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Introducción

El suero y diversos factores de crecimiento es-
timulan la hidrólisis de fosfatidilinositoles (Pl)
mediante la activación de una fosfolipasa C es-
pecífica para Pl (PI-PLC)1. Como resultado, se
generan dos importantes segundos mensajeros,
diacilglicerol (DAG), que constituye en sí un po-
tente activador endógeno de la mayoría de las
proteincinasas C (PKC) conocidas2, y los inosi-
toles fosfato (IP) que regulan la homeostasis del
Ca2+ intracelular3. Sin embargo, la activación
de la PI-PLC no parece ser un requerimiento ab-
solutamente necesario para la estimulación m¡-
togénica, puesto que las células deplecionadas
de actividad PI-PLC todavía responden mitogé-
nicamente a factores de crecimiento46. Por
otra parte, la sobreexpresión de la enzima PLCy
no se correlaciona con un aumento de respues-
ta mitogénica a factores de crecimiento79.

Recientemente, se han implicado otros lípi-
dos en la regulación de la proliferación celular,
incluyendo a la fosfatidilcolina (PC). Por ejem-
plo, en células estimuladas por suero, o célu-
las transformadas por oncogenes ras, existe un
aumento de las concentraciones de DAG que
no proviene de la hidrólisis de Pl, y que es con-
comitante a un aumento de las concentracio-
nes de fosforilcolina (FCho)1013. Estos metabo-
litos pueden generarse mediante varias rutas
alternativas, tales como activación de una fos-
folipasa específica para PC (PC-PLC) o mediante
rutas más complejas como, por ejemplo, acti-
vación de una fosfolipasa D (PLD) seguida de
colinacinasa (ChoK) y de la hidrolasa del ácido
fosfatídico (PA-hidrolasa)2'1415. El descubrimien-
to inicial de una correlación entre las concen-
traciones de DAG y los de TCho en células trans-
formadas por oncogenes ras11 fue utilizado
como argumento para postular la participación
de una PC-PLC en este proceso16. Sin embar-
go, el hecho de encontrarse también un aumen-
to de la actividad de la ChoK en células trans-
formadas por oncogenes ras12'13, así como en
oocitos inyectados con proteínas mutadas p21-

ras10, indican que el mecanismo de produc-
ción de PCho y DAG puede ser más complejo
que el originalmente propuesto de activación di-
recta de una PC-PLC.

En el presente trabajo, hemos estudiado si la
actividad mitogénica del suero y la transforma-
ción inducida por oncogenes ras está funcional-
mente conectada a la actividad de una fosfoli-
pasa C específica de PC (PC-PLC). Utilizando
diferentes estrategias y fundamentalmente me-
diante un inhibidor de la ChoK, hemos sido ca-
paces de desacoplar la producción de DAG de
la producción de fCho, indicando que la pro-
ducción de ambos metabolitos no se realiza me-
diante una PC-PLC. Además, hemos podido re-
lacionar la formación de ambos metabolitos a
la activación de una PLD con la generación de
colina y ácido fosfatídico que posteriormente se
convierten en PCho y DAG por acción de la
ChoK y la PA-hidrolasa, respectivamente. El ha-
llazgo de una activación transitoria de PLD en
células normales tras la estimulación mitogéni-
ca con suero, pero constitutiva en células trans-
formadas por oncogenes ras, establecen las ba-
ses que pueden explicar la diferencia de
comportamiento entre células normales y célu-
las transformadas.

Materiales y métodos

Cultivos celulares

Las líneas utilizadas, NIH3T3 normales y
transformadas por los oncogenes H-rasy K-ras,
se hicieron crecer en Dulbecco's Modified Eagle
Médium (DMEM) suplementado con 10% sue-
ro de ternera (Gibco). Hemicholinium-3 y pro-
pranolol se adquirieron de Sigma Chem. Co.

Análisis de concentraciones de DAG

Las células se hicieron crecer en placas de
6 pocilios, se marcaron durante 24 h en pre-
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sencia de 10 uCi/ml [14C]gl¡cerol (159
u.C¡/mmol, Amersham), y se deprivaron de suero
durante 18 h previas al tratamiento. Tras la in-
cubación indicada en cada figura a 37°C, las
células fueron lavadas con PBS y fijadas con
2 mi de etanol, raspadas y trasferidas a tubos
conteniendo 2,5 mi de cloroformo y 1,25 mi de
agua, para proceder a la extracción de los lípi-
dos. Las fases orgánicas fueron secadas bajo
un chorro de nitrógeno y resuspendidas en
50 u.1 de cloroformo. Las muestras se resolvie-
ron en cromatografía de capa fina (TLC) en pla-
cas de silica gel 60A LK6D (Whatman) para lo
cual fue utilizado como solvente hexano:etilé-
ter:ácido acético (60:40:1). Las placas se expu-
sieron a un film de autorradiografía y las man-
chas correspondientes a DAG fueron raspadas
y se cuantificaron utilizando un contador de
centelleo.

