos y en diversas situaciones patoldogicas del cerebro
(ver resumen en Figura 1). Asi, en pacientes con depresion hay un aumento de
la inmunorreactividad de GRK2 en la corteza prefrontal, mientras que trata-
mientos a largo plazo con antidepresivos disminuyen los niveles de esta prote-
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Desarrollo postnatal
Depresion

Parkinson experimental
Morfina (crénica)
Interleuquina 18 (astrocitos)

Farmacos antidepresivos
Hipotiroidismo
Interleuquina 1B (médula espinal)

GRK2 Hipoxia-isquemia neonatal

GRK2

FiGura 1. Diversas situaciones y estimulos que modulan la expresion de GRK2 en el sistema
nervioso. Ver texto principal para detalles.

ina (27). GRK2 se encuentra incrementado igualmente en el nicleo caudado de
monos con enfermedad de Parkinson experimental sugiriendo un posible papel
para esta quinasa en la regulacion de receptores de dopamina in vivo (28). Sin
embargo, la respuesta de ratones parcialmente deficientes en GRK2 a un trata-
miento con cocaina (que bloquea el transportador de dopamina e incrementa por
tanto los niveles disponibles de este mensajero) o con el agonista del receptor
de dopamina apomorfina no resulta en cambios muy significativos en el com-
poratamiento locomotor de estos animales, sugiriendo que una pérdida parcial
de GRK2 no tiene un impacto decisivo en las respuestas mediadas por dopa-
mina (29). Quiza futuros estudios con ratones KO-especificos en regiones cere-
brales concretas puedan ayudar a contestar esta pregunta.

El hipotiroidismo experimental también parece modificar los niveles de
GRK2 en cerebro. Nuestro laboratorio ha encontrado en ratas hipotiroideas una
disminucién del 25% en los niveles de GRK?2 en corteza cerebral, lo que podria
afectar a la regulaciéon de muchos receptores cerebrales (26).

GRK?2, receptores u-opioides y dolor

Diversas evidencias experimentales sugieren un papel para GRK?2 en la re-
gulacion de receptores p-opioides (WOR). Varios grupos, incluido el nuestro en
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colaboracién con el grupo del Dr. Garcia-Sevilla, han encontrado que los niveles
de GRK?2 estdn aumentados en el locus coeruleus y en la corteza de ratas créni-
camente tratadas con morfina, asi como en las membranas cerebrales de autop-
sias provenientes de humanos adictos a opidceos (30-32). El tratamiento crénico
con etorfina, pero no con morfina, produce un aumento significativo de los nive-
les de proteina GRK?2 en membranas de médula espinal de ratén (33). GRK2 tam-
bién parece mediar la desensibilizacion de receptores opioides en células gabaér-
gicas que proyectan a la médula espinal (34). Todo ello sugiere que GRK2
contribuye a la desensibilizacion de receptor w-opioides in vivo y que puede ju-
gar un papel muy importante en la tolerancia a opidceos y en la dependencia.

Aunque datos preliminares han sugerido que las respuestas analgésicas a
morfina no estdn alteradas en ratones hemicigotos para GRK2 (35), otro ma-
nuscrito reciente indica que los niveles de expresion de GRK2 estan fuertemente
reducidos en la médula espinal de ratas neuropaticas, y que una reduccién del
50% de los niveles de GRK2 aumentan la sensibilizacién a estimulos mecéni-
cos promovidos por situaciones inflamatorias (36). De hecho, se ha observado
que la sensibilidad a diversos receptores tipo GPCR implicados en la transmi-
sién del dolor, como el receptor de neuroquinina 1 (NK1), receptores metabo-
tropicos de glutamato y el receptor de CGRP esta profundamente afectada tan-
to por los niveles de GRK2 como de GRK®6 (37, 38, 39, 40). Todo ello, junto
con el hecho de que las GRKs juegan un papel muy importante en procesos in-
flamatorios, sugiere que estas quinasas y en particular GRK2 pueden desempe-
flar un papel en el contexto del dolor producido por inflamacién o trauma tisu-
lar. El papel de GRK?2 en estos contextos de hiperalgesia aguda o crénica esta
siendo muy activamente investigado por el grupo de las Dras. Cobi Heijnen y
A. Kavelaars. En este sentido, es interesante constatar que los niveles de ex-
presion de las GRKs puede ser modificadas en tejido nervioso por citoquinas
proinflamatorias. Asi, la interleuquina 13 disminuye la expresion de GRK2 en
cortex de médula espinal (41). Por el contrario, nuestro grupo ha observado en
colaboracion con la Dra. Cobi Heijnen que esta citoquina aumenta los niveles
de GRK2 en astrocitos, lo que conduce a una sefializacién alterada de quimio-
quinas en este tipo celular (42).

