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RESUMEN

Produccion de acido fosfatidico regulada por receptores con
actividad tirosina quinasa intrinseca.

En el presente trabajo se efecttia una recopilacion de los estudios mas
recientes e importantes sobre la relacién entre los receptores de membrana
con actividad tirosina quinasa intrinseca y el metabolismo lipidico celular, con
hincapié en la produccién de 4cido fosfatidico (PA). Se describen las
enzimas fosfolipasa D, que hidroliza la fosfatidilcolina, y diacilglicerol
quinasa, que fosforila el diacilglicerol (DG) de distintos origenes fosfolipidicos,
para producir PA. Este PA puede actuar como primer o segundo mensajero,
y es una pieza clave en los procesos de transduccién de la sefial celular,
puesto que ademas sirve para atenuar los niveles de DG, y producir bis-PA,
una molécula con actividad fisiolégica desconocida, mediante la reaccién de
transfosfatidilacion.

PALABRAS-CLAVE: Acido fosfatidico — Actividad tirosina quinasa —
Diacilglicerol quinasa — Fosfolipasa D — Informacién (articulo) — Receptor.

SUMMARY

Phosphatidic acid production regulated by receptors with ligand-
dependent tyrosine kinase activity.

The present study deals with the most recent and important studies on
the relationship between transmembrane receptors with ligand-dependent
tyrosine kinase activity and cellular lipid metabolism, predominantly in
generating phosphatidic acid (PA) as a lipid messenger. The signaling
function of phosphatidyicholine hydrolysis and diacylglycerol (DG)
phosphorylation by phospholipase D and diacylglycerol kinase, respectively,
as different sources for PA is also described. PA may play a role in signal
transduction as a putative first or second messenger, and acts to reduce
levels of DG and to produce bis-PA by phospholipase D - mediated
transphosphatidylation.

KEY-WORDS: Diacylglycerol kinase — Information (paper) —
Phosphatidic acid — Phospholipase D — Receptor — Tyrosine kinase activity.

La Transduccion de la seiial celular

La capacidad de una célula para responder a una
molécula de sefalizacién extracelular determinada depen-
de de la presencia de receptores que se unen especifica-
mente a esa molécula de sefalizacién, también denomi-
nada agonista o ligando. La mayoria de estas sefales
quimicas influyen sobre la célula, regulando los procesos
fisiologicos de la comunicacién intercelular, la prolifera-
cion y la diferenciacién celular (Devlin, 1992).

La gran mayoria de receptores de superficie celular
sufren un cambio de conformacién cuando se unen al
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agonista. Este cambio conduce a un proceso de autofos-
forilacién y a la generacién de una sefal intracelular que, en
ultimo término, se corresponde con la liberacién de segun-
dos mensajeros (Foster, 1993). Estos no sélo permiten
que los receptores de superficie transduzcan las sefiales
extracelulares a sefiales intracelulares, sino que, ademas,
constituyen un mecanismo para amplificar notablemente la
sefal inicial. Asi, los segundos mensajeros actiian como
moléculas efectoras alostéricas activando distintas pro-
teinas, como las quinasas, que a su vez convierten a un
numero muy importante de moléculas sustrato en terceros
mensajeros, y asi sucesivamente. Una cascada enzimati-
ca de este tipo se va multiplicando a medida que progresa,
de modo que una sola molécula extracelular de sefaliza-
cién puede generar miles de moléculas efectoras en la célu-
la con la que interacciona (Figura 1).
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Figura 1
Esquema simplificado de los procesos relacionados
con la transduccion de la sefal celular
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Los receptores de membrana, generalmente constitui-
dos como proteinas poliméricas, se pueden clasificar en tres
grupos dependiendo de la estructura de las subunidades
(Bamard, 1992). Asi, las subunidades de los receptores de
la clase 1 son heteroméricas u homoméricas que se dis-
ponen alrededor de los poros de la membrana plasmatica.
Los receptores de la clase 2 se caracterizan por poseer
subunidades heteroméricas, homoméricas o heteroméricas
post-translacionales, practicamente empaquetadas por
completo en el interior de la membrana plasmética, por-
tando cada subunidad una proteina G. Y los receptores de
la clase 3, que se caracterizan por poseer subunidades
hasta heterotetraméricas y por mantener una minima inte-
raccion con la membrana plasmética (se situan transver-
salmente a la bicapa lipidica), lo que facilita la movilidad y
la comunicacién exterior-interior del receptor. El sistema de
transduccién en este ultimo grupo de receptores puede
ser a través de la estimulacién o activacién de una protei-
na tirosina quinasa (PTK) intrinseca (Ullrich, 1990).