Estimación de los derivados de colina

Las células se hicieron crecer como se ha des-
crito para DAG en presencia de 10 u.Ci/ml
[14C]colina (50-60 Ci/mmol, Amersham). En es-
tudios de las rutas catabólicas, previo al trata-
miento con los compuestos indicados en cada
figura, las células se lavaron con DMEM para
eliminar el exceso de material radiactivo no in-
corporado y se estimularon con los diferentes
factores. En estudios de las rutas anabólicas,
las células fueron deprivadas de suero durante
18 h y estimuladas en presencia de 10 uCi/ml
[14C]colina. En experimentos en que se reque-
ría un mareaje isotópico, las células fueron
incubadas durante 24 h en presencia de
10|iC¡/ml [14C]colina en ausencia de suero, y
estimuladas con los diferentes factores en pre-
sencia del precursor radiactivo. En todos los ca-
sos, las células fueron fijadas tras la incubación
deseada con 1 mi de TCA al 16%. El material
soluble en TCA fue lavado cuatro veces con
4 volúmenes de etiléter saturado con agua y lio-
filizado. Las muestras se resuspendieron en
100 ul de agua y se resolvieron mediante TLC
en placas de silica gel, utilizando como solven-
te 0,9% NaChmetanokhidróxido amónico
(50:70:5). Las placas fueron expuestas a pelí-
culas de autorradiografía y las manchas corres-
pondientes a colina, PCho y CDP-colina raspa-
das y cuantificadas mediante contadores de
centelleo. El material insoluble en TCA conte-
niendo PC se resuspendió en 0,5 mi de 0,25
N hidróxido sódico, neutralizado con un volu-
men equivalente de 0,25 N HCI y cuantificado
en un contador de centelleo.

Análisis de concentraciones
de ácido fosfatídico

Las células se hicieron crecer según lo ex-
puesto anteriormente, en presencia de 10
uCi/ml [14C]glicerol o [3H]palmitato (Amers-
ham). Tras el mareaje, las células fueron trata-
das con un 10% de suero de ternera (NIH3T3)
o permanecieron sin tratamiento (células trans-
formadas por ras). La extracción de lípidos se
realizó de acuerdo al protocolo de Song et al17.
Las concentraciones de ácido fosfatídico se de-
terminaron por TLC utilizando como solvente la
fase superior resultante de combinar etilaceta-
to: tr imetilpentano:ácido acético:agua
(90:50:20:100). Las placas fueron expuestas a
películas de autorradiografía y las manchas co-
rrespondientes a PA cuantificadas por contador
de centelleo.

Ensayo de actividad PLD

La actividad de PLD puede ser determinada
mediante su actividad de transfosfatidilación
sobre butanol con la generación de fosfatidil-
butanol17. Tras el mareaje de las células en
presencia de 10 uCi/ml [3H] palmitato, (Amers-
ham) las células fueron tratadas con un 10%
de suero de ternera (NIH3T3) o permanecieron
sin tratamiento (células transformadas por ras).
Durante la última hora de tratamiento, se aña-
dió un 0,5% de butanol. La producción de fos-
fatidilbutanol se determinó mediante el proto-
colo de Song et al17.

Determinación de masa intracelular
de colina y PCho

Las concentraciones intracelulares de colina
y PCho se realizaron de acuerdo al protocolo
de Murray et al18. La concentración intracelu-
lar se determinó considerando un volumen ce-
lular de 4 uJ/mg de proteína total.

Resultados

La observación de concentraciones elevadas
de DAG y PCho a tiempos tardíos tras la esti-
mulación mitogénica (posterior a 3 h) ha servi-
do como base para especular con la participa-
ción de una PC-PLC en la regulación de la
proliferación celular19'20. Por tanto, hemos ana-
lizado las concentraciones de DAG y PCho a
tiempos tardíos de la estimulación mitogénica,
para investigar la posible participación del me-
tabolismo de PC en este proceso. Cuando las
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TABLA I
ESTIMULACIÓN DE PRODUCCIÓN DE DAG

POR SUERO

Tiempo
(h) Controles 10% de suero %

control
3
6
9

12

1.021 +149
1.041 ±214
1.108 ±237
1.109 ±21

1.636±58
1.762 + 9
1.863±114
2.114 + 252

160
169
168
191

Células NIH 3T3 fueron incubadas con [14C]gl¡cerol
como se describe en «Materiales y métodos». A los
tiempos indicados, se analizaron las concentraciones
de DAG por cromatografía en capa fina. Se indican
los valores correspondientes en cpm/10 6 células in-
cluyendo la desviación estándar.

células se marcaron isotópicamente con
[14C]glicerol, y se estimularon con suero, se ob-
servó un aumento de las concentraciones de
DAG en un 50% entre la 3 y la 12 h de la esti-
mulación (tabla I). Al mismo tiempo, en células
marcadas con [14C]colina, se observó un
aumento de las concentraciones de PCho de
3 veces entre las 6 y las 12 h (fig. 1A), paralelo

a un aumento de la incorporación de [14C]coli-
na en PC (fig. IB). Estos resultados indican que
el metabolismo de PC está alterado tras la esti-
mulación mitogénica por suero. Sin embargo,
puesto que ambos DAG y PCho pueden meta-
bolizarse rápidamente, el sistema enzimático in-
volucrado en la generación de estos metaboli-
tos puede ser más complejo que la simple
activación de una PC-PLC.