GRK?2 y situaciones de hipoxia-isquemia
Se ha sugerido también un papel de los niveles de GRK2 en la respuesta

del cerebro inmaduro a hipoxia-isquemia. El dafio cerebral por hipoxia-isque-
mia se regula en parte por neurotransmisores y quimioquinas que sefalizan a
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través de GPCRs. GRK?2 protegeria en principio de un exceso de estimulacion
de esos receptores induciendo su desensibilizacidn. Es interesante que dafio ce-
rebral hip6xico-isquémico neonatal es acompafiado por una reduccién en los ni-
veles cerebrales de GRK2 (43). Experimentalmente se ha mostrado que ratones
de 9 dias hemicigotos para GRK2 muestran un mayor daifio en materia blanca
y gris a las tres semanas después de un episodio de hipoxia-isquemia que sus
hermanos de camada, mostrando ademds una mayor infiltracion por neutréfilos.
Todo ello sugiere un papel importante para GRK2 en la modulacién de estas
vias de sefializacion relacionadas con dafio hipdxico-isquémico.

GRK?2 y sefializacion neuroendocrina

Desde el punto de vista neuroendocrino se ha indicado que GRK2 puede
tener un papel en la regulacién del receptor del factor liberador de corticotro-
pina en la pituitaria anterior (44), asi como en la modulacion de la sefializacién
de TSH y de Ia liberacién de gonodotrofinas.

La expresion de GRK?2 atenua la sefializacion del receptor del factor libe-
rador de gonadotrofinas GnRH en células de pituitaria, y suprime la secrecién
de lIa hormona luteinizante LH en respuesta a ese estimulo (45). Por otra parte,
un aumento de los niveles de GRK?2 en células FRTL-5 disminuye la respuesta
de estas células a la hormona TSH, sugiriendo que esta quinasa estd tonicamente
implicada en la modulacién de su receptor (46). Se ha sugerido también que la
respuesta de los receptores de hormonas neuroendocrinas presentes en las célu-
las del sistema inmune pueda verse afectada por los cambios en los niveles de
GRK2 que se producen en esas células en situaciones inflamatorias (47).

GRK?2 y enfermedades neurodegenerativas

El posible papel de GRKs en enfermedades neurodegenerativas ha sido atin
poco explorado. Las sinucleinas, unas proteinas altamente expresadas en el ce-
rebro y relacionadas con el desarrollo de la enfermedad de Parkinson y la en-
fermedad de Alzheimer pueden ser fosforiladas tanto por GRK2 como GRKS
(48). Por otra parte, los niveles de GRK2 y GRKS membranales se han encon-
trado significativamente reducidas en un modelo de raton transgénico de la en-
fermedad de Alzheimer (49). Este cambio en los niveles de GRK2 precede a las
alteraciones cognitivas y se correlaciona con una hiperactividad de GPCRs de
trombina y glutamato en células de glia. Mds recientemente se ha detectado una

120



GRKS Y ARRESTINAS EN LA REGULACION DE RECEPTORES CEREBRALES

relacion positiva entre los niveles de GRK2 en sangre periférica y la severidad
de la enfermedad en pacientes con la enfermedad de Alzheimer (50). Sin em-
bargo queda por determinar si esta expresion alterada en sangre refleja cambios
en la expresion de GRK?2 en el cerebro y si estos cambios son especificos de la
enfermedad de Alzheimer frente a otras enfermedades neurodegenarativas. Aun-
que también se ha detectado la presencia de GRK?2 en filamentos helicoidales
apareados (“tangles”) en pacientes de esta enfermedad (51), el papel patoldgi-
co de cambios en los niveles de esta quinasa es ain muy especulativo (52).