Los Receptores de Membrana con Actividad
Tirosina Quinasa Intrinseca (PTK)

Polipéptidos, tales como los factores de crecimiento,
factores de diferenciacién o mitogénesis, y hormonas, son
muy importantes para la regulacién de los sistemas que
coordinan el desarrollo de los organismos multicelulares.
Muchos de estos factores actiian mediante la interaccion
con receptores que poseen actividad PTK intrinseca. Estos
receptores estan constituidos por una porcién o dominio
extracelular glucosilado, una regién transmembrana de
naturaleza hidrofébica, y un dominio citoplasmético que
contiene la actividad PTK (Schlessinger, 1988) (Williams,
1989) (Figura 2). Sobre la base de la similitud de secuen-
cia de aminodacidos y las caracteristicas estructurales, es
posible clasificar estos receptores en subclases. Las dis-
tintas subclases incluyen dos secuencias repetidas de
aminodacidos, predominando cisteina (cys), en el dominio
extracelular de los receptores de la subclase |; unas estruc-
turas o,B, heterotetraméricas unidas por puentes de azu-
fre con secuencias de aminoacidos similares (cys) en los
receptores de la subclase Il; y cinco o tres porciones repe-
tidas similares a las inmunoglobulinas en los dominios
extracelulares de los receptores de las subclases Il y IV,
respectivamente. El dominio intracelular de PTK en estas
ultimas subclases se interrumpe por la insercién de secuen-
cias de aminoéacidos de naturaleza hidrofilica y de longitud
variable (Kl) (Figura 2). Ligandos monoméricos, como el
factor de crecimiento de la epidermis (EGF), inducen cam-
bios conformacionales en el receptor; mientras que ligan-
dos divalentes, como el factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF) y el factor estimulante de colonias (CSF-
1), inducen la dimerizacién de los receptores. Esta dime-
rizacién hace que aumente la afinidad ligando (agonista)-
receptor, se estabilicen las interacciones intramoleculares
de los receptores, y se facilite la activaciéon de la PTK
intrinseca (Ullrich, 1990) (Fantl, 1993).

Numerosos sustratos intracelulares requieren la fosfo-
rilacién en residuos de tirosina mediante la accién de los
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Figura 2
Estructura de dos tipos de receptores con actividad proteina tirosina
quinasa intrinseca. Sus dominios transmembrana se encuentran
entre los fosfolipidos, proteinas estructurales (incluyendo la proteina
helicoidal entre ambos receptores), colesterol libre, ésteres de
colesterol,..., de la membrana celular. KlI, insercién con secuencia de
aminodcidos de naturaleza hidrofilica

receptores tirosina quinasa. Por otra parte, diversos ago-
nistas también estimulan la fosforilacién de multitud de
sustratos sobre los residuos de serina y treonina, alguno de
los cuales son fosforilados por la proteina quinasa C
(PKC), o por otras quinasas aun no identificadas
(Carpenter, 1992).