Una aproximación útil en el estudio de otras
posible rutas es el análisis de la movilización de
las reservas intracelulares mediante el marca-
je con [14C]colina durante el tiempo de la esti-
mulación (ruta anabólica) o mediante pulso y
caza (ruta catabólica). La incorporación de
[14C]colina en PCho y PC se determinó me-
diante mareaje simultáneo al tratamiento con
suero (figs. 1C y D), observándose una incor-
poración rápida, indicativa de la activación de
la ruta anabólica de PC durante la estimulación
mitogénica.

La hidrólisis de PC inducida por activación de
una PC-PLC debería ser aparente mediante la
generación de PCho a partir de una reserva de
PC radiactiva previa a la estimulación por sue-
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Fig. 1. Producción de PCho y DAG tras la estimulación con suero. A B: las células fueron marcadas isotópica-
mente con [!"C]colina y estimuladas con un 10% de suero a los tiempos indicados, y las concentraciones de
PCho (A) y fosfatidiicolina (B) fueron determinadas según se describe en «Materiales y métodos» (C, D). Las célu-
las fueron marcadas con [lftC]colina al mismo tiempo que se estimularon con suero y se determinaron las con-
centraciones de PCho (C) y fosfatidiicolina (D). E, F: las células fueron marcadas con [14C]colina durante 24 h
y lavadas para eliminar el exceso de precursor radiactivo, anteriormente a la estimulación con suero. Tras la
estimulación fueron procesadas para determinar las concentraciones de PCho (E) y fosfatidiicolina (F); (%): célu-
las estimuladas con un 10% de suero; (O): células sin estimular.
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Enzima

PLD
Tipo 1
Tipo IV
Tipo V
Tipo VI
Tipo Vil

PLC
Tipo III
Tipo V
Tipo XI

PLA2

EFECTO DE HC-3 SOBRE

Origen

Repollo
Repollo
Repollo
S. chromofuscus
Streptomyces

B. cereus
B. perfringens
B. cereus
Veneno avispa

TABLA II
LA ACTIVIDAD IN

Control

6.939±760
16.620+1.300
2.950 + 400

37.100+1.100
41.000 + 6.300

13.600 + 300
14.560 + 960
8.049 + 630

506 + 9

VITRO DE FOSFOLIPASAS
HC-3 (20 mM)

7.075 + 600
18.500±500
3.500 ±700

43.300±2.300
50.000 ±1.600

12.50O±5OO
15.220±1.490
8.555 + 630

466 ±9

% control

102
1 11
119
1 17
122

92
104
106

92

Como sustrato de la reacción se utilizó fosfatid¡l-N-met¡l-['"C]-colina. La actividad de cada enzima se valoró me-
diante la cuantificación de la liberación de [l4C]-colina (PLD!, [l4Cl-fosforilcolina (PLC) o lisoíosfatidilcolina (PLA2I.

ro. En estas condiciones, no se detectó incre-
mento en las concentraciones de PCho radiac-
tiva (fig. 1E), y tampoco se observó una dismi-
nución significativa en las concentraciones del
precursor, PC (fig. 1F). En realidad, se observó
una disminución de las concentraciones intra-
celulares de PCho radiactiva similar en células
control y células estimuladas con suero, lo que
indica su utilización en rutas metabólicas. En las
mismas condiciones, se determinaron las con-
centraciones totales por estimación de masa,
de Cho y PCho. A las 6 h de estimulación con
suero, las concentraciones de PCho aumenta-
ron de 350 u,M a 808 u.M, mientras que las con-
centraciones de colina aumentaron de 196 uM
a 285 u.M. Por tanto, el incremento en masa
de las concentraciones de PCho tras la estimu-
lación por suero no se produce por una activa-
ción directa de una PC-PLC.