Relevancia de nuevas interacciones funcionales de GRK2

El paradigma cientifico actual siempre ha intentado correlacionar los cambios
en la expresion o funcionalidad de GRK?2 con la alteracion de la sefializacién me-
diada por GPCRs, siempre considerando a GRK2 como un modulador negativo
de estos receptores, de tal forma que incrementos en la actividad/ niveles de GRK2
u otras GRKs conducirfan a una menor sefializaciéon, mientras que una disminu-
cién en esos parametros conllevaria necesariamente una mas potente transduccion
de la sefial a través de GPCRs. Sin embargo, las nuevas funciones emergentes de
GRK2 y de otras GRKs independientes de la fosforilacion de GPCRs (Tabla 1)
abren nuevas perspectivas y nuevas posibilidades de consecuencias funcionales de
alteraciones en estas quinasas, que s6lo ahora han comenzado a explorarse.

Entre los primeros ejemplos de estas nuevas funciones reguladoras de GRKs
en cerebro se encuentra la capacidad de GRK2 de bloquear la sefial de receptores
metabotrépicos de glutamato de forma independiente de actividad quinasa y del re-
clutamiento de la proteina reguladora (-arrestina, y dependiente de su capacidad
de interacturar con Gq (53). En otro contexto, nuestro grupo y el de la Dra Heij-
nen ha descrito que GRK2 atentia la sefializacion de la quimioquina CCL2 en as-
trocitos a través de la regulacion especifica de las interfases PI3K-AKT y
MEK/ERK, pero no a nivel de segundos mensajeros cldsicos de GPCRs como son
los niveles de calcio (42). La presencia de EGF se ha mostrado recientemente que
fomenta la asociacién de su receptor con GRK?2, seguida por la fosforilaciéon de
GRK2 en residuos de tirosina, lo que incrementa el grado de activacion de la qui-
nasa y conduce a una mayor “downregulation” de receptores opidceos co-expresa-
dos (9). La posibilidad de que GRK2 modifique el proceso de transmodulacién de
otros receptores GPCR por aquellos con actividad tirosina quinasa es una intere-
sante posibilidad que todavia no ha sido explorada en el sistema nervioso. Lo mis-
mo sucede con las posibles repercusiones funcionales en el cerebro de la capaci-
dad de GRK2 de fosforilar sustratos no-GPCRs como tubulina, fosducina, canales
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de sodio o la p38 MAP quinasa, o de su capacidad de interaccionar con otras pro-
teinas celulares (11,54). Por ejemplo, se ha descrito recientemente que la proteina
GIT1, capaz de interaccionar con GRKs, es un factor que promueve la agregacion
de huntingtina, y que GIT1 proteolizada se acumula en el cerebro de pacientes con
la enfermedad de Huntington (55). Quizd la acumulacion de fragmentos de GIT1
capaces de unir a GRKs pueda alterar las funciones de éstas y su localizacién en
las células nerviosas. Otra hipétesis interesante sugiere que el sensor de calcio neu-
ronal NCS1, cuya expresidn se encuentra alterada en esquizofrenia y en desorde-
nes bipolares, pueda contribuir a través de su interaccién con GRK? a la alteracién
de la regulacion de receptores de dopamina en estas patologias (56,57).

GRK3
Distribucion de GRK3 en el sistema nervioso

GRK3 también se expresa ampliamente en el Sistema nervioso central y pe-
riférico, aunque a niveles menores a los que lo hace GRK2 (24). En el sistema
nervioso periférico GRK3 se encuentra significativamente expresada en neuro-
nas olfativas y neuronas del glanglio dorsal, donde podria desempefar un papel
importe en la desensibilizacion de receptores de aromas y en la modulacién de
receptores a-adrenérgicos, respectivamente (58, 59, 60). De hecho, los ratones
que carecen de GRK3 presentan una clara alteracién de la respuesta a aromas
en el epitelio olfativo (60, ver Tabla 2).