El Metabolismo Lipl’dico‘y los Receptores con
Actividad PTK

La fosforilacién de los sustratos celulares, junto con las
alteraciones en el contenido iénico de la célula, induce
un estimulo interno para el crecimiento. Sin embargo, la
cadena de procesos que se inicia por la actividad PTK
es todavia poco conocida. Se sabe que este tipo de recep-
tores tiene una influencia muy importante en el metabolis-
mo lipidico, pues, tras ser activados, son capaces de acti-
var a su vez distintas fosfolipasas (como las fosfolipasas Ao,
C y D) (Billah, 1990) (Dennis, 1991) (Figura 3). La fosfoli-
pasa Az (PLA2) hidroliza distintos fosfolipidos (fosfatidili-
nositol, fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina) para liberar
acido araquiddnico y el respectivo lisofosfolipido (Figura 3).
El 4cido araquidénico se convierte, via ciclo-oxigenasa y
lipoxigenasa, en productos eicosanoides, como las pros-
taglandinas, tromboxanos, prostaciclinas, leucotrienos y
lipoxinas. La hidroélisis por la fosfolipasa C (PLC) del fos-
fatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) genera dos segundos
mensajeros, el inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y el 1,2-diacil-
glicerol (DG) (Cantley, 1991) (Dennis, 1991) (Jaye, 1992).
IP3 moviliza el Ca* intracelular, mientras que DG (también
con la ayuda de los iones Ca?**) activa algunas de las iso-
formas de PKC, que fosforila una multitud de moléculas-
sustrato y, por lo tanto, controla gran cantidad de procesos
celulares (Berridge, 1993). La fosfatidilcolina (PC) tam-
bién puede ser hidrolizada tanto por la fosfolipasa C (PC-
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PLC) como por la fosfolipasa D (PC-PLD), generédndose DG
y &cido fosfatidico (PA), respectivamente (Figura 3). En con-
diciones en las cuales hay una hidrélisis simultanea de PIP;
y PC, la formacién de DG via-receptor es normalmente bifa-
sica, es decir, primero se produce la liberacién de DG
procedente de PIP, (DGj) de una manera transitoria y
poco duradera (durante segundos) que generalmente pre-
cede (después de 1-2 minutos) a la liberacién de DG pro-
cedente de PC (DGc) de una manera constante y durade-
ra (incluso durante horas) (Billah, 1990) (van Blitterswijk,
1991a) (van der Bend, 1992a). Esta observacion se basa
en la diferente composicién en acidos grasos de los DGs
generados de ambas fuentes (Pessin, 1989). Asi, el acido
[*H]araquidénico se incorpora de manera selectiva en las
moléculas de PIP,, mientras que los &cidos [*C]palmitico o
[“C]miristico en las de PC. Por lo tanto, es posible deter-
minar el origen de DG (DG; o DG;) mediante un doble
marcaje isotépico, midiendo simplemente la relacién *H/*“C
(Martinson, 1989) (van Blitterswijk, 1991a).
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Figura 3

Lugares de accion de las distintas fosfolipasas y esctructura quimica de
los principales segundos mensajeros que se generan

El control de la hidrélisis fosfolipidica se efectia median-
te PKC, que actia como un “interruptor”: si se activa PKC
con un éster de forbol se inhibe la liberacién de DG; pero se
estimula PC-PLD; de manera contraria, la regulacién por
reduccién del nimero de moléculas de PKC mediante un
tratamiento prolongado con un éster de forbol induce la libe-
racion de DG, pero bloquea PC-PLD (van Blitterswijk,
1991a,b).

La Fosfolipasa D y la Transduccién de la Sefial
Celular.

PC-PLD es una enzima que se activa en numerosas
células por muchos agonistas, y generalmente en asociacién
con la hidrélisis de PIP, (Billah, 1990) (Billah, 1993). En
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ese caso, la activaciéon de PC-PLD parece estar en una
posicién inferior en la cascada de transmision (transduccién)
de la sefal celular a la activacién de PKC, y se bloquea
cuando PKC es regulada por reduccién del nimero de sus
moléculas activas (van Blitterswijk, 1991b) (Kester, 1992)
(van der Bend, 1992a). Sin embargo, PC-PLD puede acti-
varse de manera independiente de PKC, mediante una(s)
proteina(s) G, la cual se cree que actla directamente sobre
PC-PLD (Uings, 1992) (Geny, 1992), y mediante una ele-
vacién del Ca* citosélico (Huang, 1991). Es importante
destacar que en membranas de plaquetas y en células
HL60 6 NG108-15 permeabilizadas hay un marcado siner-
gismo entre el efecto del tratamiento con un éster de forbol
y GTPYS para activar PC-PLD (Geny, 1992) (Liscovitch,
1992) (van der Meulen, 1990). En estas células, parece
evidente que la activacién completa de PC-PLD requiere la
colaboracién de PKC, un incremento de Ca* y una(s) pro-
teina(s) G. Asi, dos caminos que se estimulan via-receptor,
uno dependiente y otro independiente de PKC, pueden
converger en la activacién de PC-PLD. En apoyo de esta
hipétesis, estudios recientes en neutréfilos humanos mues-
tran que la activacién de PC-PLD por el péptido quimiotac-
tico fMetLeuPhe es sensible a la toxina pertusis (Bourgoin,
1992a), y que un inhibidor de fosfatasas fosfotirosina, como
es el pervanadato, es capaz de estimular PC-PLD (Bourgoin,
1992a,b) (Uings, 1992). Aunque PC-PLD no ha sido purifi-
cada o clonada por el momento, si se sabe que su actividad
se asocia con la membrana plasmatica y el citosol (Wang,
1991). En membranas de células HL60 y neutrdfilos, PC-PLD