Producción de fosforilcolina y diacilglicerol
en células estimuladas con suero

Mediante la utilización de inhibidores de la
ChoK y de la PA-hidrolasa, hemos investigado
la ruta de generación de PCho y DAG en célu-
las normales est imuladas por suero.
Hemicolinio-3 (HC-3) es un inhibidor de la ChoK
tanto in vivo como in vitro21'22. Por otra parte,
se ha demostrado que HC-3 no tiene efecto in-
hibidor sobre PLC22. Hemos estudiado el posi-
ble efecto inhibidor de HC-3 sobre diversas
isoenzimas de PLA2, PLC y PLD y hemos en-
contrado que a concentraciones de hasta 20
mM HC-3 no tiene efecto alguno sobre su acti-
vidad enzimática (tabla II). Cuando se incuba-
ron células NIH 3T3 con HC-3 a diferentes con-

centraciones, observamos una inhibición com-
pleta de la actividad de la ChoK in vivo a partir
de 2 mM HC-3. Por tanto, para todos los estu-
dios posteriores se utilizó una concentración sa-
turante de 6 mM HC-3. En estas condiciones,
la producción de PCho se redujo drásticamen-
te incluso en células estimuladas con suero (fig.
2A), lo que indica que la generación de PCho
es dependiente de la actividad de la ChoK. Sin
embargo, la generación de DAG no se vio afec-
tada en células tratadas con HC-3 a concentra-
ciones que bloquean totalmente la producción
de PCho (fig. 2B), lo que indica que la genera-
ción de estos dos metabolitos está desacopla-
da y se produce por vías independientes.

Producción de DAG y PCho en células
transformadas por ras

En estudios anteriores, hemos demostrado
que la transformación de células NIH3T3 por
oncogenes ras inducen un incremento en las
concentraciones básales de PCho y DAG1'. He-
mos investigado si la producción de estos dos
metabolitos está acoplada, o, por el contrario,
sigue un patrón parecido al descrito en células
estimuladas con suero. Para ello, células trans-
formadas por los oncogenes H-ras o K-ras se
marcaron con [14C]-glicerol o [14C]-colina en
presencia o ausencia de 6 M HC-3 y se deter-
minaron las concentraciones de PCho o DAG.
Mientras que las concentraciones básales de
PCho en ambos clones transformados son al
menos 2 veces superiores a las de células nor-
males (fig. 2C), el tratamiento con HC-3 redu-
ce las concentraciones a las encontradas en cé-
lulas normales, siguiendo un patrón idéntico al
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Fig. 2, Efecto del HC-3 en la producción de PCho. A: Concentraciones de PCho en células marcadas isotópica-
mente con [I4C]coHna en ausencia M o en presencia <M) de 6 mM HC-3; B: producción de DAG en células
marcadas con [MC]glicerol; (O,D): células control; (#,BJ: células tratadas con suero; (OM) células sin HC-3;
(•,•,).• células tratadas con HC-3; C: concentraciones básales de PCho en células normales y transformadas
por ras; D: curva dosis-respuesta de la producción de PCho en presencia de HC-3; (O) NIH 313; (A): células
transformadas por H-ras; (O): células transformadas por K-ras; E-. concentraciones de DAG en células tratadas
(M) o no (M) con HC-3.

de células normales (fig. 2D). Por el contrario,
en las células H-ras y K-ras tratadas con HC-3,
las concentraciones de DAG no varían con res-
pecto a las de las células sin tratar (fig. 2E) y
que oscilan entre un 50 y un 100% por encima
de las de células normales. Estos resultados de-
muestran que, de forma similar a lo encontra-
do en células normales estimuladas por suero,
la producción de PCho y DAG en células trans-
formadas por ras sigue vías independientes. En
ambos casos, la producción de PCho es sensi-
ble a HC-3, un inhibidor de la ChoK.

La producción de PCHO y DAG en células
estimuladas con suero o transformadas
por genes ras es consecuencia
de la activación de una PLD

Los resultados mostrados en los apartados an-
teriores demuestran que la generación de PCho
y DAG en células NIH 3T3 estimuladas mitogé-

nicamente con suero o transformadas por on-
cogenes ras, no se producen de forma acopla-
da como consecuencia de la activación de una
PLC. Por tanto, debe existir una ruta alternati-
va que explique la producción de estos meta-
bolitos fosfolipídlcos. Una explicación sencilla es
la participación de una PLD que hidrolizase PC
en colina y PA y su posterior conversión en PCho
y DAG como consecuencia de la actividad de
una ChoK y una PA-hidrolasa, respectivamente.