Regulacion de receptores cerebrales por GRK3 e implicaciones fisiopatologicas

Diversas evidencias “in vitro” indican que GRK3 tiene un papel relevante
en la regulacion de receptores de dopamina en el cerebro (29). En este sentido
es interesante destacar que la regién del cromosoma 22q12 donde se encuentra
el gen para GRK3 es un locus de susceptibilidad para el desarrollo de desérde-
nes bipolares (61). Por otra parte, polimorfismos en la zona 5’UTR del promo-
tor de GRK3 se han asociado también con estas patologias (61). Estos hallaz-
gos sugirieren que una desregulacion de la expresion de GRK3 podria afectar
la desensibilizacién de receptores de dopamina, lo que predispondria a deter-
minados pacientes a esta alteracién neuroldgica.

Otros datos recientes indican que el agente antipsicético haloperidol disminuye
los niveles de GRK3 en el caudado-putamen ventrolateral, mientras que este farma-
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TaBLA 2. Patron de expresion de GRKs y arrestinas y fenotipos de ratones que carecen
de estas proteinas

GRKl 0 Expresion Fenotipo a qu.e da lugar s.u carencia
arrestina en el Sistema nervioso
GRKI1 Retina (conos y bastones) Ceguera noctuna de Oguchi (humano)
Degeneracion de retina (ratén)
GRK2 Ubicua, alta expresion en Letal embrionario por hipoplasia cardiaca.
Cerebro.
GRK3 Ubicua, menor expresion Desensibilizacién olfatoria alterada
que GRK2 en cerebro Regulacién pulmonar por receptores muscarinicos
alterada. Tolerancia reducida a opioides.
GRK4 Testiculos y cerebro No fenotipo en Sistema Nervioso.
(bajos niveles)
GRKS Ubicua Regulacién alterada de receptores M2-muscarfnicos
centrales y de pulmén, pero no de corazon.
GRK6 Ubicua Regulacién alterada de receptores de dopamina.
GRK7 Conos de la retina (El gen no estd presente en ratones pero si en
humanos).
Arrestina visual | Conos de la retina Ceguera noctuna de Oguchi (humano).
Degeneracion de retina (raton).
Parrestina-1 Ubicua, alta expresion No fenotipo conocido en Sistema Nervioso.
(arrestina 2) en cerebro
Parrestina-2 Ubicua, menor expresion Mayor efecto antinociceptivo de morfina
(arrestina 3) que p-arrestina-1 y de recompensa. Tolerancia a morfina alterada.
en cerebro Respuestas locomotoras y de comportamiento a
dopamina alteradas.

Las referencias se citan en el texto. Adaptado de Premont y Gainetdinov (5).

co promovia la disminucién de la quinasa GRKS en otras regiones (62). Por el con-
trario el formaco clozapina promovia un efecto diferencial en la expresion de estas
quinasas y también de las protefnas reguladoras arrestinas en otras zonas cerebrales
(62), lo que es indicativo de la complejidad de estos efectos y de la importancia de
la distribucién regional de los cambios observados, ya que los GPCRs cuya funcion
pueda alterarse dependerd mucho de la localizacién precisa de esos cambios de ex-
presion. En este sentido, otro grupo ha sugerido que GRK3 seria importante en la
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desensibilizacion de autoreceptores de dopamina D3, afectando de esta manera a los
procesos que controlan la liberacién de dopamina (63). A diferencia de lo que suce-
de para el caso de GRK2, no ha podido establecerse con claridad la participacién de
GRK3 en la regulacién de receptores u-opiacéos, existiendo datos muy contradicto-
rios al respecto (5). Si ha podido establecerse que la activacion del sistema KAPPA-
opioide por dolor neuropaptico en médula espinal de ratén y procesos de tolerancia
relacionados estan disminuidos en ratones carentes de GRK3 (64,65).

En lo que respecta a enfermedades neurodegenerativas hay poca informa-
cién sobre posibles cambios en los niveles de GRK3, si bien un grupo ha pu-
blicado recientemente que los niveles de GRK3 y GRKS estan especificamente
aumentados, junto con los de ambas arrestinas, en la regién estriada de pacien-
tes con la enfermedad de Parkinson (66).