* requiere un(os) factor(es) citosélico(s) de naturaleza proteica

para expresar su actividad (Anthes, 1991) (Olson, 1991).
Células HL60 permeabilizadas pierden gradualmente la
actividad PC-PLD que se estimula con GTPYS, probable-
mente por la pérdida hacia el espacio extracelular de estos
componentes citosdlicos (Geny, 1992), los cuales pueden ser
la propia enzima PC-PLD citosélica y/o una tirosina quinasa
o alguna(s) proteina(s) regulatoria(s). Si el proceso de per-
meabilizacién se lleva a cabo en la presencia de GTPYS se
retiene parcialmente esta actividad, indicando que estos
factores pueden acoplarse de una manera dependiente de
una proteina G (Cockcroft, 1992).

El Acido Fosfatidico y la Transduccién de la Sefial
Celular

La hidrélisis de PC mediante la accién de PC-PLD da
lugar a la formacién de colina y PA (Figura 3). La rapida for-
macién de altas concentraciones de PA durante la estimu-
lacién celular via-receptor sugiere que PA puede desem-
pefar una funcién como molécula mediadora en los
procesos de transduccién celular. Asi, en neutrdfilos, la
cinética de formacién de PA a menudo coincide con las
cinéticas de actividad respiratoria y secretoria estimuladas
con fMetLeuPhe. Si se limita la formacién de PA adicio-
nando etanol a las células, con lo cual se estimula la reaccién
de transfosfatidilacién dando lugar a bis-PA (van Blitterswijk,
1993), entonces se inhiben estas respuestas fisiolégicas
(Cockceroft, 1992) (Gélas, 1992). Por otra parte, PA es un
activador de la enzima PI-4-P quinasa (Moritz, 1992).
También PA puede estimular la actividad de pequefas pro-
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teinas G (ras y rho) mediante la inhibicién de sus proteinas
activadoras asociadas, GTPasas (Tsai, 1990). PA y lisoPA
son inductores potentes de la sintesis de ADN (Moolenaar,
1986) (van Corven, 1989, 1992), aunque este efecto se
inicia en la cara externa de la membrana plasmatica, posi-
blemente a través de la estimulacién de un receptor espe-
cifico (van der Bend, 1992b). Por ello, se piensa que es
necesario distinguir esta accién exégena de PA de su for-
macién endégena después de una estimulacién via-recep-
tor, puesto que el transporte de PA del exterior al interior
celular parece que es muy lento. Asi, en contraste a DG, PA
no puede simplemente adicionarse al medio de cultivo celu-
lar (o generarse en la cara externa de la membrana plas-
matica) y estudiar su funcién como segundo mensajero,
pues, probablemente, también desempeia una funcién
como primer mensajero o ligando de un receptor especifico.