Hemos realizado medidas de la posible par-
ticipación de una PLD en estos dos sistemas ce-
lulares de varias formas alternativas. En primer
lugar, se determinaron las concentraciones de
producción de colina total desde las 3-12 h, a
partir de células marcadas durante 24 h con
[14C]-colina. Cuando las células NIH 3T3 quies-
centes se trataron con suero se observó la libe-
ración de colina (fig. 3A) que aumentó en pre-
sencia de HC-3 (fig. 3B). En las células
transformadas por genes ras, se observó una
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Fig. 3. Liberación de colina en células estimuladas por suero y células transformadas por ras. Células NIH 313
fueron marcadas con [l4C]colina durante 24 h y deprivadas de suero durante 24 h, lavadas exhaustivamente
con DMEMy tratadas con un 10% de suero (A), o suero más 6 mM HC-3 (B); (0): control; (#): células tratadas
con un 10% de suero; C: células NIH 3T3 control o transformadas con H-ras o K-ras fueron marcadas como
se indica anteriormente e incubadas durante 9 h con medio solo (•/ o con medio conteniendo 6 mM HC-3 (M).

liberación basal de colina superior a la de célu-
las normales pero equivalente a la de células
estimuladas por suero e insensible al tratamien-
to con HC-3 (fig, 3C). Estos resultados sugieren
la activación de una PC-PLD en ambos sistemas
celulares.

Como estudio alternativo, hemos utilizado pro-
pranolol, un inhibidor de la PA-hidrolasa que
bloquearía la conversión de PA en DAG, sin
afectar las actividades de PLC o PLD23<24. Se
marcaron las células a equilibrio con [14C]-
glicerol durante 24 h y se estimularon con sue-
ro durante 9 h. Durante la última hora de trata-
miento, las células se incubaron en presencia
o ausencia de propranolol y se determinaron las
concentraciones de DAG. Como se observa en
la figura 4A, el tratamiento con propranolol en
células estimuladas con suero redujo las con-
centraciones de DAG a las concentraciones bá-
sales de células no estimuladas, lo que indica
que la producción de DAG depende de la acti-
vidad PA-hidrolasa y, por tanto, de la conver-
sión de PA en DAG.

Una vez demostrada la participación de la PA-
hidrolasa en la generación de DAG en células
NIH 3T3 estimuladas con suero, investigamos
la posible participación de esta enzima en la ge-
neración de DAG en células NIH 3T3 transfor-
madas por oncogenes ras. Ambos clones, H-ras
y K-ras, fueron tratados en condiciones idénti-
cas a las descritas para células NIH 3T3, en pre-
sencia o ausencia de propranolol. De acuerdo
con resultados publicados anteriormente11'2527,

en las células transformadas por oncogenes ras
aparecen concentraciones básales de DAG ele-
vadas en un 50-100% respecto a los de célu-
las normales. Cuando estas células fueron tra-
tadas con propranolol, las concentraciones de
DAG descendieron hasta las encontradas en cé-
lulas normales, lo que indica de nuevo la parti-
cipación de la PA-hidrolasa en la generación de
DAG, de forma semejante a la descrita para cé-
lulas NIH 3T3 estimuladas por suero.

Activación de PLD en células estimuladas
por suero y transformadas por oncogenes

Los resultados expuestos anteriormente su-
gieren fuertemente la activación de una PLD en
células estimuladas por suero o transformadas
por oncogenes ras, como responsables en pri-
mera instancia de la generación de concentra-
ciones elevadas de PCho y DAG. La actividad
enzimática de PLD se midió directamente me-
diante la determinación de su capacidad de
transfosfatidilación a butanol17. Las células fue-
ron incubadas en presencia de pHjpalmitato
en ausencia de suero y posteriormente estimu-
ladas con un 10% de suero durante 9 h, con
la adición de un 0,5% de butanol durante la úl-
tima hora de incubación. Como se demuestra
en la figura 5, a las 9 h de la estimulación con
suero, sólo se observó un ligero aumento (20%)
de la actividad PLD. Sin embargo, en células
transformadas por H-ras o K-ras sin estimular
con suero, se observó una estimulación de 5 ve-
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O
No inducido Suero H-ras K-ras

F/g. 4. ffecío de propranoiol en las concentraciones
de DAG. A: células NIH 3T3 normales o transforma-
das por oncogenes ras (H-ras, K-ras) fueron marca-
das en presencia de ["CJglicerol y estimuladas con
un 10% de suero (NIH 3T3) o incubadas sin suero
(NIH 3T3, H-ras, K-ras) durante 9 h. Durante la últi-
ma hora de incubación, ¡as células fueron tratadas
(O) o no (%) con 300/¡M de propranoiol; B: las célu-
las fueron marcadas con [14C]coiina y analizadas a
las 9 h sin tratar (NIH 3T3, H-ras, K-ras) o estimula-
das con un 10% de suero en ausencia 0) o en pre-
sencia <M) de 30 fiM de propranoiol o 6 mM de HC-
3 (O). Durante la última hora de incubación, el trata-
miento con propranoiol se elevó a 300 pM.
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Fig. 5. Concentraciones de actividad PLD en células
normales y células transformadas por oncogenes ras.
A: la actividad PLD basal en células estimuladas por
suero y células transformadas por oncogenes ras se
determinó mediante la actividad de transfosfatidila-
ción de butanol como se describe en «Materiales y
métodos». A: las células fueron tratadas con medio
control 0),6mM de HC-3 (M) o 300 pM de propra-
noiol (O); B: producción de ácido fosfatfdico (PA). Las
células fueron incubadas en presencia de ¡3H]palm¡-
tato durante 24 h y mantenidas sin tratar o estimula-
das con un 10% de suero durante 9 h en presencia
de medio solo 0), o medio suplementado con 6 mM
de HC-3 (m), o 300 /¡M de propranoiol (O).

ees en la actividad basal de PLD en compara-
ción con la de células normales, lo que indica
la activación constitutiva de una PLD en célu-
las transformadas por oncogenes ras. El trata-
miento de las células con HC-3 o propranoiol
no modificó los valores de actividad, lo que in-
dica que los inhibidores no afectan a la activi-
dad PLD endógena.