GRK4

La expresion de GRK4 en el cerebro se limita a las células de Purkinje del
cerebelo (67). Esta quinasa podria regular los receptores metabotrépicos de glu-
tamato tipo 1 y los receptores tipo GABA-B presentes en esa estructura cere-
bral lo que sugeriria la participaciéon de GRK4 en la coordinacién motora (68,
69). Sin embargo, no se han detectado alteraciones en actividad locomotora ba-
sal o en la respuesta a cocaina en ratones deficientes para GRK4 (5).

GRKS
Distribucion en sistema nervioso

GRKS es una isoforma de expresién ubicua en todos los tejidos del orga-
nismo, y por tanto también en el sistema nervioso central. Su expresion es par-
ticularmente elevada, al menos a nivel de mensajero, en regiones como el sep-

tum, la corteza cingulada, ciertos nicleos taldmicos o el locus coeruleus (25).
La expresion de GRKS parece aumentar durante la diferenciacién neuronal (70).

Fenotipos de ratones carentes de GRK5

Los ratones que carecen de GRKS muestran un fenotipo aparentemente normal,
si bien muestran una ligera disminucion de la temperatura corporal (71). La esti-
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mulacién de actividades locomotoras con cocaina o con el agonista de dopamina
apomorfina no mostrd diferencias significativas en estos animales con respecto a los
controles. Los ratones deficientes de GRKS tampoco mostraban alteraciones en las
respuestas hipotérmicas normalmente inducidas por agonistas del receptor 5S-HT1A
de serotonina (29, 71). Estos datos indicaban que la respuesta de los receptores de
dopamina, u-opiaceos o de serotonina relacionadas con estos procesos fisiolégicos
y de comportamiento no se afectaba por la delecciéon de GRKS. Sin embargo, la res-
puesta de estos animales de experimentacion al agonista muscarinico oxotremorina,
que controla respuestas centrales como hipotermia, temblor, salivacién y antinoci-
cepcidn, estaban significativamente aumentados en estos individuos (71), lo que in-
dicaba su participacion en la regulacion de receptores M2-muscarinicos “in vivo”.
Es curioso hacer notar que otros estudios recientes han confirmado que la respues-
ta a receptores M2 en ratones knockout para GRKS estd afectada en otros tejidos
como el pulmoén pero no en el corazén (5, 72). Todo esto sugiere que la misma GRK
puede regular el mismo GPCR de forma diferencial en diferentes tejidos.

GRKS5 en enfermedades neurodegenerativas

Como se ha mencionado en un apartado anterior, los niveles tanto de GRK2
como de GRKS5 parecen estar alterados en algunos modelos experimentales de
la enfermedad de Alzheimer (49). Datos recientes han indicado que la deficien-
cia en GRKS da lugar a menores niveles de acetil-colina en el hipocampo, al
alterar la desensibilizacion de autoreceptores M2/M4 muscarinicos presindpti-
cos (73), lo que sugiere una correlaciéon funcional con las alteraciones en la se-
nalizacion colinérgica que se observan en la enfermedad de Alzheimer. Sin em-
bargo atin queda mucho por explorar en el conocimiento de la implicaciéon de
GRKS en el control de las acciones de los neurotransmisores “in vivo™.

GRK6
Patron de expresion

GRKG6 se expresa ubicuamente en el sistema nervioso central (74). Esta quina-
sa parece ser la mas abundante de todas las GRKSs en el caudado-putamen, y su men-
sajero también se expresa en muchos cuerpos neuronales dopaminérgicos como los
de las sustancia nigra (25). En el estriado la proteina GRK6 se expresa en neuronas
gabaérgicas y en interneuronas colinérgicas que responden a dopamina (75).
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Regulacion de receptores cerebrales mediada por GRK6