La Diacilglicerol Quinasa y el Control de la
Transduccién de la Seiial Celular

A su vez, la enzima DG quinasa atenua los niveles
intracelulares del segundo mensajero DG, mediante su
conversién a PA (Kanoh, 1990) (Figura 4). Por lo tanto,
DG quinasa puede indirectamente regular la accién de PKC
a través del control celular de los niveles de DG. La purifi-
cacion de distintas DG quinasas de varios tejidos, y la clo-
nacion de los ADN complementarios (cDNAs) de una DG
quinasa porcina y otra humana de 86 kD convierten a esta
enzima en una de la mas importantes en los procesos de
transduccion celular. Se expresa altamente en timo y mode-
radamente en cerebro y bazo. En su estructura se incluyen
dominios donde se unen el Ca* (“double EF-hand”) y Zn*
. (“double cysteine repeat”), asi como dos probables dominios
conservados donde se une el ATP (Figura 5). Los “double
cysteine repeat” de la DG quinasa son altamente homdlogos
a los de PKC. Estos ultimos son capaces de interaccionar
con ésteres de forbol y DG (Ono, 1989) (Burns, 1991). Sin
embargo, DG quinasa no interacciona con los ésteres de for-
bol (Schaap, resultados no publicados), por lo que se cree
que la funcién de los “double cysteine repeat” en la secuen-
cia de aminodcidos de DG quinasa es exclusivamente la de
unir DG, es decir, la de interaccionar con su sustrato fisio-
I6gico. Desde un punto de vista regulatorio, DG quinasa se
activa mediante la estimulacién de receptores de protei-
nas G (Rider, 1988) (Lee, 1991) (van Blitterswijk 1991a) (van
der Bend et al. 1992a), del complejo receptor T/CD3 en

Diacilglicerol
quinasa

Diacilglicerol — Acido fosfatidico

Fosfatidato
fosfohidrolasa
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linfocitos (van der Bend, resultados no publicados), y de
receptores con actividad PTK para EGF (Kato, 1985) (Pike,
1987) (Payrastre, 1991), PDGF (McDonald, 1988) o FGF
(van Dijk, resultados no publicados). Los ésteres de forbol
inducen la translocacién de DG quinasa en células Swiss
3T3 y neutrdfilos, presumiblemente mediante la activacién de
PKC. En consecuencia, la actividad DG quinasa se incre-
menta en la fraccién de membrana y disminuye en el citosol
(Ishitoya, 1987) (Maroney, 1989). El producto proto-onco-
génico pp60°=~ también puede activar a DG quinasa, segin
estudios realizados en fibroblastos infectados con mutantes
sensibles a la temperatura (Sugimoto, 1984). La transfor-
macién ras de células incrementa generalmente los niveles
de DG y activa PKC, lo cual se acompafia con un descenso
de DG quinasa unido a membrana (Huang, 1988) (Kato et al.
1988). Estos procesos estan probablemente regulados por
la fosforilacién de la enzima. Asi, estudios in vitro con DG
quinasa porcina de 86 kD muestran que tanto PKC como
PKA (proteina quinasa A) son capaces de fosforilar a la
enzima. Esta fosforilacién no incrementa la actividad de
DG quinasa pero si su estabilidad y su asociacién a residuos
de fosfatidilserina en la membrana plasmatica (Kanoh,
1989). En este sentido, Schaap y colaboradores (1993)
demuestran que cuando DG quinasa de 86 kD se sobreex-
presa transitoriamente en células COS-7, la enzima se fos-
forila en residuos de serina tras la estimulacién celular con
IBMX/forskolina (capaz de activar proteinas quinasas depen-
dientes de AMP ciclico, cAMP) o con ésteres de forbol
(capaces de activar PKC). Estas dos quinasas fosforilan
la enzima dentro del mismo fosfopéptido, lo que sugiere que
ambas ejercen un control similar sobre DG quinasa. Si se
cotransfecta DG quinasa con PKC-a. 0 PKC-¢, ambas pro-
teinas quinasas, cuando se estimulan, son capaces de fos-
forilar DG quinasa in vivo. Estos autores también indican que
cuando DG quinasa se transfecta en células COS-7, la
enzima se fosforila en residuos de tirosina después de la esti-
mulacién de los receptores EGF. Puesto que este receptor
tiene una actividad PTK intrinseca, DG quinasa puede ser un
sustrato directo de los receptores EGF activados. En apoyo
de esta hipétesis, el receptor EGF y la proteina DG quinasa
co-inmunoprecipitan cuando se sobreexpresan en células
COS-7 (Schaap, resultados no publicados). Todos estos
datos, considerados de manera colectiva, indican que son
mdiltiples las rutas de sefalizacién que pueden converger en
la regulacién de la enzima DG quinasa.

Figura 4
Regulacién de los niveles intracelulares de diacilglicerol
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Figura 5
Diagrama lineal de la enzima diacilglicerol quinasa de 86 kDa
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