Por último, un nivel de actividad basal eleva-
do de PLD debería reflejarse en un aumento de
las concentraciones básales de PA en células
transformadas por oncogenes ras. En la figura
5B, se muestran los resultados de la valoración
de las concentraciones de PA en células NIH
3T3 quiescentes y estimuladas con suero y las
concentraciones de PA básales en los clones de
células transformadas por ras. Se observó un

aumento de 2 veces en las concentraciones de
PA específicamente en las células transforma-
das por ras. Además, las concentraciones de PA
no se afectaron en presencia de HC-3 o propra-
noiol, de acuerdo a los resultados obtenidos en
la valoración de la actividad PLD.

Discusión

A raíz de nuestra primera observación en
1987a, diversos laboratorios han encontra-
do concentraciones elevadas de PCho1213 y
DAG2528 en células normales estimuladas por
suero y en células transformadas por oncoge-
nes. Por analogía con la ruta de señalización
intracelular generada por hidrólisis de fosfatidil-
inositoles (Pl) a través de una PLC, se ha suge-
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rido también la posible implicación de una PLC
específica para PC en la síntesis de PCho y
DAG16'1820, y como paso tardío esencial en la re-
gulación de la síntesis de DNA20. Sin embargo,
mientras que existe evidencia abundante que re-
laciona la ruta de PI-PLC con las señales inicia-
das por factores de crecimiento3, no existe to-
davía evidencia directa que relacione de forma
similar la ruta de PC-PLC2. Por otra parte, tan-
to PCho como DAG pueden generarse median-
te mecanismos más complejos tales como la ac-
tivación secuencial de una PLD específica para
PC, seguida de una ChoK y una PA-hidrolasa.

En el presente trabajo hemos estudiado el ori-
gen de ambos metabolitos, PCho y DAG, utili-
zando diversas estrategias tales como cinéticas
de incorporación en lípidos de los precursores
radiactivos, experimentos de pulso y caza, in-
hibidores de enzimas claves en la generación
de estos metabolitos, y análisis directo de su ac-
tividad enzimática. Basados en la cinética de
generación de PCho, nuestros resultados cla-
ramente demuestran que no existe una PC-PLC
responsable de la generación de PCho en cé-
lulas normales estimuladas por suero, puesto
que a pesar de existir una producción neta en
masa tras la estimulación con suero, la PCho
generada no procede de un reservorio de PC
radiactivo premarcado. De acuerdo con estos
resultados, el aumento inducido por suero es
sensible a HC-3, un inhibidor de la ChoK. Ade-
más, conjuntamente con la reducción en las
concentraciones de PCho se observa un aumen-
to en las concentraciones de colina, de acuer-
do con trabajos anteriores que indican que HC-3
no afecta la actividad de fosfolipasas22. En con-
clusión, nuestros resultados demuestran que la
generación de PCho es consecuencia de la ac-
tividad de la ChoK y no de la PC-PLC.

Hemos observado la liberación de colina tras
la estimulación mitogénica del suero. El aumen-
to de la liberación de colina podría generarse
mediante la actividad de una PC-PLD, o alter-
nativamente, por aumento en su transporte al
exterior celular o por activación de una hipoté-
tica PCho-fosfatasa. El aumento de liberación
de colina no puede explicarse por modificacio-
nes del sistema de transporte puesto que el re-
servorio intracelular de colina es muy pequeño
e insuficiente para justificar la liberación obser-
vada tras la estimulación con suero. Por otra
parte, recientemente se ha demostrado que no
existe una actividad detectable de PCho-
fosfatasa en fibroblastos de mamífero29. Estos
resultados sugieren que los aumentos de coli-
na observados sólo se pueden generar por ac-

ción directa de una PC-PLD. Por tanto, nues-
tros resultados sugieren que la activación
mitogénica del suero activa como efecto tardío
el catabolismo de PC a través de la activación
de una PC-PLD y cuestionan seriamente la hi-
pótesis de la participación de una PC-PLC, Otros
grupos han observado también la activación de
una PLD como acontecimiento temprano tras
la estimulación mitogénica1729-31.