Los ratones deficientes en GRK6 muestran una supersensibilidad locomo-
tora muy significativa a cocaina, anfetamina y morfina (75). Estas y otras in-
vestigaciones han indicado que los receptores de dopamina D2 postsindpticos
en el estriado son dianas fisiologicas de la regulaciéon por GRK6, sugiriendo que
una estrategia farmacoldgica dirigida a modular la expresiéon o actividad de
GRKG6 seria beneficiosa en situaciones en las que la sefializacién por dopamina
estd alterada, como el caso de la enfermedad de Parkinson (5). De hecho, la ex-
presion de GRK6 esta significativamente elevada en diversas dreas del cerebro,
incluido el estriado en modelos de primates de la enfermedad de Parkinson (28).
Por otra parte, puesto que la supersensibilidad a dopamina también estd presente
en otros desdérdenes cerebrales, como adiccidén y esquizofrenia (76), serd inte-
resante estudiar un posible papel de GRK6 en estas situaciones fisiopatoldgicas.
En este sentido, datos recientes sugieren que las respuestas fisioldgicas y com-
portamentales inducidas por morfina estdn alteradas selectivamente en ratones
deficientes en GRK6 (77). Por ultimo, otro campo emergente de notable inte-
rés, como sucede en el caso de GRK?2, es la participacion de GRK6 en la res-
puesta al dolor postinflamatorio. Asi, se ha indicado recientemente que GRK6
controla la hiperalgesia visceral postinflamatoria (78).

B-arrestinas
Distribucion en el sistema nervioso

La proteina reguladora B-arrestina-1 se expresa ubicuamente en el cerebro
(26, 29, 70, 79, 80, 81). Sus niveles de mensajero se estiman dos o tres veces
mayores que los de la -arrestina-2, mientras que los valores de expresion de
proteina son 10 veces mayores (81). Por tanto, la isoforma [-arrestina-2, a pe-
sar de este significativo solapamiento en su patrén de expresion con la (3-arres-
tina-1, parece requerir una expresiéon mucho menor para realizar sus funciones
fisiologicas. Existen sin embargo algunas zonas del cerebro, como la amigdala
y la mayor parte de los nucleos hipotaldmicos, en los que la [3-arrestina-2 pre-
senta mayores niveles relativos que la f-arrestina-1 (81). Se ha detectado tam-
bién una notable inmuno-reactividad de f-arrestina-1 en densidades postsindp-
ticas de la médula espinal (82). Por otra parte, la expresion de (-arrestina-1,
como ha demostrado el laboratorio de Gurevich y nuestro propio grupo, aumenta
considerablemente durante el desarrollo neuronal sugiriendo un papel especifi-
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co para esta proteina en la diferenciacion neuronal (26, 70). Nuestro grupo tam-
bién ha descrito un modesto efecto del hipotiroidismo experimental en los ni-
veles de P-arrestina-1 durante el desarrollo postnatal (26). Aunque tratamientos
crénicos o agudos con morfina incrementan la expresion de f-arrestina-1 en el
locus coeruleous y en otras dreas, la respuesta antinociceptiva a morfina no se
ve alterada en ratones carentes de (-arrestina-1 (30, 35, 83).

Es curioso indicar que los niveles de f-arrestina-1 en leucocitos de pacien-
tes depresivos estdn reducidos mientras que su presencia en corteza cerebral de
rata e hipocampo se eleva tras tratamiento crénico con los antidepresivos imi-
pramina o desipramina (84). La reduccién de los niveles de (-arrestina en los
linfocitos de pacientes con depresion mayor se correlacionaba significativamente
con la severidad de los sintomas depresivos (84).

PB-arrestinas y accion de opidceos

Diversos estudios indican que P-arrestina 2 estd implicada en la regulacion
de receptores u-opioides y en los efectos de los opidceos. Distintos grupos han
mostrado que los tratamientos agudos o crénicos con ligandos u-opioides, in-
cluyendo la morfina, causan alteraciones significativas en la expresién de (-
arrestina-2 en la corteza y el estriado (32, 85, 83). El pretratamiento intratecal
con un anticuerpo anti f-arrestina-2 potencia la antinocicepcién inducida por
agonistas u-opioides en el raton, lo que es coherente con un papel en la modu-
lacion de la antinocicepcion a nivel de médula espinal (86).

Un aspecto muy controvertido de estudios “in vitro” ha sido el efecto dife-
rencial de opidceos, y en particular de la morfina, en promover el reclutamien-
to de B-arrestina-2 y la endocitosis del receptor. Aunque trabajos previos en sis-
temas heter6logos sugerfan que la morfina no serfa capaz de promover
eficazmente el reclutamiento de f-arrestina y la endocitosis del receptor (87, 88)
datos mds recientes en cultivos primarios de neuronas estriatales y datos “in
vivo” indican fuertemente que la morfina es capaz de promover una rdpida en-
docitosis de receptores p-opioides in vivo y que la [B-arrestina-2 juega un papel
importante en ese proceso (89, 90, 91, 92). Ello refuerza la importancia de re-
alizar los estudios en los modelos celulares mds cercanos a los fisioldgicos.

En lo que respecta a estudios con ratones deficientes en P-arrestina-2, estos
animales muestran una mayor respuesta antinociceptiva a morfina que se correla-
ciona con una mayor sefializacién a través de estos receptores en estas condicio-
nes (90, 93). Mas aun, la tolerancia a estos efectos antinociceptivos estaba atenua-
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da en los ratones carentes de B-arrestina-2 (91). Otros efectos bien conocidos de la
morfina como el estrefiimiento o la atenuacion de la respiracién estaban sin em-
bargo sorprendentemente reducidos en los ratones knockout para 3-arrestina-2 (94).

B-arrestinas y modulacion de las acciones de receptores de dopamina

El ratén knockout para B-arrestina-2 muestras alteraciones significativas en
las respuestas locomotoras y de recompensa de la morfina, que requieren tanto
la activacion de receptores p-opioides como indirectamente de dopamina, a tra-
vés de la estimulacién por morfina de mecanismos de liberaciéon de dopamina
(95, 96). En los ratones deficientes para (3-arrestina-2 la morfina, pero no la co-
caina, producen una mayor respuesta de liberacion de dopamina y de recom-
pensa en las pruebas habituales en estos casos. Sin embargo, la administracién
aguda de morfina induce una menor activacion locomotora en estos animales,
lo que sugeria que f3-arrestina-2 pudiese tener un papel positivo y no sélo de re-
gulador negativo en la sefalizacién dopaminérgica (96).

En linea con esas observaciones, datos muy recientes han mostrado un im-
portante papel para (-arrestina-2 en la sefalizacion mediada por receptores D2
dopaminérgicos “in vivo”. Cldsicamente las funciones de los receptores de dopa-
mina se han asociado con la regulacién de la via de transduccién AMPc-PKA a
través de proteinas G heterotriméricas. Los receptores de dopamina D1 y D5 se
acoplan a través de Gs a la estimulaciéon de la produccién de AMPc y a la acti-
vaciéon de PKA. Por el contrario, los receptores D2, D3 y D4 se acoplan a Gi/o e
inhiben la producciéon de AMP ciclico y la estimulacién de PKA. La eficacia cli-
nica de muchos farmacos antipsicéticos se correlaciona con su capacidad para ac-
tuar como antagonistas del receptor de dopamina D2 (97). Investigaciones mas
recientes han mostrado que ademds de estos efectos “canénicos” los receptores de
dopamina ejercen sus efectos “in vivo” también a través de mecanismos inde-
pendientes de AMPc. La ocupacién del receptor D2 por un agonista promueve la
fosforilacion del receptor por GRKs, lo que a su vez permite el reclutamiento de
la proteina B-arrestina, impidiendo el acoplamiento a la proteina Gi. Ademas, los
agonistas D2 activan a la enzima GSK3f. Esto es asi porque el receptor recluta
junto con la B-arrestina a la proteina fosfatasa 2 y a la quinasa Akt activa (76, 98).
Este reclutamiento promueve un cambio conformacional en la $-arrestina que im-
pulsa a PP2A a defosforilar y desactivar a Akt, lo que a su vez facilita la defos-
forilacién y la activacién del sustrato de Akt, GSK3p (ver Figura 2). Esta com-
pleja regulacion ocurre de forma independiente y secuencial (es mas tardia) de la
tradicional modulacién de los niveles de AMPc.
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Ficura 2. La estimulacion del receptor D2 de dopamina conduce tanto a la modulacion de los
niveles de AMPc a través de proteinas G heterotriméricas, como al control de la actividad del
eje Akt/GSK3p, por medio del reclutamiento de complejos [(-arrestina-2/PP2A/Akt.