La inhibición de la ChoK por el hemicolinio
3 (HC-3) elimina la generación de PCho tanto
en células normales estimuladas por suero
como en células transformadas por ras sin efec-
to sobre las concentraciones de DAG. Por otra
parte, propranolol, un inhibidor de la PA-
hidrolasa, reduce las concentraciones de DAG
en ambos casos, sin afectar a las concentracio-
nes de PCho. Por tanto, la producción de DAG
es sensible al inhibidor de la PA-hidrolasa, y la
generación de PCho es sensible al inhibidor de
la ChoK. Estos resultados indican que ambos
metabolitos se generan por vías independien-
tes, y no por acción directa de una PC-PLC.

Las concentraciones constitutivamente eleva-
das de liberación de colina y producción de PA,
conjuntamente con las concentraciones bása-
les elevadas de PCho y DAG, en células trans-
formadas por oncogenes ras, sugieren que am-
bos metabolitos se producen por acción de una
PLD. Como consecuencia de esta activación, se
generan PA y colina que posteriormente se con-
vierten en DAG y PCho por acción de la PA-
hidrolasa y la ChoK, respectivamente. Un
aumento en las concentraciones de la ChoK en
células transformadas por oncogenes ras12'13 y
en oocitos inyectados por p21-ras oncogéni-
ca10, apoyan esta hipótesis. En el presente tra-
bajo, presentamos evidencia adicional en apo-
yo de esta hipótesis al determinar que la
actividad de la PLD es 5 veces superior en cé-
lulas transformadas por ras que la encontrada
en células normales.

Una evidencia similar a la descrita para cé-
lulas transformadas por oncogenes ras se ha en-
contrado en células normales estimuladas por
suero, pues las concentraciones de colina, DAG
y PCho también se encuentran elevadas a tiem-
pos tardíos (más de 3 h) en células estimula-
das por suero. Estos resultados sugieren que la
PLD puede ser también crítica en la regulación
de la proliferación de células normales por fac-
tores de crecimiento3133. Sin embargo, la acti-
vidad de PLD a tiempos tardíos mostró tan sólo
un pequeño incremento de actividad y única-
mente se observó un aumento de un 20% en
las concentraciones de PA. Estos resultados
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pueden interpretarse como una diferencia im-
portante entre células normales y células trans-
formadas. Mientras que una activación transi-
toria de PLD inducida por suero sería suficiente
para la entrada en un ciclo normal de prolifera-
ción, sería Insuficiente para disparar la señal de
transformación celular. Por contra, la activación
constitutiva de PLD en células transformadas
por oncogenes ras sería un paso esencial en el
mecanismo de transformación. Nuestros resul-
tados Implican un mecanismo de activación de
la PLD en células estimuladas por suero y en
las transformadas por oncogenes ras: PLD sólo
es activada transitoriamente en células norma-
les y está constitutivamente activada en célu-
las transformadas por oncogenes ras.

Varias líneas de investigación previas han im-
plicado a la PLD en la ruta de regulación de la
proliferación celular. Entre ellas destaca la evi-
dencia de que tanto PA como Ilso-PA son po-
tentes mitógenos en células NIH 3T33435. Por
otra parte, la generación de DAG y PCho en cé-
lulas transformadas por ras podría ser un proce-
so esencial en la transformación celular1125-27.
DAG podría ser la señal intracelular más impor-
tante producida por p21-ras oncogénica en fi-
broblastos, puesto que ras requiere PKC fun-
cional para la inducción de proliferación36. Sin
embargo, todavían quedan por resolver algunos
puntos importantes. Por ejemplo, no sabemos
si PA es capaz de disparar la señal de transfor-
mación o debe ser convertido en DAG, como
mecanismo dependiente de PKC. También, la
producción de PCho constituye en sí una im-
portante señal en la regulación de la prolifera-
ción celular (resultados no mostrados), y requie-
re especial atención. PLD podría, por tanto,
generar un amplio espectro de señales con po-
tencial mitogénico. Aunque se requiere un es-
tudio más profundo para desvelar la completa
implicación del metabolismo de PC en el con-
trol de la proliferación celular tanto en células
normales como en células transformadas, nues-
tros resultados implican que la actividad de una
PC-PLD es importante en estos procesos. Ade-
más, la regulación de la PLD parece seguir pa-
trones diferentes en células normales y en cé-
lulas transformadas, resultados que sugieren
que esta enzima desempeña un papel esencial
en la regulación del crecimiento celular.
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DISCUSIÓN

V. VICENTE-GARCÍA; Con el empleo clínico de los
factores de crecimiento, específicamente del
factor granulocítico, con el que tenemos ya
una relativa experiencia, se ha descrito recien-

temente un trastorno de la agregación plaque-
tana. Ante ello, uno se puede plantear que
está usando un factor de crecimiento teórica-
mente específico de una línea celular pero que
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puede afectar a vías celulares en principio in-
dependientes. Estos hallazgos sugieren que,
posiblemente, estos factores de crecimiento
no son específicos de línea celular: ¿cuál es
la situación actual de estos mediadores o fac-
tores de crecimiento?, ¿son específicos?,
¿existe analogía de receptores?