Estos estudios “in vitro” del Grupo de Marc G. Caron han sido claves para
entender el fenotipo observado en ratones deficientes en B-arrestina 2. Estos ani-
males muestran una reduccién de la respuesta conductual a anfetamina y apo-
morfina, una pérdida de la regulacion de la via de sefalizacién de AKT por do-
pamina y una abolicién de la interaccion entre AKT y PP2A dependiente de
dopamina. Mads atn, la ausencia de p-arrestina-2 resulta en un menor nivel de
actividad locomotora espontdnea tanto en ratones normales como ratones hiper-
dopaminérgicos que carecen del transportador de dopamina, lo que demuestsra
un papel critico de P-arrestina-2 en la sefalizacion dopaminérgica (76, 97). Es-
tos estudios han mostrado por primera vez “in vivo” el papel dual de p-arresti-
na en la regulacion de GPCRs. Ademads de su papel “negativo” cldsico en la des-
ensibilizacién de receptores, en el que las B-arrestinas son criticas para inhibir la
seflalizacion de receptores a las proteinas G-heterotriméricas, la p-arrestina-2
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también puede actuar de forma “positiva” en procesos de sefalizacidn, actuando
como una proteina andamio de otras quinasas y fosfatasas como PP2A y AKT.

Es también muy interesante destacar que muy recientemente se ha investi-
gado si los farmacos antipsicéticos pueden modular la capacidad de agonistas
de receptores de dopamina de reclutar f-arrestina 2. Sorprendentemente, estos
antagonistas bloquean el reclutamiento de (-arrestina 2 con mucha mayor po-
tencia que su efecto en la acumulacién de AMPc, impidiendo la desactivacion
de Akt por el agonista (76, 97). Dada la importancia de la cascada AKT/GSK3
en la patologia de la esquizofrenia, se abre una posibilidad muy atractiva que
es la de identificar farmacos que bloqueen de forma preferencial la capacidad
del receptor de dopamina de reclutar (3-arrestina 2. Estos bloqueadores especi-
ficos o preferentes de la sefializacion por P-arrestina ya se han identificado en
el sistema f-adrenérgico en el contexto cardiovascular (97).

CONCLUSIONES

Las evidencias acumuladas en los dltimos afilos muestran claramente un pa-
pel clave para las GRKs y las arrestinas en la modulacién de las acciones de los
receptores cerebrales. Sin embargo, existen todavia muchas incégnitas que de-
ben ser desveladas. Asi, debe investigarse con mds detalle la distribucion re-
gional y de tipo celular de las diversas GRKSs y arrestinas en el sistema nervio-
so y su especificidad o no en cuanto a la modulacién de receptores concretos.
Por otra parte, es esencial también identificar las circunstancias fisiopatolégicas
y los mecanismos que pueden modular los niveles de expresion de estas prote-
inas en el sistema nervioso.

En cuanto a la repercusion funcional de esas alteraciones, el sistema
GRKSs/arrestinas presenta la complejidad adicional de su papel dual en senali-
zacion, tanto suprimiendo la sefializaciéon de GPCRs a través de proteinas G he-
terotriméricas, como teniendo un papel positivo al iniciar nuevas vias de sefia-
lizacién. Por tanto, una disminucidén en los niveles de GRKs puede tener efectos
opuestos en funciones fisioldgicas: puede promover una mayor respuesta de
GPCRs al dar lugar a una deficiente desensibilizacion, o por el contrario puede
disminuir aquellas respuestas dependientes de la activacion del eje de sefializa-
cion GPCRs/GRKs/arrestinas. El uso combinado de sistemas celulares y ani-
males, asi como un mejor conocimiento del interactoma de las GRKs y las arres-
tinas nos ayudardn a conocer mejor el papel de estas proteinas en el sistema
nervioso y al disefio de nuevas estrategias diagnésticas y terapéuticas.
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