J.C. LACAL: LOS factores de crecimiento consti-
tuyen una línea de Investigación apasionan-
te. En los últimos años, desde el descubrimien-
to de que uno de los oncogenes mejor
conocidos correspondía realmente al factor de
crecimiento derivado de plaquetas ha habido
una gran proliferación de clonaciones y puri-
ficaciones de diferentes factores. En principio,
como líneas generales, que siempre hay ex-
cepciones, se puede decir que existe una gran
versatilidad y una gran plasticidad en el siste-
ma de interacción entre factores de diferen-
tes receptores. Sin embargo, al mismo tiem-
po existe una gran especificidad. Nos
encontramos con algo similar a lo que se des-
cubrió hace algunos años al investigar la com-
plejidad del sistema inmunológico. Para ob-
tener una señal mitogénlca completa se
requieren normalmente dos señales, una con-
tenida en los factores de iniciación y la otra
en los factores de progresión. La naturaleza
ha diseñado unas aduanas especiales para
controlar que una célula sólo crezca en las
condiciones idóneas. Por eso se requieren va-
rias alteraciones de los oncogenes para pro-
ducir una transformación celular completa. Lo
normal, en líneas generales, es que exista una
marcada especificidad, y que sólo un grupo
determinado muy específico de células que
expresan el receptor de un determinado fac-
tor sea sensible a ese factor de crecimiento.
Ahora bien, no siempre que exista el mismo
receptor y que, por tanto, sea sensible al mis-
mo factor, se va a producir la misma respuesta
ya que las señales intracelulares pueden ser
distintas. Es decir, la respuesta, aun siendo
específica, refleja en general un proceso com-
plejo y está determinada no sólo por el fac-
tor, sino también por la estructura completa
del sistema de transducción de la señal, des-
de el propio factor de crecimiento hasta el fac-
tor de transcripción, pasando por los interme-
diarios citoplásmicos disponibles en cada línea
celular.

V. VICENTE-GARCÍA: Teniendo en cuenta lo que
usted apunta, en el caso concreto que he
mencionado en mi anterior intervención la po-
sible activación plaquetarla inducida por fac-
tores de crecimiento podría estar perfecta-

mente mediada a través de la estimulación del
ciclo de endoperóxidos o fosfolipasas.

J.C. LACAL: SÍ, de hecho recientemente se han
publicado varios trabajos que indican que las
fosfolipasas se activan por al menos dos me-
canismos alternativos como componentes de
la cascada estructural que he descrito, y una
de las funciones reguladas por factores es la
activación plaquetaria.

F. RUIZ-CABELLO: Quería preguntarle su opinión
sobre el hecho de que las vías bioslntéticas
que conducen tanto a la proliferación como
a la diferenciación celular parecen tener mu-
chos elementos en común. Me refiero a esta
ruta bioslntética que usted ha expuesto, que
puede ser observada tanto en células que es-
tán comprometidas con diferenciación, como
con proliferación. Esto induce a pensar que
a pesar de la aparente complejidad realmen-
te estamos ante una simplicidad de la cues-
tión.

J.L. LACAL: Como he comentado anteriormente,
existe una gran redundancia en la utilización
de los sistemas, pero lo llamativo del caso es
que en cada sistema celular incluso cuando
se emplea el mismo componente estructural
la respuesta final puede ser distinta. No es un
sistema simple sino muy versátil en función
de los componentes disponibles.

F. RUIZ-CABELLO: Otro aspecto que me gustaría
conocer es si fosforilcolina se libera también
con señales de diferenciación.

J.L. LACAL: Todavía no hemos empezado a in-
vestigar la diferenciación, ya que los recursos
de que disponemos son limitados, y por aho-
ra nos centramos básicamente en la regula-
ción de la proliferación normal por parte del
factor de crecimiento, y en células transfor-
madas por una batería de oncogenes.

A. CANO: ES bien conocida la generación de fos-
forilcolina en células transformadas por ras,
y me gustaría saber si ustedes tienen datos
acerca de la transformación por otros onco-
genes.

J.L. LACAL: Todos los factores de crecimiento
que tienen capacidad de proliferación indu-
cen concentraciones elevadas de fosforilcoli-
na. Esta es una constante que hemos obser-
vado también con todos los oncogenes que
hemos analizado hasta ahora en el sistema de
fibroblastos que hemos descrito en la exposi-
ción. Cuando pasemos a otro tipo de sistemas
celulares comprobaremos si este hallazgo es
universal o es específico de fibroblastos, y si
se conserva la respuesta con diversos facto-
res y oncogenes.

29




